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摘要: 采用非水相酶催化法合成氟比洛芬维生素 Ｃ 酯ꎬ 使用高效液相色谱和质谱等方法对产物结构进行了表征.
同时构建非水相反应体系ꎬ 通过研究确定最优合成条件: 在 １０ ｍＬ、 ０.０５７ ｍｏｌ / Ｌ 的叔丁醇维生素 Ｃ 溶液中ꎬ 分别

添加 ２.８４ ｍｍｏｌ 氟比洛芬甲酯ꎬ １０％的 Ｎ４３５ 脂肪酶(以底物的质量分数计)ꎬ ０.８ ｇ 分子筛ꎬ 在 ７０ ℃ꎬ ２００ ｒ / ｍｉｎ 的

条件下反应 ２８ ｈ. 最优条件下的产物转化率为 ７３.６３％.
关键字: 脂肪酶ꎻ 氟比洛芬维 Ｃ 酯ꎻ 非水相反应体系ꎻ 前药

中图分类号: ＴＱ４６０.１ 文献标志码: Ａ

　 　 氟比洛芬(Ｆｌｕｒｂｉｐｒｏｆｅｎ)作为一种丙酸类非甾

体类抗炎药(ＮＳＡＩＤｓ)被广泛应用于临床. 氟比洛芬

具有一对光学异构体(ＲꎬＳ)￣氟比洛芬ꎬ 其目前以外

消旋混合物形式给药ꎬ 然而ꎬ 该抗炎药的对映体具

有不同的药理活性ꎬ 其中 Ｓ 构型抑制还加氧酶的活

性ꎬ 具有抗炎及止痛的作用ꎬ Ｒ 构型具有抗肿瘤作

用ꎬ 目前已开展治疗早期老年痴呆症和前列腺癌的

研究工作[１] . 然而ꎬ 该药物难以透过血脑屏障到达

患处ꎬ 并且长期使用后会引起胃肠道的不良反应ꎬ
对身体造成一定程度的损害ꎬ 因此限制了该药物的

应用[２] . 很多研究者针对该领域进行研究[３－５]ꎬ 并

采取前药策略对药物进行修饰ꎬ 主要是通过酯化对

原药的羧基进行屏蔽ꎬ 从而增加脂肪溶解性、 增强

其利用度并减少不良反应.
Ｌ￣抗坏血酸即维生素 Ｃ(Ｌ￣Ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄꎬ ＶＣ)

是人体必须的维生素ꎬ 它具有抗氧化功能ꎬ 可以清

除体内自由基ꎬ 保护机体组织免受氧化损伤. 近年

来ꎬ ＶＣ 在治疗神经系统退变性疾病方面得到了广

泛关注ꎬ 并发现 ＶＣ 在脑组织中达到一定浓度时可

起到重要的作用[６] . Ｙｉ Ｚｈａｏ 等[１] 针对该方面进行

研究ꎬ 实验针对几种 ＶＣ 基前药进行药物代谢稳定

性及药代动力学研究ꎬ 并与原药布洛芬进行比较ꎬ

认为这几种 ＶＣ 基前药在通过血脑屏障方面具有优

异的传输能力ꎬ ＶＣ 能够被 ＧＬＵＴ 和 ＳＶＣＴ２ 识别ꎬ
并有效的携带原药进入脑部. 脂肪酶由于其催化反

应条件温和ꎬ 反应类型多样且具有良好的立体选择

性ꎬ 广泛应用于催化药物合成领域[ ７] . 近年来ꎬ 非

水相生物酶催化技术迅速的发展ꎬ 许多研究表明脂

肪酶在催化药物合成方面具有广泛的应用ꎬ 且在非

水介质中具有较高活性和稳定性[８]ꎬ Ｔｏｍａｓｚ 等[２]

在甲醇中用 Ｎ４３５ 脂肪酶选择性酯化(ＲꎬＳ)￣氟比洛

芬ꎬ 获得的(Ｒ)￣氟比洛芬甲酯光学纯度高达９６.３％.
徐文婷等[９] 在非水相体系中用脱脂棉固定化黑曲

霉脂肪酶合成 Ｌ￣抗坏血酸棕榈酸酯ꎬ 产物转化率达

到 ６２. ２％. Ｘｉｎ 等[１０]采用两种立体选择性相反的脂

肪酶进行二次拆分ꎬ 制备出 Ｓ 型萘普生光学纯度高

达 ９６.８％. 江南大学汤鲁宏教授等[１１－１２]使用氟比洛

芬作为反应底物ꎬ 通过酯化反应进行氟比洛芬维 Ｃ
酯的合成ꎬ 反应进行 １４４ ｈ 达到平衡状态ꎬ 得到产

物的质量分数约为 ６. ７６％ꎬ 反应所需平衡时间较

长ꎬ 并且转化率较低. 为缩短反应所需平衡时间ꎬ
提高转化率ꎬ 我们以氟比洛芬甲酯为反应底物ꎬ 通

过酯交换反应合成氟比洛芬维 Ｃ 酯ꎬ 对产物结构进

行分析ꎬ 并对反应体系进行优化.
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图 １ 脂肪酶催化的 ＶＣ 和氟比洛芬甲酯的酯交换反应

Ｆｉｇ.１ Ｌｉｐａｓｅ￣ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＣ ｗｉｔｈ Ｆｌｕｒｂｉｐｒｏｆｅｎｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ

１ 实验部分

１.１ 仪器与试剂

ＫＨ￣２０００ 型薄层色谱扫描仪ꎻ Ｕ３０００ 型高效液

相色谱仪ꎻ Ｂｒｕｋｅｒ Ｍｉｃｒｏ ＴＯＦ￣Ｑ￣Ⅱ型质谱仪.
氟比洛芬(上海美岚实业有限公司)ꎻ Ｎ４３５ 脂

肪酶(丹麦 Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ Ａ / Ｓ 公司)ꎻ 维生素 Ｃ 及其他

有机试剂均为分析纯或化学纯(天津市双船化学试

剂厂).
１.２ 氟比洛芬甲酯的制备

氟比洛芬甲酯的制备采用化学方法ꎬ 分别取

５ ｇ氟比洛芬、 ８０ ｍＬ 苯、 １５０ ｍＬ 无水甲醇和 ５ ｍＬ
浓硫酸置于 ５００ ｍＬ 的圆底烧瓶中ꎬ 加热 ４ ｈ 保持溶

液处于微沸状态. 反应结束后ꎬ 为了除去溶液中浓

硫酸催化剂和未反应的氟比洛芬ꎬ 用 ５％碳酸氢钠

溶液冲洗反应液ꎬ 向其中加入石油醚ꎬ 用旋转蒸发

仪除去有机相即可得到白色固体. 采用薄层层析法

对氟比洛芬及其甲酯进行定性分析ꎬ 先将 ＧＦ２５４ 硅

胶板于 １１０ ℃烘箱中活化 ２ ｈꎬ 取样点板ꎬ 展层剂

(氯仿 ∶ 甲醇 ∶ 冰醋酸 ∶ 水 ＝ ８０ ∶ １０ ∶ ８ ∶ ２)中展

开ꎬ 紫外灯下可观测到产物的黑斑.
１.３ 氟比洛芬维 Ｃ 酯的合成及定量分析

取适量的氟比洛芬甲酯和 ＶＣ 溶于有机溶剂

中ꎬ 加入适量的脂肪酶ꎬ 并在恒温摇床中反应ꎬ 向

体系中添加分子筛为控制其水活度小于 ０.０１ꎬ 考察

有机溶剂种类、 催化时间、 底物比、 脂肪酶添加量、
摇床温度和转速对产物转化率的影响.

使用薄层层析法分析产物ꎬ 分别各取 ５ μＬ 反

应后样品溶液与氟比洛芬和 ＶＣ 标准液ꎬ 点在

ＧＦ２５４ 硅胶板上ꎬ 并于室温下置于展开剂(氯仿 ∶
甲醇 ∶ 冰醋酸 ∶ 水 ＝ ８０ ∶ １０ ∶ ８ ∶ ２)中 ４０ ｍｉｎꎬ 自

然风干ꎬ 在紫外下观察产物斑点并按照公式(１)进
行计算.

转化率计算公式:

Ｃ＝
Ａｐｒｏｄｕｃｔ

Ａｐｒｏｄｕｃｔ＋ Ａｖｉｔａｍｉｎ Ｃ
× １００％ 公式(１)

其中: Ｃ———产物转化率ꎻ
Ａｐｒｏｄｕｃｔ—使用薄层层析法得出的产物的峰面积ꎻ
Ａｖｉｔａｍｉｎ Ｃ—使用薄层层析法得出的底物的峰

面积.
１.４ 氟比洛芬维 Ｃ 酯的分离及结构分析

１.４.１ 产物的分离　 　 通过真空泵滤出反应后的溶

液ꎬ 除去 Ｎ４３５ 脂肪酶和分子筛ꎬ 将溶液旋蒸至干ꎬ
研磨得到黄色粉末. 用 ０.２ ｍｏｌ / Ｌ 的 ｐＨ ８ 的磷酸缓

冲溶液洗涤并抽滤ꎬ 向下清液中加入 ３ ｍｏｌ / Ｌ 的盐

酸将 ｐＨ 调至 ４ꎬ 静置 ２ ｈ 后抽滤并回收固体ꎬ 再用

６５ ℃的环己烷冲洗ꎬ 最终得到淡黄色固体.
１.４.２ 高效液相色谱　 　 通过配有 Ｃ１８反相柱的高效

液相色谱检测产物ꎬ 使用参考文献[１１]中描述的方

法进行检测ꎬ 将样品稀释 １００ 倍然后进样ꎬ 流动相

配比为乙腈 ∶ 水 ∶ 甲酸 ＝ ８０ ∶ ２０ ∶ ０. ２ꎬ 进样量

１０ μＬꎬ 流速 １ ｍＬ / ｍｉｎꎻ紫外检测波长为 ２９４ ｎｍ.
１.４.３ 质谱 　 　 质谱的测定是使用 Ｂｒｕｋｅｒ 公司的

Ｍｉｃｒｏ ＴＯＦ￣Ｑ￣Ⅱ液质联用仪ꎬ 采用电喷雾(Ｅｌｅｃｔｒｏｓ￣
ｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ＥＳＩ)离子源ꎬ 正离子模式ꎬ 溶剂为

乙腈.

２ 结果与讨论

２.１ 薄层层析色谱分析

如下图ꎬ １ 为不添加脂肪酶的反应样品、 ２ 为

添加脂肪酶催化的样品、 ３ 为氟比洛芬甲酯样品、 ４
为 ＶＣ 标准品、 ５ 为氟比洛芬标准品. 参考标准品的

４２３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 分　 　 子　 　 催　 　 化　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ３３ 卷　



斑点可知ꎬ 图中黑斑由左至右分别是 ＶＣ、 产物、 氟

比洛芬和氟比洛芬甲酯. 通过点 １ 与点 ２ 对比我们

可以得出结论ꎬ 添加 Ｎ４３５ 脂肪酶进行催化可以生

成新的物质.

图 ２ 产物的薄层层析图

Ｆｉｇ.２ Ｔｈｉｎ￣ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ

２.２ 高效液相分析

经高效液相分析得到的色谱图如图 ３ 所示. ａ
是氟比洛芬液相色谱图、 ｂ 是氟比洛芬甲酯液相色

谱图ꎬ ｃ 是脂肪酶催化酯化反应后溶液的液相色谱

图. 比较显示酯化反应图中的 ２ 号峰是氟比洛芬ꎬ ３
号峰是氟比洛芬甲酯ꎬ 而 ＶＣ 在 ２９４ ｎｍ 的波长下

没有紫外吸收ꎬ 因此推测 １ 号峰为目标产物氟比洛

芬维 Ｃ 酯.

图 ３ 高效液相色谱图

Ｆｉｇ.３ ＨＰＬＣ
(ａ. ＨＰＬＣ ｏｆ ｆｌｕｒｂｉｐｒｏｆｅｎꎻ ｂ. ＨＰＬＣ ｏｆ ｆｌｕｒｂｉｐｒｏｆｅｎｅｓｔｅｒꎻ ｃ. ＨＰＬＣ ｏｆ Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５ ｌｉｐａｓｅ￣ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ)

２.３ 质谱分析

通过液质联用仪配套软件计算得到目标产物

(Ｍ: Ｃ２１Ｈ１９Ｏ７Ｆ)的相对分子质量为 ４０２.１１０. 由图 ４
可见阳离子峰: ４２５. ０５９ (Ｍ ＋Ｎａ)、 ８２７. １２３ (２Ｍ ＋

Ｎａ)、 ４４１.０５５(Ｍ＋Ｋ)、 ８４３.１１７(２Ｍ＋Ｋ)ꎬ 可知 Ｍ＋
Ｎａ 的相对分子质量为 ４２５.０５９ꎬ 除去钠元素的相对

原子质量ꎬ 与计算所得的产物的相对分子质量相

符ꎬ 确定该物质为目标产物氟比洛芬维 Ｃ 酯.
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图 ４ 产物的质谱图

Ｆｉｇ.４ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔ

２.４ 有机溶剂的种类对反应的影响

不同来源的脂肪酶具有的催化特性不尽相同.
在实验早期阶段ꎬ 分别选取猪胰脂肪酶 ＰＰＬ、 固定

化嗜热真菌脂肪酶 ＴＬＩＭ、 固定化南极假丝酵母脂

肪酶 Ｎ４３５、 柱状假丝酵母脂肪酶 ＣＲＬ、 木瓜脂肪酶

ＣＰＬ 进行催化反应ꎬ 发现只有 Ｎ４３５ 脂肪酶能催化

酯交换反应. 为探索不同有机溶剂对酶催化反应的

影响ꎬ 分别选用叔丁醇、 叔戊醇、 乙酸乙酯、 丙酮

及氯仿进行酯交换反应ꎬ 结果如表 １ 所示. 反应底

物在不同的有机介质中溶解性不同ꎬ 有机溶剂的

Ｌｏｇ Ｐ 值较大时 ＶＣ 难以溶解ꎬ 同时酶的催化活性

与有机溶剂的疏水性也呈正相关ꎬ 即有机溶剂的

Ｌｏｇ Ｐ值越大时酶的活性越高ꎬ 因为亲水性溶剂能

够剥夺维持脂肪酶构象的“必需水”ꎬ 会降低酶的活

性. 综上ꎬ 实验选择叔丁醇作为反应溶剂.

表 １ Ｎ４３５ 脂肪酶在不同溶剂中催化的转化率

Ｔａｂｌｅ １ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
ｏｆ Ｎ４３５ ｌｉｐａｓｅ￣ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｓｏｌｖｅｎｔ Ｌｏｇ Ｐ Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ / ％

Ｔｅｒｔ￣ｂｕｔａｎｏｌ ０.６ ４１.７３

Ｔｅｒｔ￣ａｍｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ １.０９ ４２.５６

Ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ０.６８ ８.７１

Ａｃｅｔｏｎｅ －０.２３ ３１.４６

Ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ ２ －
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２.５ 反应时间对反应的影响

在催化酯交换反应过程中ꎬ 针对反应时间进行

了研究ꎬ 分别在不同时间取样检测并计算产物的转

化率ꎬ 得到结果如图 ５. 由图可看出ꎬ ０ ~ ２８ ｈ 时氟

比洛芬维 Ｃ 酯的转化率随时间的延长逐渐增加ꎬ 反

应 ２８ ｈ 后产物的转化率趋于平稳ꎬ 基本保持不变ꎬ
因此酶催化的酯交换反应达到平衡的时间为 ２８ ｈ.

图 ５ 反应时间对酯交换反应的影响

Ｆｉｇ.５ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ
ｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

(Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ: ｆｌｕｒｂｉｐｒｏｆｅｎ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ (０.５７
ｍｍｏｌ)ꎬ ＶＣ (０.５７ ｍｍｏｌ)ꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｅｖｅ (０.８ ｇ)ꎬ
ｔｅｒｔ￣ｂｕｔａｎｏｌ (１０ ｍＬ)ꎬ Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５ ｌｉｐａｓｅ (８％)ꎬ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ５０ ℃ꎬ ｓｈａｋｉｎｇ ａｔ １８０ ｒ / ｍｉｎ.
Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ４８ ｈ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅｄ ｅｖｅｒｙ ４ ｈ)

２.６ 底物比对反应的影响

底物比率是影响反应平衡的重要参数. 固定

ＶＣ 的量不变ꎬ 研究改变氟比洛芬的添加量ꎬ 如图

６ꎬ 可以看出随着氟比洛芬( Ｆｌｕｒｂｉｐｒｏｆｅｎ)的增加ꎬ
产物的转化率逐渐增高ꎬ 在底物摩尔比 (ｎＶＣ ∶
ｎＦｌｕｒｂｉｐｒｏｆｅｎ)为 １ ∶ ５ 时转化率达到最大值ꎬ 而当底物

的量进一步增加时ꎬ 产物的转化率呈下降趋势. 产

生这种现象的原因是增加底物的量可以促进反应向

正向进行ꎬ 产物逐渐增加ꎬ 转化率上升. 当底物 ＶＣ
被完全消耗时ꎬ 转化率达到最大值. 而当底物氟比

洛芬甲酯的量继续增加时ꎬ 产生了底物抑制作用ꎬ
抑制了产物氟比洛芬维 Ｃ 酯的生成ꎬ 同时虽然添加

分子筛控制反应体系水活度在 ０.０１ 以下ꎬ 但反应体

系不是绝对的无水状态ꎬ 除产物氟比洛芬维 Ｃ 酯的

水解外ꎬ 底物氟比洛芬甲酯也会发生水解产生甲

醇ꎬ 副产物的积累会促进逆反应的发生ꎬ 造成转化

率下降.

图 ６ 底物摩尔比对酯交换反应的影响

Ｆｉｇ.６ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

(Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ: ａｄｄｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ
ｆｌｕｒｂｉｐｒｏｆｅｎ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒꎬ ＶＣ (０.５７ ｍｍｏｌ)ꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｓｉｅｖｅ (０.８ ｇ)ꎬ ｔｅｒｔ￣ｂｕｔａｎｏｌ (１０ ｍＬ)ꎬ Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５
ｌｉｐａｓｅ (８％)ꎬ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ５０ ℃ꎬ ｓｈａｋｉｎｇ ａｔ

１８０ ｒ / ｍｉｎꎬ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ２８ ｈ)

２.７ Ｎ４３５ 脂肪酶的添加量对反应的影响

为研究 Ｎ４３５ 添加量对酯交换反应的影响ꎬ 在

底物浓度恒定时ꎬ 分别向其中加入相当于底物质量

２％~１４％的 Ｎ４３５ 脂肪酶ꎬ 结果见图 ７. 从图中得

知ꎬ 随着脂肪酶添加量的增加ꎬ 产物的转化率持续

增高并在 １０％后趋于平缓ꎬ 这是由于酶与底物已经

充分结合ꎬ 继续添加也没有催化位点可供结合ꎬ 所

以转化率不再升高.

图 ７ 酶量对酯交换反应的影响

Ｆｉｇ.７ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｐａｓｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
ｏｆ ｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

(Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ: ｆｌｕｒｂｉｐｒｏｆｅｎ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ (１.７１
ｍｍｏｌ)ꎬ ＶＣ (０.５７ ｍｍｏｌ)ꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｅｖｅ (０.８ ｇ)ꎬ
ｔｅｒｔ￣ｂｕｔａｎｏｌ (１０ ｍＬ)ꎬ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ５０ ℃ꎬ

ｓｈａｋｉｎｇ ａｔ １８０ ｒ / ｍｉｎꎬ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ２８ ｈ)
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２.８ 温度对反应的影响

反应温度会影响酶的催化活性和热稳定性ꎬ 是

影响化学平衡常数的一个重要参数. 因此ꎬ 研究了

反应温度对酯交换反应的影响. 如图８所示ꎬ 转化

图 ８ 温度对酯交换反应的影响

Ｆｉｇ.８ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ
ｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

(Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ: ｆｌｕｒｂｉｐｒｏｆｅｎ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ (１.７１
ｍｍｏｌ)ꎬ ＶＣ (０.５７ ｍｍｏｌ)ꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｅｖｅ (０.８ ｇ)ꎬ
ｔｅｒｔ￣ｂｕｔａｎｏｌ (１０ ｍＬ)ꎬ Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５ ｌｉｐａｓｅ (１０％)ꎬ

ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ４０~８０ ℃ꎬ ｓｈａｋｉｎｇ ａｔ １８０ ｒ / ｍｉｎꎬ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ２８ ｈ)

率随温度的增高而先升高后降低ꎬ 这是因为温度越

高ꎬ 分子热运动越剧烈ꎬ 加快催化反应进程ꎬ 同时

温度升高逐渐达到酶的最适反应温度ꎬ 酶活力会增

大. 但是温度过高ꎬ 会导致脂肪酶活性中心结构被

破坏ꎬ 酶活性下降或失活. 因此 Ｎ４３５ 脂肪酶催化氟

比洛芬甲酯与 ＶＣ 的酯交换反应中最佳反应温度为

７０ ℃ .
２.９ 摇床转速对反应的影响

摇床的转速对催化体系的传质有一定影响ꎬ 如

图 ９ꎬ 产物的转化率随摇床转速的提高先上升后趋

于平稳. 当转速大于 ２００ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬ 底物和酶已充分

混合ꎬ 消除了外部扩散限制ꎬ 转化率基本稳定不再

受摇床转速的影响. 因此摇床转速以 ２００ ｒ / ｍｉｎ
为宜.
２.１０ Ｎ４３５ 脂肪酶稳定性的研究

通过以上实验得到最优反应条件: 将 ０. ５７
ｍｍｏｌ 维生素 Ｃꎬ ２.８４ ｍｍｏｌ 氟比洛芬甲酯ꎬ ０.８ ｇ 分

子筛及 １０％的 Ｎ４３５ 脂肪酶加入 １０ ｍＬ 叔丁醇中ꎬ
于 ７０ ℃ꎬ ２００ ｒ / ｍｉｎ 的条件下反应 ２８ ｈ 得到目标产

物ꎬ 在该条件下的转化率达到 ７３.６３％. 为了探究酶

的操作稳定性ꎬ 使用同一批次的 Ｎ４３５ 脂肪酶反复

图 ９ 摇床转速对酯交换反应的影响

Ｆｉｇ.９ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｓｐｅｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ
ｔｒａｎｓｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

(Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ: ｆｌｕｒｂｉｐｒｏｆｅｎ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ (１.７１
ｍｍｏｌ)ꎬ ＶＣ (０.５７ ｍｍｏｌ)ꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｅｖｅ (０.８ ｇ)ꎬ
ｔｅｒｔ￣ｂｕｔａｎｏｌ (１０ ｍＬ)ꎬ Ｎｏｖｏｚｙｍ ４３５ ｌｉｐａｓｅ (１０％)ꎬ

ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ５０ ℃ꎬ ｓｈａｋｉｎｇ ａｔ １８０~２６０ ｒ / ｍｉｎꎬ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ２８ ｈ)

进行催化反应ꎬ 探究重复次数对对酯交换反应的

影响.
　 　 由图 １０ 可知ꎬ 转化率随着脂肪酶使用次数的

增加而逐渐降低ꎬ 使用 ７ 次后转化率低至 ３７.６５％ꎬ

图 １０ Ｎ４３５ 脂肪酶的稳定性

Ｆｉｇ.１０ Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｎ４３５ ｌｉｐａｓｅ

说明酶活力不断下降. 造成这种现象的原因是脂肪

酶在重复使用期间ꎬ 不断地清洗和干燥会降低酶活

性ꎬ 同时在反应过程中长时间浸泡在有机溶剂中ꎬ
也会破坏酶的结构ꎬ 造成酶活力的损失.

３　 结论

我们使用非水相体系成功合成氟比洛芬维 Ｃ
酯. 在非水相的合成反应中ꎬ 使用 Ｎ４３５ 脂肪酶作为

生物催化剂ꎬ 为了使反应底物能够良好的溶解到反
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应介质中ꎬ 选择叔丁醇作为反应溶剂. 在该体系中

目标产物能够进行良好的合成反应. 通过薄层层

析、 高效液相色谱、 质谱表征产物的结构ꎬ 以确定

目标产物. 然后优化非水相反应体系ꎬ 并讨论了有

机溶剂类型、 反应时间、 底物比例等因素的影响ꎬ
得到最优反应条件ꎬ 目标产物在最优条件下的转化

率为 ７３.６３％.
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