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低功率微波耦合溶剂相酶促酯化反应及其荧光光谱的变化
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摘 � 要 � 以溶剂相脂肪酶 LRI催化辛酸和丁醇的酯化反应体系为对象, 将反应体系中各组分分别在低功率

微波辐射和常规加热下对 LRI作用后, 用荧光发射光谱分级逐步研究 LRI 在有机溶剂和水环境中的荧光光

谱变化。微波辐射和常规加热在所有实验条件下均增强 LRI 的荧光强度而没有导致最大发射波长位移。在

微波辐射能够提高反应初速度的范围内, 当 LRI与有机分子共热后, 微波辐射更有利于 LRI蛋白质分子在

水中的裸露。不同 lo g P 溶剂的反应体系对酶构象的影响主要表现为溶剂对其的影响。反应初速度对 lo g P

的变化规律与水相 LRI蛋白质的荧光强度对 lo g P 的变化接近,而与溶剂相 LRI 蛋白质的荧光强度对 lo g P

的变化规律之间基本无共同之处。
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引 � 言

� � 微波辐射可以用来消解蛋白质, 也可以用来加速酶催化

反应, 而后者自然是在不损伤酶的一级结构的低功率辐射下

进行的。在酶催化反应中, 抑制剂[1]、溶剂[ 2-6]、电磁场[7- 9]

或者金属离子及配合物[ 10] 对酶的构象都会产生影响, 从而

影响酶的催化活性。研究微波辐射对于酶构象的影响, 将有

助于研究微波在微波耦合酶促反应中的非热效应, 但是微波

辐射过程中酶的光谱变化以及微波对于酶构象的影响均少见

报道。我们的前期工作表明[ 11] , 脂肪酶 L ipozyme RM IM (固

定化( Rhiz omucor miehci ) L ipase, LR I)在溶剂相中 20~ 65

� 下催化酯化辛酸和丁醇时, 微波辐射可以提高反应的初速
度; 进一步研究表明, 辛酸对酶有一定的抑制作用 , 而且微

波辐射可以增强醇与酶的亲和力, 但是对微波辐射下 LRI的

构象变化不甚明了。

众所周知, 酶的活性部位与底物的诱导契合是酶催化的

先决条件。由于不同底物、溶剂的物理性质不同, 受物理场

的影响也不同, 对酶的作用程度可能也不相同。由于微波对

物质极性的敏感性, 酶蛋白构象在不同环境下 (例如不同功

率微波、不同溶剂、不同底物)受到微波辐射的影响也一定

不同。酶蛋白分子的内源荧光强度与发射峰位置的变化一定

程度上可揭示酶分子肽链的伸展及构象变化, 特别是揭示酶

蛋白分子裸露程度的变化; 而酶蛋白分子的适度裸露对酶与

底物的契合是很重要的 , 适度的酶蛋白分子裸露有利于酶蛋

白分子更好地与底物结合, 从而加快反应速度; 过度的裸露

使酶的结构过于松散, 可能会破坏酶特有的疏水袋结构, 有

利于竞争性副反应的发生。

此外, 脂肪酶的催化反应是发生在油水界面上的, 所以

很有可能脂肪酶的蛋白质分子伸展也同时涉及溶剂相和水

相; 尤其是对共价固定化脂肪酶而言, 其蛋白质分子伸展还

受到该共价键合的制约。另一方面, 蛋白质分子在 330 和

350 nm 处的荧光强度变化分别可以用来考察酶蛋白中色氨

酸残基在溶剂以及水相中的裸露程度, 而蛋白质水溶液在

310 nm 处的荧光强度变化可以用来考察酶蛋白中疏水部分

色氨酸残基的裸露程度变化。因而这些荧光强度变化也可以

用于判别酶蛋白的裸露程度变化, 在一定程度上反映酶蛋白

的构象是否发生变化。因此荧光光谱在一定程度上可以反映

不同底物、溶剂对酶构象的影响。

本文在微波辐射能够提高反应的初速度的范围内, 用荧

光发射光谱分级逐步地研究了脂肪酶 LRI 溶剂相催化酯化

辛酸和丁醇时 , 常规加热和低功率微波辐射下反应体系中

LRI 荧光光谱变化, 以及光谱变化与微波加速反应间的关

联。



1 � 实验部分

1� 1 � 主要仪器与试剂

Lipo zyme RM IM ( Rhiz omucor miehci L ipase ) , No-

vozyme公司赠送; 乙苯、辛酸( CP, 上海化学试剂公司)、丁

醇、庚烷、辛烷、壬烷、苯、甲苯( AR , 上海化学试剂公司) ,

使用前均用 0� 4 nm 分子筛干燥; RF-5301PC 荧光分光光度

计(日本岛津公司) ; 连续微波反应器[ 11] (自制)。实验用水为

二次去离子水。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 脂肪酶 LRI 溶剂相催化酯化辛酸和丁醇的反应

( 1)常规加热模式( CH )

将 5 mmo l辛酸、5 mmol丁醇、40 mmol溶剂与蒸馏水

(总反应物的 1%质量分数)置于� 20 mm � 60 mm 的筒形玻
璃反应器中, 磁力搅拌使之混合均匀, 水浴加热使体系维持

在设定温度后, 向反应体系加入 0� 02 g 脂肪酶 RM IM , 反

应自加酶后计时。结束反应时, 停止加热, 同时迅速用冰浴

冷却体系。将体系中的固定化酶取出, 用冷乙醚( 4 � )洗去
酶粒上残留的试剂, 挥发除去乙醚。

( 2)微波辐射模式( M I)

将 5 mmo l辛酸、5 mmol丁醇、40 mmol溶剂与蒸馏水

(总反应物的 1%质量分数)置于� 20 mm � 60 mm 的筒形微
波反应器中, 用磁力搅拌使之混合均匀。待反应体系温度升

至设定值时加酶并启动微波辐射, 开始计时, 辐射频率为

2450 M Hz, 恒定功率为 200 W。其余操作与 CH 模式类似。

( 3)反应初速度的测定

取反应物样品 0� 1~ 0� 2 g 于 100 mL 三角瓶中, 加 15

mL 95%乙醇溶解并终止反应。以酚酞为指示剂, 用标准

NaOH 溶液滴定反应体系中辛酸的量。

酯化反应的初速度定义为反应初期(此时辛酸浓度正比

于反应时间)单位时间内、单位质量反应体系中辛酸的减少

量( mmo l� g- 1 � min- 1)。

1� 2� 2 � 荧光光谱测定
以辛酸、丁醇为底物, 分别以苯、甲苯、乙苯、己烷、庚

烷、辛烷、壬烷为溶剂, 在常规加热和微波辐射两种模式下,

模拟实际反应条件, 分别考察常规加热和微波辐射下, 底

物、溶剂对 LRI 荧光光谱的影响, 以及反应前后酶荧光光谱

的变化。

( 1)底物对 LRI 荧光光谱的影响

将 5 mL 辛酸或丁醇置于� 20 mm � 60 mm 的筒形玻璃

反应器中, 磁力搅拌使之混合均匀, 加热体系(分别用常规

加热、200 W微波辐射)至 50 � 时, 加 0� 02 g 酶并开始计

时, 加热一定时间后, 停止加热, 用冰浴迅速冷却体系。将

体系中的固定化酶取出, 用冷乙醚( 4 � )洗去酶粒上残留的

试剂, 挥发除去乙醚后, 缓慢将固定化酶研磨成粉状, 备用。

( 2)溶剂对 LRI 荧光光谱的影响

将 5 mL 上述溶剂分别置于 � 20 mm � 60 mm 的筒形玻
璃反应器中, 磁力搅拌使之混合均匀, 随后的酶样制备程序

与上述完全一致。

( 3)反应前后酶荧光光谱的变化

将 5 mmol辛酸、5 mmo l丁醇与 40 mmo l上述溶剂及占

总反应物质量分数 1%的蒸馏水置于� 20 mm � 60 mm 的筒
形玻璃反应器中, 磁力搅拌使之混合均匀, 随后的酶样制备

程序同上。

1� 2� 3 � 荧光发射光谱测定

称取上述处理过的酶粉0� 010 0 g , 分别用相应的溶剂及
pH 6� 86 的磷酸盐缓冲液充分溶解, 定容至 5 mL。用 RF-

5301PC 荧光分光光度计测定酶液的荧光发射光谱。荧光测

定激发波长 285 nm, 激发与发射光狭缝宽度分别为 5 和 10

nm, 测定温度30 � , 扫描范围为 300~ 400 nm。所有实验均

重复 3 次以上。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 不同赋能模式对 LRI荧光光谱影响

将未经任何处理的酶的磷酸盐缓冲液溶液分别用常规加

热和微波辐射加热到 50 � , 然后分别测定其荧光光谱。

� � 图 1 表明, 经加热或辐射后, 发射峰波长没有位移, 而

LRI 缓冲液溶液在 350 nm 处的荧光强度均比处理前增加,

说明微波辐射或者常规加热导致其表面的发色基团更加裸

露, 即酶蛋白分子裸露程度变大; 而且常规加热下的荧光强

度高于微波辐射下的, 提示在水环境中, LR I不与其他有机

物共存时, 常规加热更有助于其酶蛋白分子在水环境中的伸

展。而 330 nm 处的荧光强度变化则提示单纯的微波辐射没

有提高酶蛋白分子的色氨酸残基在疏水部分的伸展。

Fig� 1� Fluorescence spectra of LRI in buffer

1: CH 10 min; 2: MI 10 m in; 3: No heat ing

2� 2 � 底物对 LRI荧光光谱的影响

图 2 为 LRI 在微波辐射和常规加热下分别经辛酸、丁醇

处理后在水环境和相应底物中的荧光光谱。

� � 由图 2所示, LRI分别与辛酸、丁醇在模拟反应条件下

共热后, 常规加热和微波辐射均使其在底物和磷酸盐缓冲液

中的荧光强度 ( 330 nm 处)增强。LRI 在辛酸中的荧光强度

( 330 nm 处)比在丁醇中的弱[图 2( a) , ( b) ]。常规加热比微

波辐射更能增强 LRI在底物中的荧光强度( 330 nm 处) , 而

微波辐射比常规加热更能增强 LRI 在水中的荧光强度 ( 350

nm 处) , 加之 LRI疏水部分色氨酸残基的进一步裸露[图 2

( c) , ( d) , 310 nm 处] , 暗示了 LRI 与辛酸或丁醇共热后, 微

波辐射更有利于蛋白质分子在水中的裸露, 特别是有利于丁

醇中 LRI 表面色氨酸残基的裸露[图 2( c) , ( d)曲线 1] , 这与
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我们通过米氏动力学研究发现的微波辐射更多地增强了醇对

酶的亲合力的结论相符合[11] ; 对照图 1 结果, 说明 LRI经过

有机物的处理后, 其构象对微波的敏感度有所增强。

Fig� 2 � Fluorescence spectra of LRI recorded after

incubating in butanol or caprylic acid

( a) : In cubated LRI an d recorded spect ra in butan ol: 1: CH 10 min;

2: MI 10 min ; 3: No heat ing; ( b) : Incub ated LRI and recorded spec-

t ra in caprylic acid: 1: CH 10 min; 2: MI 10 min; 3: No h eat ing ( c) :

In cubated in b utanol, sp ect ra recorded in phosphate buf fer: 1: MI 10

m in; 2: CH 10 min; 3: No heat ing; ( d) : Incubated in caprylic acid,

spect ra recorded in phosphate buf fer: 1� MI 10 m in; 2� CH 10 min;

3� No heat ing

2� 3 � 溶剂对 LRI 荧光光谱的影响

图 2 表明了低功率微波辐射对 LRI 在有机介质中的内

源性荧光猝灭会因介质而异, 这就促使我们有必要考察微波

辐射下溶剂对 LRI荧光光谱的影响, 因为溶剂是影响酶的催

化活性与构象的重要因素之一, 而且各种溶剂对于微波的吸

收不同。Laane 归纳了一部分有机溶剂对酶催化反应的影响

规律, 认为酶在 log P< 2 的溶剂中催化活性较低, 在 2< lo g

P< 4 的溶剂和 lo g P > 4的溶剂中均有较高的活性[12]。通过

荧光光谱考察了不同极性的溶剂(直链烷烃和芳烃)处理后的

LRI分别在相应烷烃溶剂和水环境中的荧光强度的变化, 其

结果总结在图 3 中。其中, 芳烃溶剂(苯、甲苯、乙苯 )的 lo g

P 分别为: 2� 0, 2� 5, 3� 1; 直链烷烃(己烷、庚烷、辛烷、壬
烷)的 log P 分别为 3� 5, 4� 0, 4� 5, 5� 1。

� � 由图 3, LR I分别与芳烃( lo g P= 2~ 3� 1)以及不同直链
同系烷烃溶剂( log P= 3� 5~ 5� 1)在模拟反应条件下共热后,

其荧光强度均比未加热者大幅增强。在溶剂中常规加热者比

微波辐射的荧光强度高, 而在磷酸盐缓冲液中 则相反 , 这一

点与图 2结论相符合, 又一次表现出微波辐射更有利于蛋白

质分子在水中的裸露。在低 lo g P 区间, 常规加热对荧光强

度的增强比微波辐射大, 而在高 lo g P 区间两者的差别缩小。

2� 4 � LRI在溶剂相酶促酯化反应后的荧光光谱变化
以上我们逐步分项考察了 LRI在模拟酯化反应条件的

Fig� 3 � Effect of solvents on the f luorescence intensity of LRI
( a) : S pect ra r ecorded in alkan es, 330 nm, 1: CH ; 2: MI; 3: No

h eatin g; ( b ) : Spect ra recorded in phosph ate bu ffer at 350 nm, 1:

MI; 2: CH ; 3: No heat ing

各项单因子变化中的荧光光谱变化, 而在溶剂相酶促酯化反

应中, 酶催化活性高低会受综合因素的影响。因此在以上实

验的基础上, 我们进一步考察了在实际反应后 LRI 的荧光光

谱变化。

� � 图 4 为在不同赋能模式下, LRI 催化溶剂相辛酸与丁醇

酯化反应 10 min 后反应初速度的变化, 以及 LRI 分别在相

应溶剂以及磷酸盐缓冲液中的荧光强度变化。

Fig� 4 � Fluorescence intensity and the initial

reaction rate versus log P

( a) and ( b ) : recorded in buf fer,

( c) and ( d) : recorded in alkane;

1: CH ; 2: MI; 3: init ial react ion rate

� � 同样, LRI在不同溶剂酯化反应体系中反应后的荧光发
射峰位置及峰形未变, 但荧光发射强度有所变化。而且不难

看出, LRI在不同溶剂中催化酯化反应后的荧光光谱变化与

其经相应溶剂处理后的荧光光谱变化基本一致, 表明在低浓

度反应体系中, 辛酸和丁醇对酶构象的影响被溶剂效应大大

稀释了, 以至于反应体系对酶构象的影响主要表现为溶剂对

其的影响。水相 LRI蛋白质的荧光强度对 log P 的变化与反

应初速度对 log P 的变化规律接近, 而溶剂相 LRI蛋白质的

荧光强度对 log P 的变化与反应初速度对 log P 的变化规律

之间基本无共同之处。
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3 � 结 � 论

� � 微波辐射和常规加热在所有实验条件下均增强 LRI 的

荧光光强度而不产生位移。在微波辐射能够提高反应初速度

的范围内, 实验条件下没有发生荧光发射峰的位移, 但峰强

度均增强。LRI与有机分子共热后, 微波辐射更有利于 LRI

蛋白质分子在水中的裸露; 在低 log P 区间, 微波辐射增强

水相 LRI 蛋白质的荧光强度的幅度比高 lo g P 区间的大, 常

规加热对 LRI 在水相荧光强度的增强比微波辐射大; 而在高

log P 区间两者的差别缩小。LRI在具有不同 log P 溶剂的反

应体系中经过常规加热和微波辐射后, 反应体系对酶构象的

影响主要表现为溶剂对其的影响。水相 LRI 蛋白质的荧光强

度对 log P 的变化与反应初速度对 log P 的变化规律接近,

而溶剂相 LRI蛋白质的荧光强度对 log P 的变化与反应初速

度对 log P 的变化规律之间基本无共同之处。
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Investigation on Low Power Microwave Irradiation-Assisted Enzymatic

Esterification in Organic Solvent by Fluorescence Spectroscopy

MIN Rui1 , FANG Yun1 , XIA Yong-mei1, 2*

1. Schoo l o f Chemical & Mater ical Engineer ing , Jiangnan Univer sity , Wux i� 214122, China
2. Stat e Key Labor ator y o f Food Science and Technolog y, Jiangnan Univ ersity , Wux i� 214122, China

Abstract� T he author s studied t he fluo rescence change of immobilized lipase from Rhiz omucor miehei in the microwave assisted

enzymatic ester ification o f capr ylic acid and butanol in org anic medium by investig ating the fluo rescence spectr a in solvent o r a-

queous buffer after incubating the lipase w ith t he solvent , capr ylic acid and butano l under microwave irradiat ion, respect ively. A

compar ison w as made with the conventional heated enzymatic esterif ication in the solvents. Both o f the heating modes, the m-i

cr ow ave ir radiation and convent ional heating , can enhance the fluor escence intensity w ithout shifting the emission w aveleng th of

the lipase. In the circumstance that the irradiation can accelerate the est erificat ion, the ir radiation can enhance the exposure of

the lipase pr otein mo lecules in t he aqueous env ir onment after incubating the lipase with so lvents or the substrates. T he effect of

the reaction mix ture on the fluo rescence intensit y was dom inated by the so lv ents. T he trend of the plot of lo g P versus the initial

reaction r ate was similar to that o f log P versus fluo rescence intensity o f lipase in aqueous buffer after ester ification; but w as dif-

fer ent fr om that o f log P versus fluo rescence intensity o f lipase in or ganic medium.

Keywords� L ipase; Conformat ion; M icrow ave; Fluo rescence emission spectr a; Nonthermal effect; Solveat
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