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澳栗精胺衍生物的酶法合成研究
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摘要: 澳栗精胺具有调节植物生长、抗炎症病变、免疫抑制缺陷和肿瘤转移等方面的功能，澳栗精胺的一
些衍生物在抑制人类免疫缺陷病毒和丙肝病毒等方面比澳栗精胺本身活性更高．该文系统地优化了在有
机溶剂中酶法合成澳栗精胺衍生物的条件，并且纯化得到了 6-O-丁酰澳栗精胺．结果表明: 合成澳栗精胺
衍生物的最优条件为 Lipozyme ＲM IM在四氢呋喃中、30 ℃下催化反应 60 min，其中澳栗精胺的转化率为
84． 3%，6-O-丁酰澳栗精胺的得率为 39． 2% ．纯化得到的 6-O-丁酰澳栗精胺与标准品在高压液相色谱中
的保留时间相同．
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0 引言

澳栗精胺最初是由 Castanospermum australe 分
离得到的一种中氮茚生物碱［1］． 研究表明它能抑制
α-葡萄糖苷酶和 β-葡萄糖苷酶活性，因而在调节植
物生长、治疗炎症病变、免疫抑制缺陷、肿瘤转移等
方面具有一定的应用前景［2-7］． 澳栗精胺的一些衍
生物在抑制人类免疫缺陷病毒和丙肝病毒等方面比

澳栗精胺本身活性更高［8］，如 6-O-丁酰澳栗精胺比
澳栗精胺的抗病毒活性更高、毒性更低［9-16］，因而澳
栗精胺的酰基化吸引了制药工业界的注意． 由于澳
栗精胺结构中含有 4 个类似的羟基，因此在 6 位的
选择性酰基化对于有机合成领域来说是一个复杂的

问题［17］． P． S． Liu等［18］用化学的方法合成了 6-O-丁
酰澳栗精胺，整个合成过程共 5 步，其中需要对相邻
的羟基进行保护和去保护． W． K． Anderson 等［19］用
一锅法制备了 6-O-丁酰澳栗精胺，其中澳栗精胺和
二丁基氧化锡在无水甲醇中反应，然后产物用盐酸

和三乙胺原位处理，经快速柱层析后，6-O-丁酰澳栗
精胺的产率可达 18% ～ 44% ．由于酶具有专一性和
反应条件温和等特点，所以用酶作为催化剂对羟基

进行选择性酰基化具有一定的优势． A． L． Deborah
等［20］用枯草杆菌蛋白酶和脂肪酶 CV /猪胰脂肪酶
在吡啶中合成了多种澳栗精胺酯的衍生物． 然而该

方法所需的反应时间长，产率不高．脂肪酶是迄今为
止种类和用途最为广泛的工业用酶之一，现已成功

地用于生物柴油、结构性三甘油酯和手性化合物的
制备［21-23］，因而能够筛选到合适的脂肪酶用于澳栗

精胺衍生物的合成非常重要．
本文系统地优化了酶法合成澳栗精胺衍生物的

条件，并且纯化了其中一种澳栗精胺衍生物———
6-O-丁酰澳栗精胺．

1 材料与方法

1． 1 主要试剂

Novozyme 435、Lipozyme TL IM 和 Lipozyme ＲM
IM购自 Novozymes公司，脂肪酶 PS 和脂肪酶 AK购
自 Amano 公司，猪胰脂肪酶购自 Amresco 公司． 澳
栗精胺和 6-O-丁酰澳栗精胺标准品购自 Santa Cruz
生物技术有限公司． 有机溶剂使用前用 0． 4 mm 分
子筛脱水处理．

1． 2 方法

1． 2． 1 不同种类的脂肪酶对合成澳栗精胺衍生物
的影响 在 10 mL的具塞锥形瓶中分别加入四氢呋
喃 4 mL、澳栗精胺 0． 004 mmol、丁酸乙烯酯
0． 040 mmol、4-肼基-7-硝基-2，1，3-苯并氧杂二唑
0. 001 mmol 和不同种类的脂肪酶( Novozyme 435、
Lipozyme TL IM 、Lipozyme ＲM IM、脂肪酶 PS 、脂肪
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酶 AK和猪胰脂肪酶) 10 mg，然后在温度为 40 ℃、
转速为 160 r·min －1的摇床中进行反应 60 min，取
样进行产物分析．
1． 2． 2 不同反应时间对合成澳栗精胺衍生物的影
响 在 10 mL 的具塞锥形瓶中分别加入四氢呋喃
4 mL、澳 栗 精 胺 0． 004 mmol、丁 酸 乙 烯 酯
0． 040 mmol、4-肼基-7-硝基-2，1，3-苯并氧杂二唑
0． 001 mmol和 Lipozyme ＲM IM 10 mg，然后在温度
为40 ℃、转速为 160 r·min －1的摇床中进行反应．
反应时间分别为 5，10，15，20，60 和 120 min，取样进
行产物分析．
1． 2． 3 不同种类的反应介质对合成澳栗精胺衍生
物的影响 在 10 mL的具塞锥形瓶中分别加入不同
种类的反应介质( 四氢呋喃、乙腈、丙酮、正丁醇和
1，4-二氧六环) 4 mL、澳栗精胺 0． 004 mmol、丁酸乙
烯酯 0． 040 mmol、4-肼基-7-硝基-2，1，3-苯并氧杂二
唑 0． 001 mmol 和 Lipozyme ＲM 10 mg，然后在温度
为 40 ℃、转速为 160 r·min －1的摇床中进行反应

60 min，取样进行产物分析．
1． 2． 4 不同的反应温度对合成澳栗精胺衍生物的
影响 在 10 mL的具塞锥形瓶中分别加入四氢呋喃
4 mL、澳 栗 精 胺 0． 004 mmol、丁 酸 乙 烯 酯
0． 040 mmol、4-肼基-7-硝基-2，1，3-苯并氧杂二唑
0． 001 mmol和 Lipozyme ＲM IM 10 mg，然后在温度
分别为 20，30，40，50 和 60 ℃、转速为 160 r·min －1

的摇床中进行反应 60 min，取样进行产物分析．
1． 2． 5 不同的酶量对合成澳栗精胺衍生物的影响
在 10 mL 的具塞锥形瓶中分别加入四氢呋喃

4 mL、澳 栗 精 胺 0． 004 mmol、丁 酸 乙 烯 酯
0． 040 mmol、4-肼基-7-硝基-2，1，3-苯并氧杂二唑
0． 001 mmol和不同酶量的 Lipozyme ＲM IM ( 2． 5，
5. 0，10． 0，15． 0，20． 0，25． 0 和 30． 0 mg) ，然后在温
度 30 ℃、转速为 160 r·min －1的摇床中进行反应

60 min，取样进行产物分析．
1． 2． 6 固定化酶 Lipozyme ＲM IM合成澳栗精胺衍
生物的重复利用性 在 10 mL的具塞锥形瓶中分别
加入四氢呋喃 4 mL、澳栗精胺 0． 004 mmol、丁酸乙
烯酯 0． 040 mmol、4-肼基-7-硝基-2，1，3-苯并氧杂二
唑 0． 001 mmol 和 Lipozyme ＲM IM 5 mg，然后在温
度 30 ℃、转速为 160 r·min －1的摇床中进行合成反

应 60 min．反应后将 Lipozyme ＲM IM从反应混合物
中分离，用四氢呋喃洗涤，然后用于下一轮反应．
1． 2． 7 6-O-丁酰澳栗精胺的纯化 在 10 mL 的具
塞锥形瓶中分别加入四氢呋喃 4 mL、澳栗精胺
0. 004 mmol、丁酸乙烯酯 0． 040 mmol 和 Lipozyme

ＲM IM 5 mg，然后在温度 30 ℃、转速为 160 r·
min －1的摇床中进行合成反应 60 min．反应结束后，
通过过滤除去 Lipozyme ＲM IM，滤液进行真空浓
缩．浓缩液用半制备型高压液相色谱( Chromolith
SemiPrep ＲP-18 endcapped 100-10 mm HPLC 柱) 进
行纯化，其中用水( 0． 1%甲酸) /乙腈( 0． 1%甲酸)
作为流动相． 收集含有 6-O-丁酰澳栗精胺的洗脱
液，然后进行真空浓缩． 纯化的 6-O-丁酰澳栗精胺
用分析型 HPLC进行表征．
1． 2． 8 澳栗精胺转化率和 6-O-丁酰澳栗精产率的
测定 澳栗精胺和丁酸乙烯酯反应形成乙醛，然后

乙醛和 4-肼基-7-硝基-2，1，3-苯并氧杂二唑反应形
成一种荧光物质，因此澳栗精胺转化率的大小用荧

光物质在535 nm处的荧光强度来间接表示．使用Ap-
plied Biosystems API4000 来测定 6-O-丁酰澳栗精产
率，采用 Chromolith FastGradient ＲP-18 endcapped 50-
2 mm HPLC 柱，流动相为 H2 O ( 0． 1% HCOOH) 和
ACN( 0． 1% HCOOH) 的混合物，洗脱程序见表 1．

表 1 分析型 HPLC洗脱程序

洗脱时间 /
min

流速 /
( mL·min －1 )

H2O( 0． 1%
HCOOH) /%

ACN( 0． 1%
HCOOH) /%

0 ～ 0． 40 1． 5 90 10
0． 40 ～ 1． 10 1． 0 10 90
1． 10 ～ 1． 15 1． 0 10 90
1． 15 ～ 1． 50 1． 5 90 10

2 结果与讨论

2． 1 不同种类的脂肪酶对合成澳栗精胺衍生物的
影响

不同种类的脂肪酶对合成澳栗精胺衍生物的影

响见图 1．结果表明 Lipozyme ＲM IM 催化产物的荧
光强度最高，因而它是合成澳栗精胺衍生物的最佳

用酶． Novozyme 435 催化产物的荧光强度接近于 Li-
pozyme ＲM IM 催化产物的荧光强度． Lipozyme ＲM
IM和 Novozyme 435 都是固定化脂肪酶． Lipozyme
ＲM IM是将酶蛋白固定于一种大孔阴离子交换树
脂，而 Novozyme 435 是将酶蛋白吸附在大孔丙烯酸
树脂制备而成，这 2 种固定化酶已被成功地用于酯
的合成［24-25］．在本研究中，这 2 种固定化酶也有良
好的催化效果．

2． 2 不同反应时间对合成澳栗精胺衍生物的影响

不同反应时间对合成澳栗精胺衍生物的影响见

图 2． 结果表明合成澳栗精胺衍生物的最佳反应时
间为 60 min． 超过 60 min 后，产物的荧光强度变化
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图 1 不同种类的脂肪酶对合成澳栗精胺衍生物的影响

不大，说明澳栗精胺衍生物的合成和分解基本达到

平衡． A． L． Margolin 等［20］在吡啶中用枯草杆菌蛋白
酶催化合成 6-O-丁酰澳栗精胺和 7-O-丁酰澳栗精
胺，所用的反应时间为 4 d．因此用 Lipozyme ＲM IM
催化合成澳栗精胺衍生物是一种快速的方法．

图 2 不同反应时间对合成澳栗精胺衍生物的影响

2． 3 不同种类的反应介质对合成澳栗精胺衍生物
的影响

不同种类的反应介质对合成澳栗精胺衍生物的

影响见图 3．结果表明四氢呋喃是最适反应介质．然
而当以丙酮作为反应介质时，产物的荧光强度最低，

仅为 6． 7． 这是因为丙酮极大地影响了脂肪酶的构
象，降低了脂肪酶的活性［26］．此外，澳栗精胺在不同
的反应介质中溶解度也不同．

图 3 不同种类的反应介质对合成澳栗精胺衍生物的影响

2． 4 不同的反应温度对合成澳栗精胺衍生物的影响
不同的反应温度对合成澳栗精胺衍生物的影响

见图 4．结果表明: 当反应温度从 20 ℃提高到30 ℃，

产物的荧光强度逐渐增加，但是当反应温度为 30 ～
60 ℃时，产物的荧光强度基本不变． 从能耗的角度
看，最佳的反应温度是 30 ℃ ．一般来说，反应温度在
两方面影响酶促反应． 一方面反应温度会影响底物
或产物的粘度、疏水特性和扩散速度; 另一方面反应
温度影响酶的结构，从而影响酶的活性［27］．

图 4 不同的反应温度对合成澳栗精胺衍生物的影响

2． 5 不同的酶量对合成澳栗精胺衍生物的影响

不同的酶量对合成澳栗精胺衍生物的影响见图

5．结果表明: 当酶量从 2． 5 mg提高到 5． 0 mg 时，产
物的荧光强度随之增加．这说明通过提高酶量，使更
多的脂肪酶分子参与反应，从而提高了产物量［28］．
然而当酶量超过 5． 0 mg时，产物的荧光强度基本不
变，这可能由于酶的饱和造成的．

图 5 不同的酶量对合成澳栗精胺衍生物的影响

2． 6 固定化酶 Lipozyme ＲM IM合成澳栗精胺衍生
物的重复利用性

固定化酶的重复利用能节省产物制备成本，使

酶法催化工艺在经济上可行［29］．图 6 表明固定化酶
经过 6 轮重复利用，产物的荧光强度仅从 286． 5 下
降至 265． 5．这说明固定化酶 Lipozyme ＲM IM 合成
澳栗精胺衍生物的重复利用性较好． 在另一个合成
熊果苷酯的研究中，所使用的固定化脂肪酶在开始

时活性剧烈下降，而从第 5 轮到第 10 轮，活性基本
不变［30］．

2． 7 6-O-丁酰澳栗精胺的纯化

根据上述优化条件，Lipozyme ＲM IM 在四氢呋
喃中、30 ℃下催化反应 60 min 制备澳栗精胺衍生
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图 6 固定化酶 Lipozyme ＲM IM合成澳栗精胺衍生物的
重复利用

物． 用分析型 HPLC 测得澳栗精胺的转化率为
84. 3%，6-O-丁酰澳栗精胺的得率为 39． 2% ．用半制
备型 HPLC纯化了 6-O-丁酰澳栗精胺，得到的产物
与标准品在分析型 HPLC 中的保留时间相同，均为
0. 45 min．
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The Enzymatic Synthesis of Castanospermine Derivatives

PENG Ｒen，YAO Qingwen，HONG Binwen
( College of Life Science，Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，China)

Abstract: Castanospermine holds potential in the regulation of plant growth and the treatment of inflammatory disor-
der，viral infection，immunosuppressive deficiency and tumor metastasis． Some derivatives of castanospermine are
more active than castanospermine itself in the inhibition of HIV and HCV． Enzymatic synthesis of castanospermine
derivatives in organic solvent is studied by systematic trials of various parameters and 6-O-butanoyl castanospermine
is purified． The synthesis of castanospermine derivatives by Lipozyme ＲM IM at 30 ℃ for 60 min in THF gives the
best conditions，in which conversion rate of castanospermine is 84． 3% and yield rate of 6-O-butanoyl castanosper-
mine is 39． 2% ． The purified 6-O-butanoyl castanospermine has the same retention time as the standard in HPLC．
Key words: castanospermine derivatives; lipase; enzymatic synthesis; HPLC
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