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酶促制备丝裂霉素类似物反应动力学模型研究
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( 青岛科技大学化工学院制药工程系，山东 青岛 266042)

摘要:基于固定化 T． laibacchii脂肪酶催化 2-甲基-1，4-苯醌与正丁胺的 Michael加成反应建立了酶促制备
丝裂霉素类似物 2-甲基-3-正丁胺酰-1-氢-4-醌的反应动力学模型．该反应在柠檬酸缓冲溶液( pH 值为 7．
0) 中进行，最终产率可达 98%．该文提出了修正的有序双双和随机双双机理，采用 King-Altman 方法得到
相关微分方程组以表示即时反应速率．通过联合解微分方程和最优化方法确定动力学模型参数，使用
ode45程序解微分方程组，并运用 Fmincon软件计算动力学常数．研究结果表明: 模型拟合值与实验值的
平均相对偏差为 11．25%，且偏差服从关于 y = 0 的轴对称分布．当固定化酶粒径为 0．5 mm、搅拌转速为
200 rpm时可以忽略内外扩散限制．该文建立的动力学模型为固定化酶固有动力学模型．
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0 引言

丝裂霉素是一类具有抗肿瘤活性的抗生素，临

床广泛用作抗癌药物．但由于其毒性较高，易导致严
重的不良反应，所以其在临床应用上受到一定限

制［1］．目前，通过各种化学方法已成功合成了丝裂霉
素类化合物，但化学法仍存在一些缺点，如反应步骤

繁琐、选择性差、反应条件苛刻等［2-3］．酶催化法具有
化学选择性高、反应条件温和、合成效率高、立体选
择性高和对环境友好等优点［4］，该方法有可能避免

上述问题．
脂肪酶是在有机合成领域中应用最广泛的多功

能酶，在 C—C键的形成、C—杂原子键的形成、氧化
和水解反应中显示出良好的催化能力［5］．尽管脂肪
酶催化水解反应与酯化的动力学模型已被广泛研

究［6］，但脂肪酶催化 Michael 加成反应的动力学模
型研究鲜见文献报道．本文所采用的 T． laibacchii 脂
肪酶是一种胞内水解酶，由于其优良的催化特性，所

以该酶已被用于酮洛芬的动力学拆分［7］、手性1，3-

氧硫杂环戊烷的立体选择性合成［8］和 ε-己内酯直
接原位开环聚合反应［9］．酶的固定化［10］是改善酶特
性的有效方法，在酶固定化后其稳定性增加，便于运

输和贮存，且其特异性［11］、对抑制剂或化学品的耐
受性和可重复使用性［12-13］都有较大程度提升．本文
采用聚乙二醇 PEG4000 /K2HPO4 双水相体系对 T．
laibacchii脂肪酶进行部分纯化，并添加硅藻土载体
实现脂肪酶的原位固定［14］．疏水性［15］的硅藻土可在
疏水环境中吸附残留物，降低对酶的抑制作用［16］．
本文以固定化 T． laibacchii脂肪酶为催化剂，在

柠檬酸盐缓冲溶液( pH 值为 7．0) 中催化 2-甲基-1，
4-苯醌与正丁胺合成 2-甲基-3-正丁胺酰-1-氢-4-醌，
对脂肪酶催化 Michael 加成反应的反应机制进行了
探索，并建立了随机顺序双双机制反应的动力学模

型．

1 材料与方法

1．1 实验材料

2-甲基-1，4-苯醌( 化合物 1，质量分数为 98．0%) 和
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正丁胺( 化合物 2，质量分数为 99．7%) 均购自中国
上海阿拉丁生化科技有限公司．所用酶为 Trichos-
poron laibacchii( T． laibacchii) CBS5791 的固定化脂
肪酶，酶活力为 1 280 U·g－1，该酶为本实验室自制
活性酶．
1．2 固定化 T． laibacchii脂肪酶的制备
称取一定量的粗脂肪酶( 细胞匀浆液) ，加入一

定量的PEG4000、K2HPO4和水，形成12%PEG4000 /
13% K2HPO4 的双水相体系，利用旋涡混合器使体

系充分混合，在室温下以 3 000 rpm 的转速离心
5 min以加速相分离，小心地吸出上相( 含有脂肪酶)
并称其质量．往上相中加入适量的硅藻土( 每单位活
力脂肪酶加硅藻土 0．8 mg) 可使固定的脂肪酶易于
过滤回收，将得到的混合物在 30 ℃、150 rpm 转速
条件下保温 2 h，过滤，用磷酸盐缓冲液洗涤并真空
干燥后，得到固定化的 T． laibacchii脂肪酶［17］．
1．3 固定化 T． laibacchii 脂肪酶催化 2-甲基-1，4-
苯醌与正丁胺的Michael加成反应
为解决底物溶解性问题，在反应体系中添加体

积分数为 2%～4%的甲醇，向 20 mL 反应瓶中加入
10 mL pH值为 7．0的柠檬酸缓冲溶液，加入一定量
的化合物 1，使其物质的量浓度为 0．1 mmol·L－1，化

合物 2与化合物 1的物质的量之比为 1．05 ∶1．00，然后
加入固定化 T． laibacchii脂肪酶，酶活性为 25～50 U
·mL－1，在转速为 200 rpm、温度为 40～50 ℃条件下
反应20～24 h．在反应结束后，将反应液过滤以除去
固定化 T． laibacchii脂肪酶，滤液用乙酸乙酯萃取 3
次，合并萃取后的有机相，用无水 MgSO4 干燥，最后

减压蒸馏浓缩．用硅胶柱层析法对浓缩液进行进一
步纯化，用石油醚( PE) 和乙酸乙酯( EA) 作为洗脱
剂，最终得到的产物为 2-甲基-3-正丁胺酰-1-氢-4-醌
( 化合物 3) ．

1．4 内、外扩散实验

在不同转速( 50～250 rpm) 下进行外扩散实验，
采用不同粒径( 0．1 ～ 0．9 mm) 的固定化脂肪酶进行
内扩散实验，其他试验条件与 1．2节相同．

1．5 脂肪酶活性测定

采用“橄榄乳化法”［18］测定脂肪酶活力，在
40 ℃、pH值为 8．0 的条件下，使用固定化 T． laibac-
chii脂肪酶催化橄榄油水解反应，1 min生成 1 μmol脂
肪酸所需的脂肪酶被定义为一个脂肪酶活力单位( U) ．

1．6 HPLC分析

HPLC分析采用安捷伦 Agilent1200高效液相色谱
仪，色谱柱为 ZOＲBAX Eclipse XDB-C18柱( 250 mm×4．

6 mm，5 μm) ．流动相为 V( 甲醇) ∶V( 水) = 80 ∶20，流
速为0．5 mL·min－1，样品进样体积为5 μL，柱温为
30 ℃，检测波长为 227 nm．化合物 3 和 2-甲基-3，5-
正丁胺酰-1，4-苯二醇( 化合物 4) 的保留时间分别
为 3．602 min和 3．803 min．

2 动力学模型

2．1 反应机理及动力学模型

反应路线如图 1 所示．固定化脂肪酶催化化合
物 2与化合物 1 进行 Michael 加成反应生成化合物
3，化合物 3有可能还会进一步反应生成二胺化副产
物( 4) ．在脂肪酶催化的 Michael 加成反应中，由于
反应条件( 如酶的活性、反应温度、反应介质的 pH
值等) 是不同的，所以反应可能会产生 2 种不同的
产物．若脂肪酶有较好的区域选择性，则产物以化合
物 3为主，否则副产物化合物 4的生成量会增加
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图 1 固定化脂肪酶催化化合物 1与化合物 2的Michael加
成反应合成化合物 3的反应路线

脂肪酶通过酸碱催化 Michael 加成反应，由于
在底物中没有离去基团，所以在反应中不产生酰基

酶［19］．对于 T． laibacchii 脂肪酶催化正丁胺与 2-甲
基-1，4-苯醌的 Michael 加成反应，本文提出一种初
步的反应机理: ( i) 底物与酶结合后，氧阴离子空穴
使 2-甲基-1，4-苯醌的 α，β-不饱和羰基极化，这样不
仅有利于增加复合物的亲电子能力，而且有利于后

续烯醇化中间体的生成; ( ii) 正丁胺与上述步骤的
复合物反应可催化组氨酸使正丁胺去质子化，并与

极化后的苯醌进行加成反应．在苯醌的 C3 处加入亲

核试剂后，质子化的组氨酸将苯醌的 α-碳质子化生
成双键，使烯醇和羰基结构相互转化．
对于 T． laibacchii脂肪酶催化的双底物反应，通

常有乒乓机制［20-22］和三元复合机制 2 种反应机理
( 如有序双双和随机双双机制［23-26］) ．对于化合物 1
与化合物 2 的 Michael 加成反应，由于底物缺少离
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子化基团，所以乒乓机制并不适用．本文将对这 2 种
机制进行进一步研究，包括相关动力学模型的建立

和模拟值与实验值的比较，最终推测出底物与酶最

可能的结合顺序．将基于以下 2 种不同的机理建立
动力学方程．
2．1．1 随机双双机制 采用 King-Altman 方法建立
的随机双双机制的速率方程如下:

［A］=［A0］( 1 － Y1 － Y2 ) ，

［B］=［B0］( 1 － Y1 － 2Y2 ) ，

其中［A］为 2-甲基 -1，4-苯醌的物质的量浓度
( mmol·L－1) ; ［A0］为2-甲基-1，4-苯醌的初始物质
的量浓度( mmol·L－1) ; ［B］为正丁胺的物质的量
浓度( mmol·L－1) ; ［B0］为正丁胺的初始物质的量

浓度( mmol·L－1 ) ; Y1为化合物 3的产率( %) ; Y2为

化合物 4的产率( %) ．

∑K = K1 + K2［A］ + K3［B］ + K4［A］［B］ +

K5［B］［B］+ K6［A］［A］+ K7［A］［B］［B］+ K8［A］·
［A］［B］+ K9［A］［A］［B］［B］+ K10［B］［B］［B］，

dY1 /dt = K11exp( － K12 /ＲT) ［A］［B］［E0］/

［A0］/∑K， ( 1)

dY2 /dt = K13exp( － K14 /ＲT) ［A］［B］［B］［E0］/

［B0］/∑K， ( 2)

其中 Ｒ为气体常数( 8．314 J·mol－1·K－1 ) ，T为温度
( K) ．式( 1) 和式( 2) 分别代表产物 P1( 3) 和 P2( 4)
的反应速率，它们构成一个微分方程组，共有 14 个
模型参数( 见表 1) ．
2．1．2 有序双双机制 同样采用 King-Altman 方
法，建立了有序双双机制的速率方程，包含 10 个模
型参数．

∑K = K1 + K2［A］ + K3［B］ + K4［A］［B］ +

K5［B］［B］+ K6［A］［B］［B］，
dY1 /dt = K7exp( － K8 /ＲT) ［A］［B］［E0］/［A0］/

∑K， ( 3)

dY2 /dt = K9exp( － K10 /ＲT) ［A］［B］［B］［E0］/

［B0］/∑K． ( 4)

其中 Ｒ为气体常数( 8．314 J·mol－1·K－1) ，T为温度( K) ．

2．2 动力学参数的估计

联合使用解微分方程和最优化方法计算反应速

率方程中的动力学参数．通过最小化目标函数拟合
实验数据来估算模型参数( K1，K2，…，K14 ) :

F=∑∑∑ | ( Y estimijk － Y expijk) /Y estimijk | × 100． ( 5)

其中 Yestimijk、Yexpijk为估产; i = 1，2( 即产品3和4) ，j = 1，

2，3( 即 40 ℃，45 ℃，50 ℃) ; k为实验点，k = 1，2，…，12．
由式( 5) 可见，通过对计算后的常微分方程数

值解的分析，拟定了最优化方法，实验将 2者进行充
分结合，K1 ～ K14 的参数估计如表 1 所示．本文用拟
合值与实验值之差的绝对值进行计算，不会增加偏

差的非线性相关数值．利用 Matlab6．5 软件计算，使
用子程序 ode45数值求解微分方程( 1) 和( 2) 或( 3)
和( 4) ，用优化子程序 fmincon进行最优化计算．

表 1 动力学模型的估计参数

参数
改进的

随机双双机制

改进的

有序双双机制
K1 3．99 17．16
K2 16．57 19．96
K3 20．39 19．94
K4 30．95 72．39
K5 126．44 8．33
K6 140．17 1．00

K7 或 a1 1．00 35．04
K8 或 E1 1．00 7 689．20
K9 或 a2 0．10 0．94
K10 或 E2 0．50 13 308．00
K11 或 a1 291．93
K12 或 E1 9 979．70
K13 或 a2 158．75
K14 或 E2 23 536．00

注: K1、K2、K3为动力学参数( ( mmol·L
－1 ) －1 ) ; K4、K5为

动力学参数( ( mmol·L－1 ) －2 ) ; K6 为动力学参数( ( mmol·

L－1 ) －2 或 ( mmol· L－1 ) －3 ) ; K7 为动力学参数 ( ( mmol·

L－1 ) －3 ) 或指数前因素( ( mmol·L－1 ) －2·mL·U－1·h－1 ) ; K8

为动力学参数( ( mmol·L－1 ) －3 ) 或活化能( J·mol－1·K－1 ) ;

K9 为动力学参数( ( mmol·L－1 ) －4 ) 或指数前因素( ( mmol·

L－1 ) －2·mL·U－1·h－1 ) ; K10为动力学参数( ( mmol·L－1 ) －3 )

或活化能( J·mol－1·K－1 ) ; K11、K13 为指数前因子( ( mmol·

L－1 ) －2·mL·U－1·h－1 ) ; K12、K14为活化能( J·mol－1·K－1 ) ．

3 结果与讨论

3．1 内外扩散实验

3．1．1 内扩散实验 使用不同粒径的固定化酶颗
粒进行了多次实验，粒径范围为 0．1 ～ 0．9 mm，实验
结果如图 2所示．由图 2可见: 当固定化 T． laibacchii
酶粒径为 0．1～0．5 mm时，化合物 3的产率没有明显
变化，此 时，可 忽 略 内 扩 散 限 制． 当 固 定 化
T． laibacchii酶粒径大于 0．5 mm 时，随着粒径的增
大，产率降低，这表明当固定化脂肪酶的粒径大于

0．5 mm时，反应受内部扩散传质的影响从而控制了
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产物产量．此时，内扩散传质对产物的影响不能忽
略．底物首先经内扩散到达催化剂表面并在达到一
定浓度后与酶蛋白结合，才能发生酶促反应．在该反
应体系中，当固定化酶粒径大于 0．5 mm时，随着内
扩散阻力的增加，对底物的转化率也有一定影响．因
此，本文选择粒径为 0．5 mm的固定化脂肪酶用于后
续催化实验．

注: 温度为 50 ℃，搅拌速度为 200 rpm．
图 2 固定化酶粒径对化合物 3产率的影响

3．1．2 外扩散实验 采用不同转速( 50 ～ 250 rpm)
进行了外扩散实验，考察转速对 2-甲基-1，4-苯醌的
产率的影响，其他实验条件与内扩散实验相同，实验

结果如图 3所示．在含有固定化酶的非均相体系中，
底物和产物都需要在本体溶液和固定化酶颗粒之间

扩散［27-28］．由图 3 可见: 当搅拌速度从 50 rpm 增加到
150 rpm时，化合物 3的产率从 31．0%增加到 67．5%，这
表明在此转速范围内存在限制外扩散传质的因素．
当转速度从 175 rpm增加到 250 rpm时，化合物 3的
产率并没有明显增加，这表明当转速大于175 rpm时外
扩散限制可忽略不计．所以，本文选择转速为 200
rpm进行随后的实验以达到最佳的催化效果．

注: 温度为 50 ℃，固定化酶粒径为 0．5 mm．

图 3 搅拌速度对化合物 3产率的影响

由上述讨论可知，当固定化脂肪酶颗粒直径为

0．5 mm、搅拌速度为 200 rpm时，内外扩散传质阻力
均可忽略，此时进行的反应动力学为固有动力学．

3．2 反应动力学实验

进行了固定化脂肪酶催化 2-甲基-1，4-苯醌和
正丁胺的 Michael 加成实验，底物正丁胺和苯醌的
物质的量之比为 1．05 ∶1．00，pH值为 7．5．图 4分别给
出了在 40 ℃、45 ℃和 50 ℃下化合物 3的产率．如图
4所示，单胺化产物 3的最高产率约为 98．0%，远远高
于其副产物化合物 4 的产率( 最高产率约为1．6%，
图 4中未给出) ．上述结果表明所使用的固定化脂肪
酶对 2-甲基-1，4-苯醌和正丁胺的 Michael加成反应
具有良好的区域选择性．
对于酶催化反应，产物产率取决于酶的选择性、

反应介质的 pH值和底物的比例［29］．S． Hertera等［30］

利用漆酶合成了丝裂霉素单胺化产物，结果表明: 当
pH值为 7．0 且苯醌与胺的物质的量之比为 1．00 ∶1．
20时，单胺产物的产率较高．相反，当 pH值为 5．0且
苯醌与胺的物质的量之比为 1．00 ∶2．50 时，二胺产
物生成量相对较多．K． Haghbeen 等［31］也报道了合
成对苯醌和邻苯醌的类似实验结果，在使用过

量胺供体的核胺化反应中，二胺化产物的生成也会

增加［32-33］．

3．3 温度的影响

考察了不同温度对产物产率的影响．当搅拌速
度为 200 rpm、脂肪酶活性为 50 U·mL－1、底物物质
的量之比 n( 苯醌) ∶n( 胺) = 1．00 ∶1．05 时，实验结果
如图 4所示．由图 4 可知: 当反应温度从 40 ℃升高
到 50 ℃时，产物 3的产率逐步上升．在 50 ℃时反应
12 h后，产物 3的产率为 97．2%; 而在 45 ℃反应 15
h时，化合物 3的产率达到 97．2%; 在 40 ℃反应 19 h
时化合物 3的产率达到 97．1%，这说明: 随着温度的
升高，反应呈现加速趋势．

图 4 化合物 3 的改进随机双双模型模拟结果与实验结果
的比较

一般来说，较高的温度有利于酶催化反应的速

率增加，也有利于降低反应物与酶底物复合物形成

的反应能垒，从而提高反应速率与转化率［20］．本文
的实验结果表明: T． laibacchii 脂肪酶在 50 ℃下具
有良好的热稳定性．因此，为保持固定化脂肪酶的催
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化效率，本文选择 50 ℃为最适温度，此时产物转化
率是相对最高的．

3．4 底物物质的量浓度的影响

在一般情况下，若在酶催化反应中底物物质的

量浓度过高，则相应的反应速度反而会下降，导致底

物抑制产率下降［34］．由于单一底物或双底物对酶都
可能有抑制作用，所以本文可以通过保持一种底物

的恒定然后改变另一种底物的物质的量浓度来分别

进行实验．但是，在该生物催化反应中，2 种底物的
物质的量浓度都很低，因此酶的抑制作用可以忽略．
通过改变这 2种底物的物质的量浓度进行底物抑制
实验的结果如图 5所示．由图 5可知: 当化合物 1的物
质的量浓度从 5 mmol·L－1增加到 15 mmol·L－1( 即
n( 化合物 2) ∶n( 化合物 1) = 1．05 ∶1．00) 时，底物物质的
量浓度的增加对化合物 3的产率没有明显影响．因此，
当化合物 1的物质的量浓度范围为 5～15 mmol·L－1

时，2种底物对反应系统都没有抑制作用．

注: 温度为 50 ℃，固定化酶粒径为 0．5 mm，搅拌速度为
200 rpm．

图 5 底物浓度对化合物 3产率的影响

3．5 动力学模型

图 4给出了化合物 3和 4的产率的随机双双机
制模型的模拟值与实验值，化合物 3 和 4 的最高产
率分别约为 98．0%和 1．6%，化合物 3 的产率远高于
化合物 4．根据目标产物 3的随机双双机制的模拟产
率与实验数据进行对比，对实验的相对偏差分布进

行拟合，其平均偏差与最大偏差分别为 11．25%和 28．
57%，且偏差数据服从关于 y = 0 的轴对称分布( 见
图 6) ．这表明模型对实验数据拟合匹配程度很高．根
据有序双双机制模拟得到的模拟值与实验值的实时

偏差分布，得到其平均偏差与最大偏差分别为 21．
7%与 68．6%，且偏差数据服从关于 y= 0的轴不对称
分布，这说明模型拟合程度并不适合Michael加成反
应．因此，从拟合效果来看，随机双双机制模型优于
有序双双机制模型．本文同时使用不同温度的所有
实验数据用于估计动力学参数，将微分方程数值解

与非线性优化方法结合，直接确定了包括活化能在

内的多个动力学参数，在一定程度上简化了动力学

参数的估计过程，提高了计算效率．

注: 包括 78个数据点．相对偏差为( Yestimijk－Yexpijk ) /Yestimijk

×100．( a) 采用改进的随机双双机制，( b) 采用改进的有序双
双机制．
图 6 动力学模型的估计值与实验值的相对偏差

大多数生化反应动力学的活化能范围为 2 ～
40 kJ·mol－1，2 种模型动力学模型的活化能均在 7．
68～23．5 kJ·mol－1之间( 见表 1) ，这说明本文所提
出的动力学模型较好地拟合了实验数据．一般地，所
有的吸附或平衡常数都必须为正符号，而表 1 中的
所有模型常数都恰好满足这一点．根据模型与实验
数据拟合的优劣程度来判断反应机制［25］，由于基于

随机双双机制的模型的拟合效果显著优于有序双双

机制，所以可以判断本研究的固定化脂肪酶催化
Michael加成反应的反应机制是改进的随机双双机
制．对于本次研究中所使用的固定化脂肪酶，可以忽
略内部和外部传质阻力的影响．

4 结论

本文进行了固定化 T． laibacchii 脂肪酶催化的
2-甲基-1，4-苯醌与正丁胺的 Michael 加成反应制备
丝裂霉素类似物 2-甲基-3-正丁胺酰-1-氢-4-醌的动
力学模型研究．该反应在柠檬酸缓冲溶液( pH 值为
7．0) 中进行，固定化脂肪酶选择性良好，产物产率达
到 98%，并建立了反应动力学模型．本文提出的 Mi-
chael加成反应机理是: 在底物与酶结合后，氧阴离
子空穴使 2-甲基-1，4-苯醌的 α，β-不饱和羰基极化，
这不仅有利于增加复合物的亲电子能力，而且有利

于后续烯醇化中间体的生成．正丁胺与上述步骤的
复合物反应可催化组氨酸使正丁胺去质子化，并与
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极化后的苯醌进行加成反应．本文提出了改进的有
序双双与随机双双机制，经比较最终判断该反应遵

循改进的随机双双反应机制，并确定了相关动力学

模型参数，得到的模型拟合值与实验值的平均相对

偏差为 11．25%，且偏差服从关于 y = 0 的轴对称分
布．采用微分方程数值解与非线性优化方法，确定了
最优动力学参数．通过内外扩散实验得到反应的最
适条件: 固定化酶粒径为 0．5 mm，搅拌转速为 200
rpm．此时消除了内外扩散的影响，底物浓度较低，未
见明显底物抑制，建立的动力学模型为固定化酶固

有动力学模型．
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The Kinetic Modeling of the Enzymatic Preparation of Mitomycin Analogs

LI Kaiyuan，LIU Cui，DENG Yashan，XUE Xiao，XU Hui，WANG Fanye*

( Department of Pharmaceutics，College of Chemical Engineering，Qingdao University of Science and Technology，
Qingdao Shandong 266042，China)

Abstract: The reaction kinetic model for enzymatic preparation of mitomycin analogue 2-methyl-3-n-butylamino-1-
hydro-4-quinone is established based on the Michael addition reaction of 2-methyl-1，4-benzoquinone and n-butyl-
amine catalyzed by immobilized T． laibacchii lipase．The reaction is carried out in a citric acid buffer solution ( pH=
7．0) ，and the final yield reaches 98%．In this paper，the modified ordered bi-bi and random bi-bi mechanisms are
proposed，and the relevant differential equations are obtained by the King-Altman method to express the instantane-
ous reaction rate．The kinetic model parameters are determined by the combined solution of differential equations and
optimization methods，and ode45 is used to solve the differential equations and Fmincon is used to calculate the ki-
netic constants．The results show that the average relative deviation between the model fitted value and the experi-
mental value is 11．25%，and the distribution is symmetrical with zero axis．When the particle size of the immobilized
enzyme is 0．5 mm and the stirring speed is 200 rpm，the experimental results show that the internal and external dif-
fusion limitations can be ignored．Therefore，it can be seen from the above that the established kinetic model is the
inherent kinetic model of the immobilized enzyme．
Key words: immobilized lipase; kinetic modeling; Michael addition; random bi-bi mechanism; diffusion limitation
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