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摘要!磷脂酰丝氨酸"?H$的制备有溶剂提取法%化学合成法和酶转化法& 采用溶剂提取法从动物

组织提取?H由于*疯牛病+原因而受质疑#化学合成法成本较高!工艺复杂!且纯度和收率有待提

高#酶转化法具有反应条件温和%反应易控%高效简单的优势!越来越受到关注& 主要对磷脂酰丝氨

酸的酶法制备以及分离纯化方法进行了综述!对其生产制备过程提出了合理的建议和策略&
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;;磷脂酰丝氨酸$?H%是磷脂质的一种&其结构是

以甘油为主要骨架&#+! 号碳原子上分别连接不同

的脂肪酸&& 号碳原子上连接丝氨酸&分别构成了磷

脂的疏水端和亲水端'

!""( 年韩国食药局$j*+@%允许宣传 ?H 具有

增强记忆力等功能&同年 #" 月&?H 被美国 *+@通

过Se@H认证&允许将其作为营养强化剂添加到食

品中&!"#" 年?H通过了日本的食品添加审查&同年

#" 月我国卫生部将 ?H 添加到新资源食品目录中'

?H在制药和功能食品领域具有广泛的应用&能够改

善老年人的阿尔茨海默病&具有保护神经和抗氧化

作用&?H还具有提高记忆力+缓解紧张+减轻抑郁等

功效)#*

' ?H在功能食品和制药领域有着广阔的应

用前景'

?H的制备方法主要有溶剂提取法+化学合成法

和酶转化法' 溶剂提取法需要使用大量的溶剂&对

环境有一定的污染&并且由于"疯牛病#的发生&该

方法制得的?H受到了较多的质疑!化学合成法也需

要使用有机溶剂而污染环境且转化效率不高' 酶转

化法具有反应条件温和+反应易控+高效简单等优

势&并且由于近几年绿色生物质溶剂的快速发展&在

酶法中有替代传统溶剂的趋势&可以加以开发和利

用' ?H的分离纯化方法有薄板层析法+柱色谱法和

高效液相色谱法' 本文对 ?H 的酶法制备和分离纯

化方法进行了综述&同时对酶法制备方法提出了下一

步的研究方向和建议&为?H的大规模制备提供参考'

:;磷脂酰丝氨酸的酶法制备

?H的酶法制备是利用磷脂酶+的催化功能&作

用于磷酸二酯键&在丝氨酸的存在下&发生转磷脂酰
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反应&生成?H的方法' 相关的研究集中在酶法合成

的工艺条件优化和新型溶剂的替代作用等&酶法合

成?H具有广阔的市场前景'

#8#;普通有机相%水双相体系

酶反应过程需要底物磷脂酰胆碱$?L%+丝氨酸

和磷脂酶+$?I+%的参与&其中底物 ?L和产物 ?H

具有疏水性&可溶于有机相&而丝氨酸和 ?I+存在

于水相&并且?I+需要在水相条件下保持稳定的功

能活性&进而参与反应&所以 ?I+催化的转磷脂酰

反应多数是在两相体系中完成的'

双相体系引起的反应复杂性在于有机溶剂能够

与水+酶+底物和产物之间相互作用&造成酶活的改

变以及转化率的下降' B:A:̂2_2等)!*和张忆雪)&*

分别研究了不同有机溶剂对酶反应转化率的影响&

其中乙酸乙酯和乙醚作为有机相反应时&?H 转化率

最高&分别可以达到 &(8!D和 -!8-D&而当四氯化

碳和石油醚作有机相时&几乎没有?H生成' 双相体

系的酶反应优化研究集中在有机相种类选择+水相

缓冲液选择+两相体积比+?L与丝氨酸浓度比+反应

温度+NB等条件' 表 # 总结了目前研究的优化条件

结果'

表 :;普通两相体系不同反应条件

菌种来源 有机相 两相体积比2 底物浓度比\ 加酶量cK 温度c= NB 转化率cD

链霉菌L@%# 乙酸乙酯 !g# #g& #(" ," ,8-

($8'

),*

李色链霉菌 乙醚 !g# #g-" M@ &- -8-

-'8$

)-*

链霉菌 乙醚 #8-g# M@ M@ &! -8&

-!8-

)&*

链霉菌 乙酸乙酯 -g( #g&! ," ," ,8-

&"8.

)(*

链霉菌I+"-"# 乙醚 !g# #g!- M@ !' -8-

-$

)-*

链霉菌 "("( 乙醚 !g# #g#"" M@ !' -8-

-'

)$*

穗色链霉菌 二氯甲烷 M@ M@ M@ &- -8-

.,

)'*

色褐链霉菌 氯仿 M@ M@ &. !' $8-

&#

).*

?!"'E!(/K,'%AN8)K#"" 乙醚 #g, #g,"" #8$ !- ,

'"

)#"*

?!"'E!(/K,'%AN8HL$&, 氯仿 M@ #g$ #8- ,- (

#""

)##*

抗辐射不动杆菌 乙醚 M@ M@ M@ ," (8!

#""

)#!*

;注(2表示有机溶剂与水相的体积比!\表示磷脂酰胆碱与丝氨酸的质量浓度比'

;;一些稀有天然磷脂本身具有特殊的不饱和脂肪

酸链&如二十二碳六烯酸 $+B@%+二十碳五烯酸

$/?@%等&具有较高的营养价值和一定的功能特性&

以其为底物也可以进行转磷脂酰反应&进而合成特

殊营养价值的磷脂酰丝氨酸&可以广泛应用于功能

食品行业' a2:等)#!*以+B@%?L为底物进行两相

反应合成+B@%?H&转化率可达 #""D' 张芹)(*以

南极磷虾磷脂为原料利用 ?I+酶法合成了富含

$ %& 多不饱和脂肪酸的磷脂酰丝氨酸&利用乙酸乙

酯%水双相体系进行了反应优化研究&制得了含量

为 &"8."D的 $ %& ?K*@%?H&其中/?@含量!-8&'D&

+B@含量 ##8"'D'

由于磷脂酰丝氨酸作为功能性食品添加剂较多

应用于食品和生物医药行业&而利用生物酶法合成

通常会涉及到有毒的有机试剂&且有一定的残留量&

造成环境污染&都不利于产品的广泛应用和生产&所

以普通有机试剂 %水相反应体系具有一定的局

限性'

#8!;绿色有机溶剂%水双相体系

如今绿色环保的观念已经受到大众消费者和众

多企业的普遍认可&近几年生物质绿色溶剂学科发

展迅速&越来越多的学者开发研究出了各种生物质

绿色溶剂' 例如 ! %甲基四氢呋喃+

#

%戊内酯+柠

檬烯+乳酸乙酯+脂肪酸甲酯+木质素衍生物等)#&*

&

生物质绿色溶剂在化工和生物行业具有巨大的潜力

和应用价值'

! %甲基四氢呋喃是一种新型的工业溶剂&可以

作为两相反应的良好溶剂'

#

%戊内酯是一种天然

的化学品&具有水果的香味&在化妆品和香精行业具

有广泛的应用' +52> 等)#,*研究了以苍白杆菌作为

?I+的来源&利用 ! %甲基四氢呋喃和
#

%戊内酯

$体积比 #g!%作为反应的有机体系' 优化后的磷脂

酰胆碱与丝氨酸浓度比为 #g&&加酶量为 #"( K&反

应温度为 ,"=' 此条件下的转化率为 '#D&与乙酸

乙酯体系相比可以达到同样的转化效果'

柠檬烯是一种单萜类化合物&有一定的柠檬香

味&可以从柑橘皮中提取&在香精香料行业有重要的

应用' E3等)#-*分别将柠檬烯和对异丙基甲苯应用

到?I+催化的转磷脂酰反应中' 在反应温度 ,"=+

底物浓度比 &g#下&转化率分别可达到 ''D和 .-D&

,-
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且反应中几乎没有副产物磷脂酸生成'

离子液体是由阳离子和阴离子组合而成的&在

室温下呈液态' E3等)#(*以胆碱和氨基酸为原料在

低温下合成的生物离子液体为有机相' 在温度

,"=+加酶量 (" K+底物浓度比 #g& 的条件下转化

生成 '(8-D的磷脂酰丝氨酸&并且?I+在重复利用

#" 次后&保留了 $-D的酶活'

低共熔溶剂是由季铵盐和氢键给体按一定的比

例混合&在一定的温度下加热搅拌直至形成均一的

无色液体&即可形成低共熔溶剂' 因为低共熔溶剂

具有制作成本低+对环境无污染+无毒+易于生物降

解等优点&在工业生产中有望替代传统有机溶剂而

大规模生产' )2>P等)#$*利用氯化胆碱和乙二醇

$体积比#g!%形成低共熔溶剂&在 ?I+催化磷脂酰

丝氨酸的合成中得到了应用&将 "8"- 11:4的?L溶

解于低共熔溶剂中&"8& 11:4丝氨酸溶于水中&在

NB为 ( 的条件下反应 $ Q&酶反应转化率为 ."D'

#8&;单一水相体系

均一水相体系反应是将底物卵磷脂利用均质设

备均匀分散在水相中&然后加入丝氨酸和酶液在一

定条件下反应&反应体系多为均质胶或悬浊液状

态)#'*

' 虽然单一水相反应避免了有机溶剂的使用&

但是大量水的存在&造成?I+对磷脂酰胆碱的水解

反应比例增加&而使碱基交换反应比例下降&引起磷

脂酰丝氨酸的转化率下降&因此相关的研究集中在

磷脂酰胆碱与水的比例和丝氨酸的浓度等条件' 磷

脂酰胆碱的均质化过程需要高压均质机等设备的参

与&但是其设备昂贵&成本较高' 宋晚平等)#.*利用普

通搅拌设备使底物与水混溶&并提高丝氨酸浓度&转

化生成的?H含量达 $.D'

在单一水相反应中&利用硫酸钙或硅胶作为吸

附载体吸附底物卵磷脂&也可以达到良好的酶转化

效果' E3W39QOVÂ262等)!"*以硅胶来吸附大豆卵磷

脂后&转化率达到 $-D'

#8,;脂质体系统

脂质体是一种人工膜&根据磷脂的双亲性在水

中时&其亲水性头部深到外部水相中&疏水性尾部聚

集伸向内部&避开水相&形成一种双层闭囊膜系统'

天然的卵磷脂可以作为脂质体膜系统的材料&同时

其又是酶反应的底物&所以利用脂质体在 ?I+催化

条件下合成磷脂酰丝氨酸具有不可比拟的优势'

?3>A:44O等)!#*首次利用不同来源的卵磷脂和胆固醇

与生育酚配制出不同种类的脂质体&在马杜拉链霉

菌来源的 ?I+催化条件下&在水相中进行了 ?H 的

合成研究' 结果表明构成脂质体的材料组成对?I+

的酶活有重要影响&与纯大豆卵磷脂相比&哺乳动物

来源的+富含不饱和脂肪酸的磷脂作为脂质体原料

时&具有更高的?H转化率!脂质体空间中的胆固醇

和生育酚的存在改变了脂质体的动态结构&有助于

其与蛋白质进行接触!反应中钙离子的添加和较高

的丝氨酸浓度也有利于提高转化率' 尽管其利用脂

质体进行酶转化 ?H 含量可以达 $"D以上&但是也

阐明了只有一部分的脂质体能够与 ?I+进行装配

接触&转化率有待提高'

#8-;亚临界流体反应

于刚等)!!*研究了在亚临界 #&#&#&! %四氟乙烷

体系中的磷脂酰丝氨酸合成反应&通过响应面优化

分析&在温度 ,"=+体系压力 ( a?2的亚临界体系+

加酶量 .8( K+底物鱿鱼卵磷脂与丝氨酸浓度比

#g#& 条件下&转化率为 '.D' 利用亚临界体系反应

可以实现溶剂的回收+产物底物分离以及酶的回收

利用&但是亚临界流体设备复杂&成本较高&并且底

物卵磷脂在亚临界体系中的溶解度有限&所以其有

很大的局限性'

#8(;固定化酶反应体系

严明等)!&*发明了一种固定化?I+催化制备?H

的方法' 首先以甲壳素为载体&用戊二醛将 ?I+交

联在载体上&固定化酶在醋酸丁酯为有机相&乙酸钠

缓冲液为水相的反应体系中&转化率达 $'D' I35

等)!,*利用基因工程和分子技术手段将 ?I+成功展

示在酵母表面&在进行酶转化实验中&可以将

($F-D的磷脂酰胆碱转化为 ?H' 表面展示系统无

需像发酵需要对酶进行分离纯化&减少了大量工作&

具有一定的优势'

无论是用物理化学手段和分子生物技术进行酶

的固定化&在酶转化中&?I+都保持了大部分的酶

活&有利于提高转化率&也方便 ?I+回收使用&但是

无法避免该反应也会接触到有机溶剂&产生一定的

毒性' 综上所述&?H 的酶法合成具有反应高效+条

件简单+环境友好等特点&但不可回避也有部分问题

亟待解决&对此提出以下研究建议(

$

由于 ?I+是

该反应的重要工具&需要筛选出一种能够产高转磷

脂活性酶的微生物&以及将?I+在工程菌中的高效

表达&降低?I+的生产成本'

%

酶反应过程中有机

溶剂的处理&需要一种新型的绿色环保的溶剂替代

传统的有机溶剂&相关的研究开发已经较多&但是某

些新型溶剂的毒理学评价还有待验证'

)

利用现代

分子生物学和蛋白质技术手段&揭示酶的构效关系&

提高?I+的转化效率&以便生产高效的 ?I+'

*

广

泛结合其他学科&创造出新型的酶反应体系'

--
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<;磷脂酰丝氨酸的分离纯化

!8#;薄板层析法

薄板层析$GIL%法是利用吸附剂和展开剂分别

对不同磷脂组分具有不同的吸附作用和溶解作用而

进行分离的' e:5AOW等)!-*以硅胶B为吸附剂&利用

双向薄板层析氯仿 %甲醇 %水$(-g!-g,%和丁醇 %

醋酸%水$&g#g#%&分离了磷脂酰胆碱$?L%+磷脂酰

乙醇胺$?/%+磷脂酰肌醇$?J%和 ?H&达到了较好的

分离效果' k5等)!(*以硅胶 S为吸附剂&对十多种

磷脂进行了分离&使用的展开剂为氯仿 %甲醇 %醋

酸%丙酮%水'

贺杠)!$*研究了不同的展开剂对 ?H 的分离效

果' 结果表明&氯仿%甲醇 %水 %乙酸体系和正己

烷%异丙醇%乙酸体系都能将 ?H 从其他组分中分

离&体系中加入适当的酸可以提高分离度' GIL法

简单快速&已经是很多科研工作者的研究方法'

!8!;柱色谱法

柱色谱法实现?H 的分离关键在于流动相的选

择&目前使用较多的是氯仿 %甲醇体系和正己烷 %

异丙醇体系&其中体系中各组分的比例对洗脱有很

重要的影响' ?3OXA9Q 等)!'*利用氨基键和硅胶色谱

柱&以多种不同的洗脱液实现了 ?L+?/+?H+?J的分

离' 柱色谱法分离纯化 ?H 操作容易+设备简单+处

理量大&可以进行大规模的应用' 韩山山等)!.*研究

了树脂柱色谱纯化磷脂的可行性&确定了最佳树脂

为大孔阳离子交换树脂&并对纯化工艺进行了优化'

!8&;高效液相色谱法

高效液相色谱法$B?IL%分离 ?H 是在柱色谱

的基础上建立起来的&具有高压+高效+高灵敏度的

特点' 使用较多的检测器有紫外检测器$KC+%+蒸

发光散射检测器$/IH+%+示差折光检测器$eJ+%+

火焰离子化检测器$*J+%等&洗脱方法有等度洗脱

和梯度洗脱' 等度洗脱适合简单组分的分离&梯度

洗脱可以对多种复杂的磷脂组分进行分离'

B?IL分离纯化 ?H 的方法主要有正向色谱法

和反向色谱法' 正向色谱分离法使用最多的流动相

为正己烷%异丙醇 %水体系&正向分离是依据磷脂

的极性部分与固定相之间的极性作用而实现分离

的' 正向色谱中流动相的弱紫外吸收适合与紫外检

测器联合使用&研究表明流动相中添加适量的缓冲

液有利于基线稳定和抑制拖尾' 反向色谱是根据磷

脂中二酰基与固定相之间的非极性作用&利用极性

溶剂对磷脂洗脱而实现分离&流动相多使用甲醇 %

乙腈%水系列' 卢学清等)&"*采用L#' 柱&反向色谱

等度洗脱&使用紫外检测器分离了熊胆中的 ?L+

?@+?S和心磷脂$LI%' 由于梯度洗脱可以改变流

动相极性而对不同磷脂进行分离&较多配合蒸发光

散射检测器使用' 苏永恒等)&#*采用+3:4色谱柱&分

别使用正己烷%异丙醇%冰乙酸和异丙醇%水%冰

乙酸为流动相@和E&梯度洗脱&实现了快速从奶粉

中检测?H'

制备液相色谱技术的快速发展&为磷脂的工业

纯化提供了方法&包括制备性高效液相色谱+超临界

液相色谱和高速逆流色谱等制备色谱)&!*

' 曹栋

等)&&*研究了超临界流体 Lb

!

c乙醇分离磷脂酰胆碱

的研究&最佳工艺条件为温度 ,"=+压力 !- a?2+

乙醇体积分数 #-D&?L含量达 '.D' 超临界流体

技术可以应用在?H的纯化制备中'

?;展;望

随着我国人口老龄化程度的加剧&老年人对相

关保健食品的需求会越来越多&磷脂酰丝氨酸作为

一种新型食品资源&在改善老年人记忆力+保护神经

方面具有重要作用&高纯度的?H在保健食品领域有

不可忽视的市场前景' 本文分别从酶法制备 ?H 的

不同反应体系&以及 ?H 的分离检测进行了综述&其

中酶法制备?H具有一定的优势&但是相关的新型绿

色溶剂的替代和粗产品的纯化还有待研究' 建议磷

脂酰丝氨酸的生产制备可以使用两步法策略(

$

首

先以卵磷脂为原料使用磷脂酶 +催化反应制得 ?H

粗品!

%

将粗品通过硅胶柱层析分离制得纯品'
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