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摘要：为考察脂肪酶Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ催化水解大豆粉末磷脂制备Ｌ－α－甘油磷脂酰乙醇胺（Ｌ－
α－ＧＰＥ）的可行性，采用脂肪酶Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ催化水解大豆粉末磷脂制备Ｌ－α－ＧＰＥ，通过单
因素实验考察了ｐＨ、大豆粉末磷脂质量浓度、反应温度、ＣａＣｌ２质量浓度、酶浓度对 Ｌ－α－ＧＰＥ得
率的影响，并对纯化产品进行了红外光谱和超高效液相色谱电喷雾四极杆飞行时间质谱（ＵＰＬＣ－
Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ）结构验证。结果表明：在ｐＨ７，大豆粉末磷脂质量浓度５ｍｇ／ｍＬ，大豆粉末磷脂磷酸
盐缓冲溶液中添加终质量浓度为 ２ｍｇ／ｍＬ的 ＣａＣｌ２、终浓度为 ３０Ｕ／ｍＬ的脂肪酶 Ｒｈｉｚｏｐｕｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ，于４５℃下反应 １５ｈ后，Ｌ－α－ＧＰＥ得率为 ９３．８％。产品经分离纯化后得到纯度为
９９．２％的浅黄色黏稠液体，经结构验证确为Ｌ－α－ＧＰＥ。
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ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆＬ－α－ＧＰＥｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙｓｉｎｇｌｅ－ｆａｃｔｏｒ
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Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆＬ－α－ＧＰＥｗａｓ９３．８％ ｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆ
ａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｆｉｎａｌｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣａＣｌ２２ｍｇ／ｍＬａｎｄｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＲｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ３０Ｕ／ｍＬ
ｉｎｓｏｙｂｅａｎｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓｐｏｗｄｅｒｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ５ｍｇ／ｍＬ，ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎｐＨ７，ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ１５ｈ，ａｎｄｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ４５℃．Ａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ａｌｉｇｈｔｙｅｌｌｏｗｖｉｓｃｏｕｓｌｉｑｕｉｄｐｒｏｄｕｃｔｗｉｔｈａ

ｐｕｒｉｔｙｏｆ９９．２％ ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄ，ｗｈｉｃｈｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄ
ａｓＬ－α－ＧＰＥｂｙｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ；ｓｏｙｂｅａｎｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ
ｐｏｗｄｅｒ；Ｌ－α－ｇｌｙｃｅｒｙｌｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ

　　Ｌ－α－甘油磷脂酰乙醇胺（Ｌ－α－ＧＰＥ）是生
物膜主要组分脑磷脂（ＰＥ）、磷脂酰胆碱等的前体物
质［１－２］，主要存在于猪、兔、牛等动物的肝、脾、肾和
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脑中［３－４］，在磷脂的生物合成和乙醇胺的释放中起重

要作用。已有研究证明，Ｌ－α－ＧＰＥ对治疗老年性脑
病变、退化性和脑瓣膜功能不全等病症（如精神活动减

慢、记忆力减退、情绪低落等）具有一定疗效［５－７］，这促

使人们探索其作为医药和食品添加剂的可行性。

目前，Ｌ－α－ＧＰＥ主要通过从生物组织器官中
提取［８］、水解缩醛磷脂［９］、化学合成［１０］和醇解蛋黄

磷脂或大豆粉末磷脂［１１］等方法制备。然而，使用这

些方法制得的Ｌ－α－ＧＰＥ在产品纯度、比旋光度和
环境污染等方面都存在一定问题。如：从生物组织

器官中提取受原料的限制，难以工业化生产；缩醛磷

脂在水解过程中由于使用一定配比的醋酸、盐酸和

氯化汞作为酸性催化剂会引起设备腐蚀和重金属污

染问题［９］；醇解蛋黄磷脂或大豆粉末磷脂的Ｌ－α－
ＧＰＥ得率、纯度相对较低。脂肪酶催化水解磷脂制
备Ｌ－α－ＧＰＥ具有催化效率高、反应条件温和、设备
要求不高、生产成本低等优势，备受关注。本课题组

曾以脂肪酶 Ｔｈｅｒｍｏ４Ｓ－３为催化剂，研究了水相体
系中水解大豆粉末磷脂制备 Ｌ－α－ＧＰＥ，得率达
９３．６％［１２］。脂肪酶 Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（三酰甘油酰水
解酶，Ｅ．Ｃ．３．１．１．３）作为催化剂，在结构脂的制备中
得到广泛应用［１３］。然而，脂肪酶Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ水
解大豆粉末磷脂制备Ｌ－α－ＧＰＥ的研究未见报道。
基于此，本文采用脂肪酶Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ催化水解
大豆粉末磷脂制备Ｌ－α－ＧＰＥ，通过单因素实验优化
了脂肪酶Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ催化制备Ｌ－α－ＧＰＥ的
工艺条件，并对其进行分离纯化和结构鉴定，以期为

工业制备Ｌ－α－ＧＰＥ提供一种新的方法。
１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

大豆粉末磷脂（食品级，磷脂含量９６％，主要成
分为１５％磷脂酰胆碱、２０％磷脂酰乙醇胺、２０％磷
脂酰肌醇、５％磷脂酸），天津博帅工业贸易有限公
司；ＰＥ和 Ｌ－α－ＧＰＥ标准品、色谱级氯仿和甲醇，
Ｓｉｇｍａ公司；脂肪酶 Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（酶活力
９０００Ｕ／ｇ），江南大学生物工程实验室赠送；离子交
换树脂，苏青集团；柱层析用硅胶 〔０．０７５～
０．１５０ｍｍ（１００～２００目），含水量３％〕，青岛海阳化
工有限公司；其他试剂均为分析纯。

１．１．２　仪器与设备
ＲＥ－５２旋转蒸发仪，ＪＪ－１Ｂ强力恒速电力搅拌

器，ＨＨ－４数显恒温水浴锅，ＡＲ２１４０电子精密天平，
Ｗａｔｅｒｓ１５２５ＨＰＬＣ，Ｗａｔｅｒｓ２４２４ＥＬＳＤ检测器，４７０
ＮｉｃｏｌｅｔＡＴＲ－ＦＴＩＲ傅里叶变换衰减全反射红外光谱

仪，ＷａｔｅｒｓＳｙｎａｐｔＱ－ＴＯＦ超高效液相色谱电喷雾四极
杆飞行时间质谱（ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ）仪。
１．２　实验方法
１．２．１　脂肪酶 Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ催化水解大豆粉
末磷脂制备Ｌ－α－ＧＰＥ

称取一定量大豆粉末磷脂于５０ｍＬ三颈圆底烧
瓶，加入１０ｍＬ一定ｐＨ的磷酸盐缓冲溶液，在一定
温度、４５０ｒ／ｍｉｎ转速下磁力搅拌２０ｍｉｎ制成大豆
粉末磷脂溶液，再添加一定量的无水 ＣａＣｌ２和脂肪
酶Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ进行水解反应１５ｈ。反应完成
后，水解液于８０℃下真空浓缩后得到浓缩液。将浓
缩液溶于相同体积氯仿 －甲醇（体积比２∶１）溶液
中，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液测定 Ｌ－α－
ＧＰＥ纯度，并参照文献［１２］计算Ｌ－α－ＧＰＥ得率。
１．２．２　Ｌ－α－ＧＰＥ纯度的测定

采用ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ测定 Ｌ－α－ＧＰＥ的纯度。
ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ条件：ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＳｉｃｏｌｕｍｎ硅胶柱
（２５ｃｍ×０．４６ｃｍ，５μｍ），柱温 ３５℃；进样量
５μＬ；流速 ０．９７ｍＬ／ｍｉｎ；采用二元梯度洗脱，流动
相 Ａ为甲醇，流动相 Ｂ为甲醇 －水（体积比８∶１）；
梯度洗脱程序为０～１０ｍｉｎ４０％Ｂ增加到６０％Ｂ，
１０～１５ｍｉｎ６０％Ｂ，１５～１８ｍｉｎ６０％Ｂ降低到４０％Ｂ。
１．２．３　结构鉴定
１．２．３．１　红外光谱分析

参照文献［１４］方法对按１．２．１方法得到的浓
缩液进行分离纯化后，采用傅里叶变换红外光谱进

行结构分析。

傅里叶变换红外光谱分析条件：样品经 ＫＢｒ压
片，波数范围２５０～４０００ｃｍ－１。
１．２．３．２　ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ分析

将１．２．３．１得到的纯化的 Ｌ－α－ＧＰＥ用色谱
纯甲醇溶解后进行ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ分析。

ＵＰＬＣ条件：ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＨＩＬＩＣ分析
柱（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，填料粒径 １．７μｍ），柱温
３５℃；流动相 Ａ为 １００％ 乙腈，流动相 Ｂ为
２０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸氨，流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ，等度洗脱。

ＭＳ条件：ＷａｔｅｒｓＳｙｎａｐｔＱ－ＴＯＦ系统，电喷雾
离子源（ＥＳＩ），正离子扫描模式，离子源温度１２０℃，
毛细管电压３０００Ｖ，锥孔电压３０Ｖ，锥孔气流量５０
Ｌ／ｈ，雾化器温度４２０℃，雾化气流量５００Ｌ／ｈ，质量
扫描范围（ｍ／ｚ）５０～１０００。
２　结果与讨论
２．１单因素实验
２．１．１　ｐＨ对Ｌ－α－ＧＰＥ得率的影响

酶的稳定性是决定反应得率的重要因素，而ｐＨ显
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著影响酶的稳定性，因此不同ｐＨ会对酶催化水解反应
产生较大影响。在大豆粉末磷脂质量浓度１０ｍｇ／ｍＬ、
反应温度５５℃、ＣａＣｌ２质量浓度３．３３ｍｇ／ｍＬ（在体系
中的终质量浓度，下同）和 Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ浓度
６３．３Ｕ／ｍＬ（在体系中的终浓度，下同）条件下，反
应１５ｈ，测定不同 ｐＨ下 Ｌ－α－ＧＰＥ得率，结果见
图１。

图１　ｐＨ对Ｌ－α－ＧＰＥ得率的影响

　　由图１可看出：随着ｐＨ的升高，Ｌ－α－ＧＰＥ得
率逐渐升高；在ｐＨ为７时，Ｌ－α－ＧＰＥ得率最高，
这可能与脂肪酶 Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ在此 ｐＨ下活性
最高，其活性部位易与 ＰＥ结合［１５］，易于 Ｌ－α－
ＧＰＥ的生成有关；继续升高ｐＨ，Ｌ－α－ＧＰＥ得率降
低。因此，选择最适ｐＨ为７。
２．１．２　大豆粉末磷脂质量浓度对Ｌ－α－ＧＰＥ得率
的影响

在ｐＨ为７，大豆粉末磷脂质量浓度分别为２．５、
３．７５、５、７．５、１０、１５、３０ｍｇ／ｍＬ，反应温度为 ５５℃，
ＣａＣｌ２质量浓度为３．３３ｍｇ／ｍＬ和Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ浓
度为６３．３Ｕ／ｍＬ条件下，反应１５ｈ，测定不同大豆粉
末磷脂质量浓度下Ｌ－α－ＧＰＥ得率，结果见图２。

图２　大豆粉末磷脂质量浓度对Ｌ－α－ＧＰＥ得率的影响

　　由图２可看出，在大豆粉末磷脂质量浓度低于
５ｍｇ／ｍＬ时，Ｌ－α－ＧＰＥ得率较高，在大豆粉末磷
脂质量浓度高于５ｍｇ／ｍＬ时，Ｌ－α－ＧＰＥ得率随大
豆粉末磷脂质量浓度增大显著降低。磷脂结构中的

亲水基团和疏水基团使其在水中的溶解度很低，只

能以胶束形式存在；浓度较低时，磷脂以单分子或小

聚集体的形式分散于缓冲溶液中，磷脂液滴的界面

面积较大，易与酶结合而被水解；然而，当磷脂浓度

超过临界胶束浓度时，磷脂分子逐渐聚集，界面面积

减小，磷脂的水解速率降低［１６］。图２显示大豆粉末
磷脂质量浓度超过５ｍｇ／ｍＬ时，Ｌ－α－ＧＰＥ得率出
现明显转折，推测该浓度可能接近磷脂的临界浓度，

因此选择大豆粉末磷脂质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ。
２．１．３　反应温度对Ｌ－α－ＧＰＥ得率的影响

在ｐＨ为７、大豆粉末磷脂质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ、
ＣａＣｌ２质量浓度为３．３３ｍｇ／ｍＬ和 Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
浓度为６３．３Ｕ／ｍＬ条件下，反应１５ｈ，测定不同反
应温度下Ｌ－α－ＧＰＥ得率，结果见图３。

图３　反应温度对Ｌ－α－ＧＰＥ得率的影响

　　由图３可知，随着反应温度的升高，Ｌ－α－ＧＰＥ
得率增加，４５℃时Ｌ－α－ＧＰＥ得率达到最大值，继
续升高反应温度，Ｌ－α－ＧＰＥ得率反而下降，这可
能与温度升高会引起酶构象和稳定性发生变化有

关［１７］。因此，选择最适反应温度为４５℃。
２．１．４　ＣａＣｌ２质量浓度对Ｌ－α－ＧＰＥ得率的影响

在ｐＨ为７、大豆粉末磷脂质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ、
反应温度为４５℃、Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ浓度为６３．３Ｕ／ｍＬ
条件下，反应１５ｈ，测定不同 ＣａＣｌ２质量浓度（０．３３、
０．６７、２．００、３．３３、５．３３、６．６７ｍｇ／ｍＬ）下Ｌ－α－ＧＰＥ
得率，结果见图４。

图４　ＣａＣｌ２质量浓度对Ｌ－α－ＧＰＥ得率的影响

　　脂肪酶Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ的活性部位通常被包
裹在螺旋结构内部，Ｃａ２＋能与酶发生配位作用，使
酶的 Ｃ端螺旋结构伸展［１８］，从而可以提高脂肪酶

Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ的催化活性，因此 ＣａＣｌ２浓度会对
Ｌ－α－ＧＰＥ得率产生一定的影响。
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由图４可看出，ＣａＣｌ２质量浓度由０．３３ｍｇ／ｍＬ增
大到２ｍｇ／ｍＬ时，Ｌ－α－ＧＰＥ得率显著增加，继续
增加ＣａＣｌ２的质量浓度，Ｌ－α－ＧＰＥ得率趋于平稳，
可能因为ＣａＣｌ２质量浓度为２ｍｇ／ｍＬ时即与酶完全
配位，因此选择ＣａＣｌ２质量浓度为２ｍｇ／ｍＬ。
２．１．５　酶浓度对Ｌ－α－ＧＰＥ得率的影响

在ｐＨ为７、大豆粉末磷脂质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ、
反应温度为４５℃、ＣａＣｌ２质量浓度为２ｍｇ／ｍＬ条件
下，反应 １５ｈ，测定不同 Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ浓度下
Ｌ－α－ＧＰＥ得率，结果见图５。

图５　酶浓度对Ｌ－α－ＧＰＥ得率的影响

　　由图５可看出，脂肪酶Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ在０～
３０Ｕ／ｍＬ浓度范围内，Ｌ－α－ＧＰＥ得率增加，继续
增加酶浓度，Ｌ－α－ＧＰＥ得率基本保持不变。酶浓
度升高，酶的活性中心增加，底物与活性中心结合的

概率增大，酶反应速度越快；但酶的活性中心相对于

底物接近饱和时，继续增加酶浓度，产物得率基本不

变。因此，选择最适酶浓度为３０Ｕ／ｍＬ。
２．１．６　最优条件验证

根据单因素实验结果确定了脂肪酶 Ｒｈｉｚｏｐｕｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ催化水解大豆粉末磷脂制备 Ｌ－α－ＧＰＥ
的最佳工艺条件为 ｐＨ７、大豆粉末磷脂质量浓度
５ｍｇ／ｍＬ、反应温度４５℃、ＣａＣｌ２质量浓度２ｍｇ／ｍＬ、
酶浓度３０Ｕ／ｍＬ，在此条件进行３次验证实验，Ｌ－
α－ＧＰＥ得率分别为９４．５％、９３．３％和９３．７％，平均
为９３．８％。与脂肪酶 Ｔｈｅｒｍｏ４Ｓ－３催化水解大豆
粉末磷脂相比［１２］，脂肪酶 Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ需要反
应更长时间（反应１５ｈ）才能达到与 Ｔｈｅｒｍｏ４Ｓ－３
（反应６ｈ）相当的Ｌ－α－ＧＰＥ得率，说明在大豆粉
末磷脂水解反应中，脂肪酶 Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ催化
活性不如Ｔｈｅｒｍｏ４Ｓ－３高。
２．２　Ｌ－α－ＧＰＥ的纯度

经分离纯化后的 Ｌ－α－ＧＰＥ为浅黄色黏稠状
液体，经ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ分析，其纯度为９９．２％。
２．３　Ｌ－α－ＧＰＥ的结构表征

脂肪酶 Ｒｈｉｚｏｐｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ催化制备的 Ｌ－α－
ＧＰＥ的红外光谱及质谱图分别见图６、图７。

图６　Ｌ－α－ＧＰＥ的红外光谱图

图７　Ｌ－α－ＧＰＥ的质谱图

　　由图 ６可看出，３３４５．５３ｃｍ－１是—ＯＨ振动
峰，２９４２．６５ｃｍ－１是 Ｃ—Ｈ非对称伸缩振动峰，
２８９２．３２ｃｍ－１是Ｃ—Ｈ对称伸缩振动峰，１６３３．５８ｃｍ－１

是 ＮＨ＋３ 非对称剪式振动峰，１５３１．０２ｃｍ
－１和

１４６０．７０ｃｍ－１是ＮＨ＋３对称剪式振动峰，１２１９．６６ｃｍ
－１是

ＰＯ－２非对称拉伸振动峰，１０７５．００ｃｍ
－１是ＰＯ－２对称拉伸

振动峰，８２４．３８ｃｍ－１和７５９．７３ｃｍ－１吸收峰分别是由
Ｐ—（ＯＣ）２的非对称和对称伸缩振动引起的，５６２．２９ｃｍ

－１

和５１１．８６ｃｍ－１是Ｐ—Ｏ拉伸振动峰。
由图７可看出，ｍ／ｚ２１６和４３１分别为 Ｌ－α－

ＧＰＥ的［ＭＨ］＋和［２ｍ＋Ｈ］＋分子离子峰。
综上，说明产品为Ｌ－α－ＧＰＥ。

３　结　论
通过单因素实验确定了脂肪酶 Ｒｈｉｚｏｐｕｓ

ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ催化大豆粉末磷脂水解制备 Ｌ－α－ＧＰＥ
的最佳反应条件为：ｐＨ７，大豆粉末磷脂质量浓度
５ｍｇ／ｍＬ，ＣａＣｌ２质量浓度２ｍｇ／ｍＬ，酶浓度３０Ｕ／ｍＬ，
反应温度４５℃。在最佳条件下反应 １５ｈ，制备的
Ｌ－α－ＧＰＥ得率为９３．８％，经分离纯化产品纯度为
９９．２％。
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［１１］刘广瑞，颜蓓蓓，陈冠益．航空生物燃料制备技术综述及
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１１９．
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