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摘要：２－花生四烯酸单甘酯（２－ＡＧ）是一种内源性大麻素，在神经、心血管和免疫等系统中具有一
系列的生理活性。为实现２－ＡＧ的绿色高效制备，探究了脂肪酶催化醇解富含花生四烯酸的微生
物油制备２－ＡＧ的方法。以２－单甘酯（２－ＭＡＧ）含量为指标，通过单因素实验对酶法催化醇解
反应条件进行了优化，并采用溶剂萃取法对产物进行纯化。结果表明：最佳反应条件为以Ｌｉｐｏｚｙｍｅ
４３５脂肪酶为醇解脂肪酶、酶添加量４％（以油质量计）、油与无水乙醇物质的量比１∶４０、叔丁醇为
溶剂、油溶比２∶３、反应温度３５℃、反应时间８ｈ，在最佳条件下粗产物中２－ＭＡＧ含量为３３６３％；
经溶剂萃取纯化后２－ＭＡＧ的纯度达到了９４．７９％，其中２－ＡＧ含量为４０．７０％。综上，酶法醇解
富含花生四烯酸的微生物油可以获得高２－ＡＧ含量的２－ＭＡＧ。
关键词：２－花生四烯酸单甘酯；脂肪酶催化；醇解；微生物油
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　　２－花生四烯酸单甘酯（２－ＡＧ）为花生四烯酸
（ＡＲＡ）与甘油的ｓｎ－２位羟基发生酯化后形成的活

性物质。２－ＡＧ为两亲类化合物，常温下为液体，
可以与乙醇、甲醇、乙腈等极性溶剂以任意比例互

溶，但在正己烷等非极性溶剂中溶解性差［１］。

２－ＡＧ是一种内源性大麻素，人体突触后神经
元受到激活后，其细胞膜上的甘油磷脂在磷脂酶的

作用下产生甘油二酯（ＤＡＧ），ＤＡＧ在脂肪酶作用下
生成内源性大麻素２－ＡＧ［２］。研究表明，内源性大
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麻素２－ＡＧ能够调节压力适应能力，并减少急、慢
性应激反应导致的类焦虑和抑郁，药物增强２－ＡＧ
信号可能是一种减少应激反应所产生的不利后果的

有效方法［３－４］。同时，内源性大麻素 ２－ＡＧ和食
欲素系统（Ｏ／Ｘ）之间存在相互作用，Ｈａｎｌｏｎ等［５］

研究发现，人体的饥饿感和食欲会随着午后体内

２－ＡＧ浓度的升高而逐渐强烈，并且人在缺少睡
眠时，食物摄入过多会激活内源性大麻素２－ＡＧ，
增加由睡眠不足导致肥胖的概率。此外，２－ＡＧ
在治疗糖尿病及癌症、神经保护等方面具有多种

生理活性［６］。

作为一种２－单甘酯（２－ＭＡＧ），２－ＡＧ具有２－
ＭＡＧ的通性，即能够作为非离子型表面活性剂，具
有增加溶解度、乳化性等作用［７］。甘油骨架 ｓｎ－２
位的脂肪酸往往不稳定，２－ＭＡＧ常发生酰基转移，
变为热力学更稳定的１－单甘酯（１－ＭＡＧ）［８］。在
酰基转移的同时，２－ＭＡＧ所具有的多种生理活性
也随之消失。因此，抑制酰基转移，保留２－ＭＡＧ
的结构为制备 ２－ＡＧ产品时的难点及最关键一
环。目前常采用化学法、化学酶法（化学法 ＋酶
法）、酶法合成２－ＡＧ。但是化学法合成过程中无
法避免副产物的形成，且实验中需采用放射性标

记等有害物质，容易造成污染［９－１０］。化学酶法成

本高、产量低，并且涉及有毒的非生物性催化剂，

反应条件苛刻，因此工业化制备价值较低［１１］。酶

法合成工艺流程较短，不涉及有害催化剂，反应条

件温和，避免了化学法、化学酶法的缺点。因此，

酶法合成 ２－ＡＧ为最佳路径。本研究以富含
ＡＲＡ的微生物油为原料，通过酶法醇解反应合成
２－ＭＡＧ，并通过单因素实验探究醇解的最佳反应
条件，以期制备高纯度的２－ＡＧ，为其在食品和药
品中的应用奠定基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料

高山被孢霉微生物油（ＡＲＡ含量为 ３７．６％），
嘉必优生物工程（武汉）有限公司；Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５、
ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ，诺维信（中国）投资有限公司；
ＬｉｐａｓｅＣＬＩＭ、ＬｉｐａｓｅＤＦＩＭ、ＬｉｐａｓｅＡＹＳ，天野酶制剂
有限公司；１－油酸单甘酯、２－油酸单甘酯标准品，
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（上海）贸易有限公司。

夹层酶反应器，上海申迪玻璃仪器有限公司；

ＤＣ－１００６低温恒温槽；９０－４数显恒温磁力搅拌
器；Ｒ－５０１旋转蒸发器；５８１０高速离心机；ＷＨＹ－２
数显恒温振荡器；Ｗａｔｅｒｓ１５２５高效液相色谱仪
（ＨＰＬＣ），美国Ｗａｔｅｒｓ公司。

１．２　实验方法
１．２．１　２－ＭＡＧ的酶法醇解合成

向２０ｍＬ夹层酶反应器中加入２ｇ微生物油，
按一定底物（油与无水乙醇）物质的量比加入无水

乙醇，再加入一定量的有机溶剂、０．０８ｇ脂肪酶，在
一定的温度下搅拌（４００ｒ／ｍｉｎ）反应一段时间后，停
止反应，将反应产物进行抽滤以去除脂肪酶，随后在

３５℃下旋蒸以完全去除溶剂，得到醇解粗产物。
１．２．２　２－ＭＡＧ的纯化

醇解粗产物中含有甘油三酯（ＴＡＧ）、ＤＡＧ、单
甘酯（ＭＡＧ）、脂肪酸乙酯（ＦＡＥＥ）和少量游离脂肪
酸（ＦＦＡ），可利用以上组分在８５％乙醇溶液和正己
烷中分配系数的差异，萃取去除 ＴＡＧ、ＦＡＥＥ等杂
质。向醇解粗产物中按料溶比１∶１５分别加入正己
烷、体积分数８５％乙醇溶液，充分混合，分层后取含
有２－ＭＡＧ的下层（乙醇溶液相），重复萃取纯化３
次。将萃取物在８０ｒ／ｍｉｎ、３５℃条件下旋蒸４０ｍｉｎ
除去溶剂，得到纯化的２－ＭＡＧ。纯化回收率（Ｙ）
按式（１）计算。

Ｙ＝ｍ１ｃ１／（ｍ２ｃ２）×１００％ （１）
式中：ｍ１为纯化的２－ＭＡＧ质量，ｇ；ｍ２为醇解

粗产物质量，ｇ；ｃ１为纯化的２－ＭＡＧ中２－ＭＡＧ含
量，％；ｃ２为醇解粗产物中２－ＭＡＧ含量，％。
１．２．３　脂质组成分析

采用ＨＰＬＣ（配示差折光检测器）对样品脂质组
成进行分析。ＨＰＬＣ条件：ＳｅｐａｘＨＰ－Ｓｉｌｉｃａ色谱柱
（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ×５μｍ），柱温３０℃，样品质量
浓度１０ｍｇ／ｍＬ；进样量２０μＬ；流动相为正己烷 －
异丙醇－甲酸（体积比１５∶１∶０．０３），流速１ｍＬ／ｍｉｎ。
比对各脂质组分的保留时间与甘油酯标准品的保留

时间进行定性分析，采用峰面积归一化法定量。

１．２．４　数据处理
每个条件优化实验至少重复两次，结果以“平

均值±标准差”表示。实验所测结果利用Ｏｒｉｇｉｎ８０
软件作图，采用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ软件进行单因素
方差（ＡＮＯＶＡ）分析，选择Ｔｕｋｅｙ方法检测样本数据
间差异显著性（ｐ＜０．０５）。
２　结果与分析
２．１　２－ＭＡＧ合成单因素实验
２．１．１　脂肪酶种类的影响

在底物物质的量比１∶４０、叔丁醇１ｍＬ、反应温
度３５℃、反应时间８ｈ条件下，加入不同种类的脂
肪酶，按１．２．１方法合成２－ＭＡＧ，测定醇解粗产物
的脂质组成，考察酶种类对粗产物中２－ＭＡＧ含量
的影响，结果如图１所示。

８９ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２３Ｖｏｌ４８Ｎｏ１２



　注：同一指标不同字母表示具有显著差异（ｐ＜０．０５）。

下同

图１　脂肪酶种类对粗产物中２－ＭＡＧ含量的影响

　　实验过程中发现，ＬｉｐｏｚｙｍｅＲＭＩＭ、ＬｉｐａｓｅＤＦＩＭ、
ＬｉｐａｓｅＡＹＳ在醇解反应体系中无任何催化活性，原
料油没有发生醇解反应，反应后无 ＤＡＧ和 ＭＡＧ生
成，这主要是因为在极性醇的反应介质中，极性溶剂

会“夺取”脂肪酶催化中心的水分，使这些酶脱水而

失活［１２］。不同的脂肪酶对乙醇的耐受性不同［１３］，

Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５、ＬｉｐａｓｅＣＬＩＭ在醇解合成２－ＭＡＧ反
应中表现出良好的乙醇耐受性和 ｓｎ－１，３位特异
性，可以催化 ＴＡＧ的醇解反应，生成２－ＭＡＧ。由
图１可知，Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５催化产物中ＤＡＧ和ＴＡＧ的
含量与 ＬｉｐａｓｅＣＬＩＭ的无显著差异（ｐ＞０．０５），但
２－ＭＡＧ的含量高，说明脂肪酶ＬｉｐａｓｅＣＬＩＭ可能进
一步催化２－ＭＡＧ醇解生成甘油和脂肪酸乙酯，故
Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５催化醇解合成 ２－ＭＡＧ的效率优于
ＬｉｐａｓｅＣＬＩＭ。

在醇解反应体系中，Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５通常具有ｓｎ－
１，３位特异性。Ｗａｔａｎａｂｅ等［１４］在针对乙醇醇解

ＴＡＧ的研究中发现，Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５具有强位置选择
性。Ｓｈｉｍａｄａ等［１５］研究表明，在一定的极性范围内

（溶剂极性不能过高，过高反而导致脂肪酶失

活［１３］），醇解时酶活性与溶剂极性呈正相关，且对多

种脂肪酸具有普适性。目前Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５的位置选
择特性已被应用于多个酶法合成１，３－二油酸甘油
二酯的研究中［１６－１７］。与 Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５一样，Ｌｉｐａｓｅ
ＣＬＩＭ也是来源于南极假丝酵母的脂肪酶，因此在
醇解体系中也被认为具有 ｓｎ－１，３位特异性，但在
本研究中其催化的产物中２－ＭＡＧ含量较低，可能
是因为不同的固定化方法影响了其位置选择性［１８］。

因此，Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５为酶法醇解合成２－ＭＡＧ最适
脂肪酶。

２．１．２　底物物质的量比的影响
按２．１．１，保持其他条件不变，脂肪酶选用

Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５，考察底物物质的量比对粗产物中２－
ＭＡＧ含量的影响，结果如图２所示。

图２　底物物质的量比对粗产物中２－ＭＡＧ含量的影响

　　在酶法醇解反应中，底物物质的量比能够直接
对反应产物组成造成影响。无水乙醇添加量不足，

则反应不能进行完全，产物中 ＴＡＧ和 ＤＡＧ的含量
过高；无水乙醇添加量过大，可能会影响脂肪酶的活

性：因此需选择合适的底物物质的量比。由图２可
知，随着底物物质的量比增加，产物中２－ＭＡＧ含
量呈先升后降趋势。当底物物质的量比由１∶１０增
加到１∶４０时，产物中 ２－ＭＡＧ含量达到最高，为
２９．５３％，这是由于无水醇添加量增加，其和微生物
油的反应更为充分，同时反应体系极性逐渐增强，脂

肪酶的ｓｎ－１，３位特异性也随之增加，促使反应向
正向进行。在底物物质的量超过 １∶４０之后，２－
ＭＡＧ含量有所下降，其原因可能是过量的无水乙醇
醇解ｓｎ－１，３位脂肪酸后，继续与ｓｎ－２位脂肪酸发
生反应所致。综上，为保证脂肪酶较强的 ｓｎ－１，３
位特异性，选择底物物质的量比为１∶４０。
２．１．３　溶剂种类的影响

按２．１．１，保持其他条件不变，脂肪酶选用
Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５，底物物质的量比１∶４０，考察溶剂种类
（乙醇、丙酮、正己烷、叔丁醇和二氯甲烷）对粗产物

中２－ＭＡＧ含量的影响，结果如图３所示。
不同溶剂具有不同极性，而溶剂极性与底物在

体系中的溶解度和脂肪酶的活性有密切关系。研究

发现，溶剂在一定的极性范围内，脂肪酶活性随着有

机溶剂极性增强而增加［１６］。同时，脂肪酶对于脂肪

酸位置的选择性也会受到溶剂极性的影响［１４］。由

图３可知，在极性反应体系中，叔丁醇是最佳的反应
介质，其 ２－ＭＡＧ的含量显著高于乙醇和丙酮中
的，ＤＡＧ含量在 ３种介质中无显著性差异（ｐ＞
００５），叔丁醇中 ＴＡＧ的含量最低。在非极性反应
体系中，正己烷体系中２－ＭＡＧ含量高于二氯甲烷
反应体系中的，而在二氯甲烷反应体系中ＴＡＧ的含
量显著高于正己烷体系中的。当极性反应溶剂为乙

醇和叔丁醇时，产物中２－ＭＡＧ的含量显著高于非
极性体系下的，原因一方面或为脂肪酶的活性中心

大多被一个α－螺旋的“盖结构”所覆盖，在非极性
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反应体系中，“盖结构”闭合，脂肪酶活性较低，而当

脂肪酶吸附于水油界面时，“盖结构”敞开，活性中

心暴露，脂肪酶活性大大提升［１９］，另一方面，１（３）－
ＭＡＧ的热力学稳定性大于 ２－ＭＡＧ，造成酰基转
移，产生更为稳定的１－ＭＡＧ，而极性溶剂中酰基转
移速率低于非极性溶剂中的［１７］。Ｌｉ等［１７］针对溶剂

中ＤＡＧ和ＭＡＧ的酰基转移现象研究显示，溶剂极

性与脂肪酸酰基转移速率呈负相关，极性越大，酰基

转移速率越小，２－ＭＡＧ在正己烷、二氯甲烷中酰基
转移速率常数（ｋ１）分别为０．０１９５、０．０１３７ｈ

－１，转

移速度较快，而在正丁醇和叔丁醇中２－ＭＡＧ酰基
转移速率常数（ｋ１）分别为０．００３７ｈ

－１和 ０．００３３
ｈ－１，转移速度较慢。本研究中在叔丁醇反应体系中
２－ＭＡＧ含量最高。因此，叔丁醇为反应最佳溶剂。

　　　　　
图３　溶剂种类对粗产物中２－ＭＡＧ含量的影响

２．１．４　溶剂添加量的影响
按２．１．１，保持其他条件不变，脂肪酶选用

Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５，底物物质的量比 １∶４０，溶剂为叔丁
醇，考察溶剂添加量对粗产物中２－ＭＡＧ含量的影
响，结果如图４所示。

图４　溶剂添加量对粗产物中２－ＭＡＧ含量的影响

　　溶剂添加量会影响底物的溶解，从而导致反应
效率的变化。因此，需要选定合适的溶剂添加量。

由图４可知，当溶剂添加量在１～３ｍＬ之间时，２－
ＭＡＧ含量随溶剂添加量增加而显著增加（ｐ＜
０．０５），当溶剂添加量大于３ｍＬ时，２－ＭＡＧ含量无
显著变化（ｐ＞０．０５）。综合考虑反应速率及成本，
最佳溶剂添加量为３ｍＬ。
２．１．５　反应温度及反应时间的影响

按２．１．１，保持其他条件不变，脂肪酶选用
Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５，底物物质的量比 １∶４０，溶剂为 ３ｍＬ
叔丁醇，考察反应时间和反应温度对粗产物中２－
ＭＡＧ含量的影响，结果如表１所示。

脂肪酶活性及稳定性受温度的影响极大［２０］，同

时根据动力学原理，不同温度条件下产物的酰基转

移速率也会不同，因此反应温度是影响产物中２－
ＭＡＧ含量的重要因素。另一方面，反应到达平衡需

要一定的时间，反应时间过短，底物无法完全反应，

ＴＡＧ和ＤＡＧ有很大部分没有转化为２－ＭＡＧ，产物
中２－ＭＡＧ含量偏低，反应时间过长，会导致 ２－
ＭＡＧ发生酰基转移，２－ＭＡＧ损失较多。
表１　反应温度和反应时间对粗产物中２－ＭＡＧ含量的影响

反应

时间／ｈ
２－ＭＡＧ含量／％

２５℃ ３０℃ ３５℃ ４０℃
２ ６．８８±０．８２ｂ ６．９８±０．６５ｂ ７．９３±０．７０ｂ １７．３０±１．１８ａ

４ １１．９７±０．９６ｂ １３．６１±０．３９ｂ １４．８７±１．７３ｂ ２０．９０±０．８５ａ

６ １５．９１±１．０６ｃ １８．３６±１．２２ｂｃ２０．６３±１．３４ｂ ２４．６８±０．８１ａ

８ ２３．１１±２．５０ｂ ３０．５８±１．９２ａ ３３．６３±０．３６ａ ２６．４５±１．４５ｂ

　注：同行中不同小写字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）

　　由表１可知，在４个不同的反应温度下，产物中
２－ＭＡＧ的含量均随反应时间延长而增加，说明在
８ｈ时２－ＭＡＧ酰基转移速率低于其合成速率。对
比不同温度下所得产物中２－ＭＡＧ含量可知，在反
应时间小于或等于６ｈ时，４０℃下产物中２－ＭＡＧ
含量最高，而在反应时间８ｈ时，３５℃下产物中２－
ＭＡＧ含量最高，原因可能为温度较高，初始反应速
率较快，在反应温度为４０℃时２－ＭＡＧ的酰基转移
速率较高，即使前期反应速度较快，但是长时间最终

产物中２－ＭＡＧ含量较低。在３５℃下反应８ｈ时，
粗产物中 ２－ＭＡＧ的含量为 ３３．６３％。理论上，
１ｍｏｌＴＡＧ经醇解反应后，生成 １ｍｏｌ２－ＭＡＧ和
２ｍｏｌ脂肪酸乙酯，粗产物中２－ＭＡＧ的最大含量
为３３．３％（物质的量分数），因此本实验所得产物中
２－ＭＡＧ的含量已接近理论最大值，如若再延长反
应时间可能导致酰基转移使目标产物含量降低。

综上所述，酶法醇解制备２－ＭＡＧ的最佳反应
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条件为以Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５脂肪酶为醇解用酶，脂肪酶
添加量４％，油与无水乙醇物质的量比１∶４０，溶剂为
叔丁醇，油溶比２∶３，反应温度３５℃，反应时间８ｈ。
在最佳条件下，粗产物中 ２－ＭＡＧ的含量高达
３３．６３％。
２．２　２－ＭＡＧ的纯化

根据１．２．２方法将最佳条件下反应所得醇解粗
产物进行纯化。结果表明，纯化产物中２－ＭＡＧ的
含量为 ９４．７９％，其中 ２－ＡＧ的含量为 ４０．７０％，
１－ＭＡＧ的含量为４．９２％。２－ＭＡＧ的纯化回收率
为８１．１３％。另外，本实验发现纯化前粗产物中不
存在１－ＭＡＧ，而纯化后所得产品中含有１－ＭＡＧ，
推测可能由于２－ＭＡＧ发生酰基转移，形成相对更
稳定的１－ＭＡＧ。
３　结　论

本实验主要研究了以富含花生四烯酸的微生物

油为原料，酶法醇解制备 ２－ＭＡＧ。结果表明，
Ｌｉｐｏｚｙｍｅ４３５脂肪酶在极性溶剂中具有良好的位置
选择性和乙醇耐受性，能够优先醇解 ｓｎ－１，３位脂
肪酸。在酶添加量４％、油与无水乙醇物质的量比
１∶４０、叔丁醇为溶剂、油溶比２∶３、反应温度３５℃、反
应时间 ８ｈ条件下，粗产物中 ２－ＭＡＧ含量为
３３６３％。经过纯化，最终产品中２－ＭＡＧ的含量为
９４．７９％，其中 ２－ＡＧ的含量为 ４０．７０％。综上所
述，脂肪酶催化富含花生四烯酸的微生物油乙醇解

反应可以得到高纯度的２－ＭＡＧ，其富含２－ＡＧ，为
其在食品、医药领域中的应用奠定了基础。
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