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摘要：设计了一种利用立体选择性相反的两种脂肪酶催化二次动力学拆分，由外消旋萘普生甲酯制备高光学纯度

（Ｓ）萘普生的方法。理论曲线预测，与简单的酶促动力学拆分反应相比，二次动力学拆分可以明显提高高光学纯
度产物的产率．根据几种脂肪酶在微水／异辛烷双液相反应体系中不对称水解萘普生甲酯的立体选择性和对映体
比率（Ｅ），首先选用Ｒ选择性的固定化南极假丝酵母脂肪酶（Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５）对外消旋萘普生甲酯进行第一次拆分，
然后选用Ｓ选择性的柱状假丝酵母脂肪酶（ＣＲＬ）对Ｓ过量的剩余底物萘普生甲酯在同样的反应体系中进行第二
次拆分．该二次拆分反应对映体过量值为９６．８％的（Ｓ）萘普生产率达１９．９％．
关键词：萘普生；二次动力学拆分；脂肪酶；不对称水解

中图分类号：Ｏ６４３．３２ 文献标志码：Ａ

　　萘普生（Ｎａｐｒｏｘｅｎ，化学名为２甲基６甲氧基
２萘乙酸）是解热镇痛、消炎抗风湿的主要药物，其
α位含有１个手性碳原子，存在（Ｓ）型和（Ｒ）型光
学异构体．萘普生的（Ｓ）构型的药效为其（Ｒ）构型
的２８倍，且（Ｒ）萘普生还会扰乱人体正常的脂代
谢［１］．为了提高药效，降低药物的毒副作用及正确
地评价药物，往往需要拆分获得对映体过量值

（ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｉｃｅｘｃｅｓｓ，ｅｅ）超过９６％的高光学纯度的
（Ｓ）萘普生进行临床使用．由于酶促拆分法具有反
应条件温和、环境污染小、拆分效率高、选择性高

的特点，利用脂肪酶进行动力学拆分已成为制备手

性化合物的有效手段之一［２］．对于简单的动力学拆
分反应，产物可达到的最大光学纯度，即对映体过

量值（ｅｅ）受到拆分反应的对映体比率 （Ｅｎａｎｉｔｏｍｅｒ
ｉｃｒａｔｉｏ，Ｅ）限制．根据公式 ｅｅｐｍａｘ＝（Ｅ１＋Ｅ×ｅｅ０＋
ｅｅ０）／（Ｅ＋１＋Ｅ×ｅｅ０ｅｅ０）（ｅｅｐｍａｘ为产物的最大对映
体过量值，ｅｅ０为初始底物的对映体过量值）

［３］，对

于Ｅ＝２０的一次拆分反应，产物的最大光学纯度仅
能达到９０．５％．同时，受质量作用的影响，拆分过
程中，产物的对映体过量值还会随着产物产率的增

加而降低．高光学纯度产物的获得必须以牺牲产率
为代价．在无法通过改变反应条件、底物结构和酶
来提高动力学拆分反应的对映体比率（Ｅ）情况下，
利用二次拆分改变初始底物的对映体过量值（ｅｅ０）

可以明显提高一定产率下产物的光学纯度．然而目
前文献［４６］报道的脂肪酶催化二次拆分法或是将
第一次拆分反应的产物经过化学衍生化后作为第二

次拆分反应的底物，再对此底物使用与第一次拆分

过程相同选择性的脂肪酶进行第二次拆分；或是利

用脂肪酶在不同反应条件下可立体选择性地催化两

个方向（如水解和酯化）的反应，将第一次拆分反

应的产物直接作为第二次拆分反应的底物，通过改

变反应条件采用相同选择性的脂肪酶催化其逆反

应．前者的缺点是两次拆分过程中需插入一步化学
转变过程，后者的缺点是受反应热力学平衡的影

响，难以达到要求的产率．
我们选择立体选择性相反的两种酶进行二次拆

分．如图１所示，首先对外消旋萘普生甲酯采用Ｒ选
择性的Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶进行第一次拆分，然后，
将Ｓ过量的剩余底物萘普生甲酯直接作为第二次拆
分的底物，利用Ｓ选择性的 ＣＲＬ脂肪酶选择性地作
用于底物中的快反应异构体，以提高产物中Ｓ对映
异构体的光学纯度．理论曲线预测和实验结果表明，
高光学纯度（Ｓ）萘普生的产率明显得以提高．

１材料与方法
１．１材料

柱状假丝酵母脂肪酶（Ｃａｎｄｉｄａｒｕｇｏｓａｌｉｐａｓｅ，
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图１利用Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶和ＣＲＬ脂肪酶制备（Ｓ）萘普生的二次拆分方案
Ｆｉｇ．１ＳｃｈｅｍｅｏｆｄｏｕｂｌｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈＮｏｖｏｚｙｍ４３５ａｎｄＣＲＬｌｉｐａｓｅｆｏｒｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆ（Ｓ）Ｎａｐｒｏｘｅｎ

ＣＲＬ），猪胰 脂 肪 酶 （ｐｏｒｃｉｎｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃｌｉｐａｓｅ，
ＰＰＬ），麦芽脂肪酶（ｗｈｅａｔｇｅｒｍｌｉｐａｓｅ，ＷＧＬ）购自
Ｓｉｇｍａ公司，固定化南极假丝酵母脂肪酶（ｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄＣａｎｄｉｄａａｎｔａｒｃｔｉｃａｌｉｐａｓｅ，Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５）购自诺
维信生物技术有限公司，木瓜脂肪酶（Ｃａｒｉｃａｐａｐａ
ｙａｌｉｐａｓｅ，ＣＰＬ）购自广西南宁天绿生物制品有限公
司的木瓜粗酶并采用文献［７］方法纯化后获得．外
消旋萘普生购自上海美岚实业有限公司．
１．２分析方法

采用Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱ＣｈｉｒａｌｃｅｌＯＤＨ
手性柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）（ＤａｃｅｌＣｈｅｍｉｃａｌ
Ｉｎｄ．Ｌｔｄ）测定萘普生甲酯的对映体过量值（ｅｅｓ）和
产物萘普生的对映体过量值（ｅｅｐ）．色谱条件：流
动相：正己烷 ∶异丙醇＝９９．５∶０．５，流速：１．０
ｍＬ／ｍｉｎ，进样量：５μＬ）．采用日本岛津ＵＶ２５５０型
紫外可见分光光度计 ２７１ｎｍ测定底物的转化率
（Ｃ，Ｃ＝（反应初始阶段底物浓度反应终止阶段底
物浓度）／反应初始阶段底物浓度×１００％ ）．
１．３酶促动力学拆分反应

按照文献利用微水异辛烷反应体系中脂肪酶
催化的不对称水解反应进行萘普生动力学拆分［８］．
单酶催化的简单动力学拆分反应在１００ｍＬ磨口具
塞三角烧瓶中进行，向含有２５ｍＬ萘普生甲酯浓度
为１０ｍｇ／ｍＬ的异辛烷溶液中添加０．８ｍＬ磷酸缓
冲溶液（０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．０）和５００ｍｇ硅藻土作为
分散介质和微水固定介质构成的微水有机溶剂反
应体系，添加１００ｍｇ脂肪酶启动反应．在不同温
度、２００ｒｐｍ条件下振荡反应，不同时间从异辛烷
相中取样检测Ｃ和ｅｅｓ，并根据Ｃ＝ｅｅｓ／（ｅｅｓ＋ｅｅｐ）计
算获得ｅｅｐ．

采用同样的反应体系和反应条件进行脂肪酶催

化的二次拆分反应．在对消旋底物萘普生甲酯的第

一次拆分反应进行到一定转化率时倾出含有剩余底

物的异辛烷溶液终止反应，将含有剩余底物的异辛

烷溶液倒入含有１００ｍｇ第二种脂肪酶、０．８ｍＬ磷
酸缓冲溶液（０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．０）和５００ｍｇ硅藻土
的具塞三角烧瓶中继续进行反应，不同时间从异辛

烷相中取样检测Ｃ和ｅｅｓ，并根据Ｃ＝ｅｅｓ／（ｅｅｓ＋ｅｅｐ）
计算获得ｅｅｐ．反应结束后倾出含有剩余底物的异
辛烷溶液并对其进行Ｃ和 ｅｅｓ测定，沉淀用异辛烷
清洗３次后利用无水甲醇溶解产物进行 ｅｅｐ测定，
过滤除去脂肪酶和硅藻土后获得产物（Ｓ）萘普生．
１．４拆分效果的评价

利用脂肪酶催化萘普生甲酯不对称水解反应的

对映体比率（Ｅ）和对映体过量值（ｅｅ）来评价酶的拆
分效果．Ｅ值计算公式为［３］：

Ｅ＝ｌｎ［（１Ｃ）（１ｅｅｓ）］／ｌｎ［（１Ｃ）（１＋ｅｅｓ）］
上述公式中的 Ｃ为转化率，ｅｅｓ为底物对映体

过量值．
ｅｅ值计算公式为：
ｅｅ＝（ＲＳ）／（Ｒ＋Ｓ）
其中Ｒ、Ｓ分别为两种对映体的含量．

１．５萘普生甲酯的合成
萘普生甲酯通过经典的方法使用萘普生、亚硫

酰氯和甲醇合成［９］，在冰水浴冷却搅拌条件下，１５
ｍＬ（０．２ｍｏｌ）亚硫酰氯逐滴加入 ２５０ｍＬ萘普生
（０．１２ｍｏｌ）的甲醇溶液中，回流２．５ｈ，反应结束后
蒸出溶剂，在５％ 碳酸氢钠和石油醚中分配得到萘
普生甲酯，经薄层层析分析仅含有萘普生甲酯斑，

无萘普生斑，红外图谱与标准品一致．

２结果与讨论
２．１脂肪酶的选择

为了选择适合于二次拆分反应的脂肪酶，根据
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前期的工作基础，在微水异辛烷反应体系中对文
献中几种常用的商品化脂肪酶进行催化萘普生甲酯

不对称水解反应评价．发现在该反应体系中ＰＰＬ脂
肪酶无法催化萘普生甲酯水解，Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪
酶可以选择性催化Ｒ型萘普生甲酯水解，其它脂肪
酶可以催化Ｓ型萘普生甲酯水解．其中Ｓ型异构体

选择性的ＣＲＬ脂肪酶具有较高的立体选择性（Ｅ＝
５０），Ｒ型异构体选择性的Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶具有
中等偏低的立体选择性（Ｅ＝１７）．因此分别选择 Ｒ
型异构体选择性的Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶和Ｓ型异构
体选择性的 ＣＲＬ脂肪酶作为催化第一次拆分和第
二次拆分反应的酶进行二次动力学拆分．

表１微水异辛烷双液相反应体系中脂肪酶催化萘普生甲酯不对称水解反应的动力学参数
Ｔａｂｌｅ１ＫｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｌｉｐａｓｅｓｃａｔａｌｙｚｅｄａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＮａｐｒｏｘｅｎｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｉｎ

ｍｉｃｒｏａｑｕｅｏｕｓｉｓｏｏｃｔａｎｅｂｉｐｈａｓｅｓｙｓｔｅｍ

Ｌｉｐａｓｅｓ
Ｔｉｍｅ
／ｈ

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
／（℃）

ｅｅｐ
／（％）

ｅｅｓ
／（％）

Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
／（％）

Ｓｔｒｅｒｅｏｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｅ

ＣＲＬ １２０ ３０ ９５．１ ２２．６ １９．２ Ｓ ５０

Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５ ９６ ４０ ８７．０ １６．６ １５．９ Ｒ １７

ＣＰＬ １４４ ３０ ９２．６ １１．２ １０．８ Ｓ ２９

ＷＧＬ １４４ ３０ － － ２．３ Ｓ －

ＰＰＬ １４４ ３０ － － ０．０ － －

２．２单酶催化的简单动力学拆分
酶催化简单动力学拆分反应是指经过一次拆分

将底物萘普生甲酯的一对对映异构体分离的方法．
采用ＣＲＬ脂肪酶和Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶分别催化萘
普生甲酯不对称水解反应．图２和图３显示了剩余
底物和产物的对映体过量值与拆分反应的转化率之

间关系的实验结果和理论曲线．如图所示，反应的
最初阶段产物的对映体过量值（ｅｅｐ）最大，随着反
应的进行，由于底物中慢反应异构体的比例增加，

质量作用导致产物的对映体过量值（ｅｅｐ）随转化率
增加而降低．同产物对映体过量值（ｅｅｐ）的降低相
反，底物的对映体过量值（ｅｅｓ）随反应的进行而增
加．根据理论曲线预测，在拆分反应的最初阶段和
近终点，能获得较高光学纯度的产物和剩余底物，

但化学产率均较低．
２．３二次拆分法提高光学纯度及化学产率

对于Ｓ型异构体选择性的 ＣＲＬ脂肪酶催化的
萘普生甲酯不可逆水解反应，由于立体选择性较强

图２ＣＲＬ脂肪酶催化萘普生甲酯动力学拆分的对映体过量值随转化率变化关系
Ｆｉｇ．２Ｔｈｅｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｉｃｅｘｃｅｓｓ（ｅｅ）ａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ（Ｃ）ｆｏｒＣＲＬｌｉｐａｓｅｃａｔａｌｙｚｅｄｋｉｎｅｔｉｃｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ

ｒａｃｅｍｉｃＮａｐｒｏｘｅｎｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ

ＴｈｅｃｕｒｖｅｓｗｅｒｅｃｏｍｐｕｔｅｒｇｅｎｅｒａｔｅｄｆｒｏｍｅｑｕａｔｉｏｎＥ＝ｌｎ［（１Ｃ）（１ｅｅｓ）］／ｌｎ［（１Ｃ）（１＋ｅｅｓ）］
［３］（ｓｕｂｓｔｒａｔｅ）ａｎｄ

Ｅ＝ｌｎ［１Ｃ（１＋ｅｅｐ）］／ｌｎ［１Ｃ（１ｅｅｐ）］（ｐｒｏｄｕｃｔ）
［３］ｆｏｒＥ＝１７ａｎｄｔｈｅｓｙｍｂｏｌｓｓｈｏｗｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄａｔａ．
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图３Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶催化萘普生甲酯动力学拆分的对映体过量值随转化率变化关系
Ｆｉｇ．３Ｔｈｅｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｉｃｅｘｃｅｓｓ（ｅｅ）ａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ（Ｃ）ｆｏｒＮｏｖｏｚｙｍ４３５ｌｉｐａｓｅｃａｔａｌｙｚｅｄｋｉｎｅｔｉｃ
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（Ｅ＝５０），通过在低转化率时终止简单拆分反应，
还是可以获得高光学纯的产物的，但这种高光学纯

度的获得是以牺牲产率为代价的．为了得到高光学
纯的产物，只能将拆分反应终止在最初阶段，分得

低产率的产物．根据方程 ｅｅｐｍａｘ＝（Ｅ１＋Ｅ×ｅｅ０＋
ｅｅ０）／（Ｅ＋１＋Ｅ×ｅｅ０ｅｅ０）（ｅｅｐｍａｘ为产物的最大对映
体过量值，ｅｅ０为初始底物的对映体过量值）

［３］，该

拆分反应产物的最大对映体过量值为 ９６．１％．同
时，受质量作用的影响，拆分过程中，产物的对映

体过量值还会随着产物产率的增加而降低．由图２
理论曲线推测，如要求产物的对映体过量值（ｅｅｐ）
达到９５．０％，那么，反应必须终止在１８．０％的底物
转化率，此时产物的产率为１８．０％；如果要求产物
的对映体过量值（ｅｅｐ）达到９６．０％，那么，反应必
须在１．０％的底物转化率下终止，此时产物的产率
仅为１．０％．可见，采用 ＣＲＬ脂肪酶催化的简单动
力学拆分反应，无法以较高的化学产率获得高光学

纯度（对映体过量值超过９６％）的产物．
采用计算机对公式［１Ｃ（１＋ｅｅｐ）／（１＋ｅｅ０）］＝

［１Ｃ（１ｅｅｐ）／（１ｅｅ０）］
Ｅ作图（图４）可以看出，除

了通过筛选对映体比率（Ｅ）高的酶外，使用快反应
异构体过量的底物（ｅｅ０＞０）代替外消旋底物（ｅｅ０＝
０），可以提高产物的最大对映体过量值并在较高的

化学产率下获得高光学纯度的产物．如果采用Ｒ选
择性的脂肪酶（Ｅ＝２０）首先对外消旋底物萘普生甲
酯进行第一次拆分，根据方程进行理论计算，在底

物转化率 Ｃ＝１８．６％时可以获得 ｅｅｓ＝２０．０％的 Ｓ
过量的剩余底物．对该剩余底物采用Ｓ选择性的脂
肪酶（Ｅ＝５０）进行第二次拆分．根据方程 ｅｅｐｍａｘ＝
（Ｅ１＋Ｅ×ｅｅ０＋ｅｅ０）／（Ｅ＋１＋Ｅ×ｅｅ０ｅｅ０），该拆分反应
产物的最大对映体过量值为９７．４％．由图４理论曲
线推测，由于快反应底物过量，在同样要求产物的

ｅｅｐ达到９５．０％时，反应可以终止在３５．０％的底物
转化率，此时产物的产率为（１１８．６％）×３５．０％＝
２８．５％；高于单酶催化１８．０％的产物产率；而如果要
求产物的ｅｅｐ达到９６．０％，反应可以终止在２７．０％
的底物转化率，此时产物的产率为（１－１８．６％）×
２７．０％＝２２．０％，明显高于单酶催化１．０％的产物产
率．可见，此方法能以较高的化学产率获得高光学纯
度（对映体过量值大于９６％）的产物．
　　据此，根据理论曲线指导，首先采用Ｒ选择性
的Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶对外消旋底物萘普生甲酯进
行第一次拆分．如图５（ａ）所示，底物转化率和剩余
底物的对映体过剩值（ｅｅｓ）均随时间呈上升趋势．
但反应前期转化率和剩余底物的对映体过剩值

（ｅｅｓ）上升较快，反应９６ｈ后趋于平缓，酶反应速率
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图４不同的初始底物对映体过量值（ｅｅ０）和对映体比率（Ｅ）下产物对映体过量值随转化率变化理论曲线
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ｉｎｉｔｉａｌｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｉｃｅｘｃｅｓｓ（ｅｅ０）ａｎｄｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｉｃｒａｔｉｏ（Ｅ）

明显降低．这主要是由于快反应异构体（Ｒ）萘普生
甲酯的消耗造成的．因此在反应 ９６ｈ转化率达
１８．０％时停止反应，此时剩余底物的对映体过量值
为ｅｅｓ＝１９．１％．将含有该剩余底物（Ｓ）萘普生甲
酯的异辛烷溶液倒入含有 ＣＲＬ脂肪酶的反应体系
中继续进行二次拆分反应．如图５（ｂ）所示，在此反

应过程中，产物（Ｓ）萘普生的对映体过量值（ｅｅｐ）
变化很小，几乎呈一水平直线，如果实验选取

１４４ｈ作为酶促拆分的反应时间，此时，酶催化萘
普生的转化率达 ２２．６％，产物对映体过剩值为
９６．８％．产物（Ｓ）萘普生的产率为（１％ ～１８．０％）
２２．６％＝１８．５％．

图５Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶（ａ）和ＣＲＬ脂肪酶（ｂ）催化萘普生甲酯不对称水解反应的时间曲线
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３结论
Ｒ选择性的Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶催化萘普生甲酯

不对称水解反应的对映体比率中等偏低（Ｅ＝１７），尽
管Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶催化萘普生甲酯不对称水解
的速度较快，但很难用于（Ｓ）萘普生制备的动力学
拆分反应．本文将其与Ｓ选择性的ＣＲＬ脂肪酶结合
进行二次拆分反应．通过Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５脂肪酶催化Ｒ

异构体水解来提高剩余底物中Ｓ异构体含量，从而
使ＣＲＬ脂肪酶催化底物萘普生甲酯不对称水解反应
可以在较高的产率下获得高光学纯度产物（对映体过

量值超过９６％）．我们通过改变第二次拆分反应所用
酶的拆分方向，将第一次拆分得到的剩余底物不需

要特殊处理就直接应用于第二次拆分反应，避免了

引入化学衍生步骤．同时由于两次拆分使用的反应
体系完全相同，简化了拆分过程，为制备高光学纯度
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萘普生提供了另一条有效途径．
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