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酶促水解法拆分布洛芬乙酯的工艺研究
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摘要: 以布洛芬乙酯为反应底物ꎬ 探索了酶促水解法拆分布洛芬的工艺. 以曲拉通 Ｘ￣１００ 为表面活性剂ꎬ 利用南

极假丝酵母脂肪酶 Ｂ(ＣＡＬ￣Ｂ)催化拆分外消旋布洛芬乙酯ꎬ 并对表面活性剂含量、 有机溶剂种类和添加量、 酶量、
缓冲溶液 ｐＨ、 温度及时间等反应条件进行了优化ꎬ 得到的最佳反应条件为: 在 ｐＨ 为 ９.０ 的缓冲溶液中ꎬ 添加

８０ ｍｇ曲拉通 Ｘ￣１００、 ５０ μＬ 二氯甲烷和 １５ ｍｇ ＣＡＬ￣Ｂꎬ 于 ３０ ℃下反应 ４８ ｈꎬ 在该条件下ꎬ Ｓ￣布洛芬乙酯的剩余率

(Ｃ)为 ６５％ꎬ 布洛芬乙酯的对映体过量值(ｅｅｓ)为 ９４％.
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　 　 布洛芬是一种重要的非甾体抗炎药ꎬ 具有镇

痛、 退热等作用ꎬ 可以缓解风湿性关节炎和骨关节

炎等[１－２] . 布洛芬分子中存在一个手性中心ꎬ 故具

有一对对映体: Ｓ￣布洛芬和 Ｒ￣布洛芬[３] . 药理实验

表明ꎬ 布洛芬的药理活性主要由 Ｓ￣型体现ꎬ 而 Ｒ￣型
则可引起红疹、 胃灼热、 恶心呕吐等副作用[４－５] . 在
临床上ꎬ 使用 Ｓ￣布洛芬不仅可降低诱发潜在毒性的

可能性ꎬ 而且可减少缓释剂、 控释剂等制剂的使

用[６] . 所以对外消旋布洛芬进行手性拆分ꎬ 在减少

用药量和毒副作用等方面具有重要意义.
布洛芬的拆分有两种途径: 布洛芬的选择性酯

化和布洛芬酯的选择性水解[７－９]ꎬ 通过布洛芬的酯

化反应进行拆分的报道较多[１０－１２]ꎬ 而通过选择性

水解反应进行布洛芬拆分的报道还很有限ꎬ 且拆分

效果也较差[１３－１５] .
酶促拆分法因其对映体选择性好、 反应条件

温和、 对环境友好等优点而备受关注[１６－１８] ꎻ 利用

脂肪酶的立体选择性对外消旋布洛芬进行手性拆

分是获得单一对映体的有效途径之一[１９－２１] . 基于

此ꎬ 我们以布洛芬酯为反应底物ꎬ 缓冲溶液为主

要反应介质ꎬ 脂肪酶为生物催化剂ꎬ 通过对布洛

芬酯的结构、 表面活性剂、 缓冲溶液 ｐＨ、 反应温

度及添加有机溶剂等反应条件的优化ꎬ 大大提高

了通过布洛芬乙酯的选择性水解反应进行布洛芬

拆分的效果.

１ 实验部分

１.１ 试剂与仪器

布洛芬(质量分数 ９８％)、 曲拉通 Ｘ￣１００、 南极

假丝酵母脂肪酶(ＣＡＬ￣Ｂꎬ 固定在来自酵母的重组

体的免疫珠 １５０ 上)ꎬ 上海阿拉丁生化科技股份有

限公司ꎻ 正己烷(色谱纯)、 异丙醇(色谱纯)ꎬ 西陇

科学股份有限公司ꎻ 其它试剂均为国产分析纯. 所

有试剂使用前未经任何处理.
高效液相色谱(ＨＰＬＣꎬ Ｗａｔｅｒｓ￣２７０７)ꎬ 江苏迪

沃特仪器设备科技有限公司.
１.２ 布洛芬乙酯的合成[２２]

将 ２ ｇ 布洛芬和 ５ ｍＬ 乙醇加入 ２５ ｍＬ 具塞锥

形瓶中ꎬ 滴加 ３~５ 滴浓硫酸ꎬ 于 ６０ ℃恒温培养振

荡器(２００ ｒ / ｍｉｎ)中反应 ４ ｈꎬ 旋蒸除去乙醇ꎻ 粗产

物通过柱层析分离纯化〔洗脱剂为 Ｖ(乙酸乙酯) ∶
Ｖ(石油醚)＝ １ ∶ ５〕得到目标产物.
１.３ 布洛芬乙酯的水解反应

在 １０ ｍＬ 具塞锥形瓶中分别加入 ０. １ ｍｍｏｌ
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(０.０２３４ ｍｇ)布洛芬乙酯、 １５ ｍｇ ＣＡＬ￣Ｂ、 ８０ ｍｇ 曲

拉通 Ｘ￣１００、 ５０ μＬ 二氯甲烷和 ９５０ μＬ 缓冲溶液

(硼砂￣硼酸ꎬ ｐＨ ９. ０)ꎬ 于 ３０ ℃ 恒温培养振荡器

(２００ ｒ / ｍｉｎ)中反应 ４８ ｈꎬ 反应结束后用乙酸乙酯

萃取ꎬ 萃取液用高效液相色谱仪测定剩余 Ｓ￣布洛芬

乙酯的含量和光学纯度.
１.４ 分析方法

色 谱 柱: Ｃｈｉｒａｌｐａｋ ＡＤ￣Ｈ ( Ｄａｉｃｅｌ ｃｈｅｍｉｃａｌꎬ
４.６ ｍｍ×２５０ ｍｍ)ꎬ 流动相: 正己烷￣异丙醇(体积比

为 ９９ ∶ １)ꎬ 流速: １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ 检测器波长: ２２５ ｎｍꎬ
柱温: ２５ ℃ . Ｓ￣布洛芬乙酯剩余率(Ｃ)和对映体过

量值(ｅｅｓ)的计算公式如下:

Ｃ ＝ Ｓ
Ｓ０

ｅｅｓ ＝
Ｓ － Ｒ
Ｓ ＋ Ｒ

式中ꎬ Ｓ０为水解反应前 Ｓ 型布洛芬乙酯的量ꎻ Ｓ 和

Ｒ 为水解反应后ꎬ Ｓ 和 Ｒ 型布洛芬乙酯的剩余量.

２ 结果与讨论

２.１ 表面活性剂对酶促拆分布洛芬乙酯效果的影响

在反应体系中分别加入了不同的表面活性剂ꎬ
考察其对 ＣＡＬ￣Ｂ 催化拆分布洛芬乙酯的转化率和

对映体选择性的影响ꎬ 结果如表 １ 所示. 反应条件:
０.０２３４ ｇ(０.１ ｍｍｏｌ)布洛芬乙酯ꎬ １０ ｍｇ ＣＡＬ￣Ｂꎬ １００
ｍｇ 表面活性剂ꎬ １ ｍＬ 缓冲溶液(ｐＨ ＝ ７.０)ꎬ ３０ ℃
反应 ３ ｄ.

由表 １ 可知ꎬ 加入曲拉通 Ｘ￣１００ 时的拆分效果

最好ꎬ 得到了 ８３％的 Ｃ 和 ６０％的 ｅｅｓ值ꎻ 吐温 ６０ 和

吐温 ２０ 的效果也较好ꎬ 分别得到了 ５２％和 ５４％的

ｅｅｓ值ꎬ 但 Ｃ 较低ꎬ 分别为 ２０％和 ２４％. 而聚乙二醇

８００ 和聚乙二醇 １０ ０００ 的效果则较差ꎬ 加入聚乙二

醇辛基苯基醚后则基本没有对映体选择性. 因此ꎬ
选择曲拉通 Ｘ￣１００ 为最佳的表面活性剂.

表 １ 表面活性剂对酶促拆分布洛芬乙酯效果的影响

Ｔａｂｌｅ １ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ ｏｎ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ

Ｅｎｔｒｙ Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ Ｃ / ％ ｅｅｓ / ％

１ Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ８００ ９ １９

２ Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ１００００ ７ １５

３ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ ８３ ６０

４ Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ＧｌｙｃｏｌＯｃｔｙｌｐｈｅｎｏｌ Ｅｔｈｅｒ ２０ １

５ Ｔｗｅｅｎ ６０ ２０ ５２

６ Ｔｗｅｅｎ２０ ２４ ５４

　 　 接下来又考察了曲拉通添加量(５０~２００ ｍｇ)对
水解拆分效果的影响. 由图１可知ꎬ 当曲拉通的用

图 １ 表面活性剂用量对酶促拆分效果的影响

Ｆｉｇ.１ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ ｄｏｓａｇｅ ｏｎ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

量为 ８０ ｍｇ 时ꎬ Ｃ 和 ｅｅｓ值分别为 ７６％和 ６８％ꎻ 当曲

拉通的用量低于 ８０ ｍｇ 时ꎬ 尽管 ｅｅｓ值有所提高ꎬ 但

Ｃ 却大幅降低ꎻ 而当曲拉通的用量高于 ８０ ｍｇ 时ꎬ Ｃ
有所提高ꎬ 但其 ｅｅｓ值却明显降低. 因此ꎬ 综合考虑

Ｃ 值和 ｅｅｓ值ꎬ 选择 ８０ ｍｇ 为曲拉通的最佳用量.
２.２ 添加有机溶剂对酶促拆分效果的影响

反应介质对酶促反应影响极大ꎬ 不仅影响酶的

活性ꎬ 还会影响反应底物及酶的溶解度. 因此向缓

冲溶液中加入不同的有机溶剂来考察反应介质对水

解拆分效果的影响ꎬ 结果如表 ２ 所示. 反应条件:
０.０２３４ ｇ( ０. １ ｍｍｏｌ) 布洛芬乙酯ꎬ １０ ｍｇ ＣＡＬ￣Ｂꎬ
８０ ｍｇ曲拉通 Ｘ￣１００ꎬ ５０ μＬ 有机溶剂ꎬ ９５０ μＬ 缓冲

溶液(ｐＨ＝ ７.０)ꎬ ３０ ℃反应 ３ ｄ.
由表 ２ 可知ꎬ 加入二氯甲烷的酶促拆分效果较

好ꎬ 得到了８５％Ｃ值和６８％的ｅｅｓ值ꎻ 加入正己烷后
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表 ２ 添加有机溶剂对酶促拆分效果的影响

Ｔａｂｌｅ ２ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｄｉｎｇ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ ｏｎ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｅｎｔｒｙ Ｓｏｌｖｅｎｔ Ｃ / ％ ｅｅｓ / ％

１ Ｈｅｘａｎｅ ３１ ７１

２ ＣＨ２Ｃｌ２ ８５ ６８

３ ＤＣＥ ｔｒａｃｅ ０

４ ＣＨＣｌ３ ｔｒａｃｅ ０

５ Ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ ｔｒａｃｅ ０

６ ＴＨＦ ｔｒａｃｅ ０

Ｓ￣布洛芬乙酯的剩余率较低ꎻ 而添加其它溶剂后ꎬ
水解反应几乎不能发生. 紧接着又考察了二氯甲烷

添加量(２０~３００ μＬ)对酶促拆分效果的影响ꎻ 由表

３ 可知ꎬ 当添加 ５０ μＬ 二氯甲烷时ꎬ 拆分效果较好ꎬ
因此选择添加 ５０ μＬ 二氯甲烷进行后续研究.

表 ３ 二氯甲烷添加量对酶促拆分效果的影响

Ｔａｂｌｅ ３ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＣＨ２Ｃｌ２ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｅｎｔｒｙ ＣＨ２Ｃｌ２ / μＬ Ｃ / ％ ｅｅｓ / ％

１ ２０ １８ ７１

２ ５０ ８５ ６８

３ ８０ ８８ １１

４ １００ ８７ １６

５ ２００ ｔｒａｃｅ ０

６ ３００ ｔｒａｃｅ ０

２.３ 酶量对酶促拆分效果的影响

接下来考察了 ＣＡＬ￣Ｂ 用量对拆分效果的影响ꎬ
结果如图 ２ 所示. 反应条件: ０.０２３４ ｇ(０.１ ｍｍｏｌ)布
洛芬乙酯ꎬ ５~ １８ ｍｇ ＣＡＬ￣Ｂꎬ ８０ ｍｇ 曲拉通 Ｘ￣１００ꎬ
５０ μＬ 二氯甲烷ꎬ ９５０ μＬ 缓冲溶液(ｐＨ ＝ ７.０)ꎬ ３０
℃反应 ３ ｄ.

由图 ２ 可得ꎬ 随着 ＣＡＬ￣Ｂ 用量的增加ꎬ Ｃ 值逐

渐减少ꎬ 而 ｅｅｓ值则在酶量为 １５ ｍｇ 时取得最高值

８７％. 综合考虑 Ｃ 值和 ｅｅｓ值ꎬ 选择 １５ ｍｇ 为 ＣＡＬ￣Ｂ
最佳用量.
２.４ 温度对酶促拆分效果的影响

温度不仅影响水解反应速率ꎬ 还会影响酶的结

构和活性. 因此ꎬ 进一步考察了温度对酶促拆分效

图 ２ ＣＡＬ￣Ｂ 用量对酶促拆分效果的影响

Ｆｉｇ.２ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｌｏａｄｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

果的影响ꎬ 结果如图 ３ 所示. 反应条件: ０.０２３４ ｇ
(０.１ ｍｍｏｌ)布洛芬乙酯ꎬ １０ ｍｇ ＣＡＬ￣Ｂꎬ ８０ ｍｇ 曲拉

通 Ｘ￣１００ꎬ ５０ μＬ 二氯甲烷ꎬ ９５０ μＬ 缓冲溶液(ｐＨ＝
７.０)ꎬ ２０~６０ ℃反应 ３ ｄ.

图 ３ 温度对酶促拆分效果的影响

Ｆｉｇ.３ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

　 　 综合考虑 Ｃ 值和 ｅｅｓ值ꎬ 最终选择 ３０ ℃为最适

反应温度.
２.５　 ｐＨ 对酶促拆分效果的影响

缓冲溶液的 ｐＨ 也是影响拆分效果的重要因

素ꎬ 因此探索了 ｐＨ 对水解拆分效果的影响ꎬ 结果

如表 ４ 所示. 反应条件: ０.０２３４ ｇ(０.１ ｍｍｏｌ)布洛芬

乙酯ꎬ １５ ｍｇ ＣＡＬ￣Ｂꎬ ８０ ｍｇ 曲拉通 Ｘ￣１００ꎬ ５０ μＬ 二

氯甲烷ꎬ ９５０ μＬ 缓冲溶液(ｐＨ ＝ ６.０ ~ １０.０)ꎬ ３０ ℃
反应 ３ ｄ.
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由表 ４ 可知ꎬ 当 ｐＨ 为 ９.０ 时ꎬ ｅｅｓ值最高ꎬ 可达

到 ９８％ꎬ 但 Ｃ 值仅有 ３７％ꎻ 当 ｐＨ 大于或小于 ９.０
时ꎬ 虽然其 Ｃ 值较大ꎬ 但 ｅｅｓ值却较低ꎬ 因此ꎬ 选择

ｐＨ ９.０ 为缓冲溶液的最佳 ｐＨ 值.

表 ４ ｐＨ 对酶促拆分效果的影响

Ｔａｂｌｅ ４ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｅｎｔｒｙ ｐＨ Ｃ / ％ ｅｅｓ / ％

１ ６.０ ７２ ６０

２ ７.０ ５２ ８７

３ ８.０ ８１ ７１

４ ８.７ ４１ ９１

５ ９.０ ３７ ９８

６ ９.３ ３０ ７３

７ １０.０ ８７ ７２

２.６ 反应时间对酶促拆分效果的影响

最后对反应时间进行优化ꎬ 结果如图 ４ 所示.
反应条件: ０.０２３４ ｇ(０.１ ｍｍｏｌ)布洛芬乙酯ꎬ １５ ｍｇ
ＣＡＬ￣Ｂꎬ ８０ ｍｇ 曲拉通 Ｘ￣１００ꎬ ５０ μＬ 二氯甲烷ꎬ
９５０ μＬ缓冲溶液(ｐＨ＝ ９.０)ꎬ ３０ ℃反应 １２~９６ ｈ.
　 　 随着反应时间的延长ꎬ Ｃ 值逐渐降低ꎬ ｅｅｓ值则

逐 渐增大ꎻ 当反应４８ ｈ 时ꎬ ｅｅｓ 值为９４％ꎬ Ｃ值为

图 ４ 反应时间对酶促拆分效果的影响

Ｆｉｇ.４ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

６３％ꎻ 继续增加反应时间ꎬ ｅｅｓ值虽然有所提高ꎬ 最

高可达到 ９８％ꎬ 但 Ｓ￣布洛芬乙酯的剩余率却较低.
因此ꎬ 最终选择 ４８ ｈ 为最佳反应时间.

综上所述ꎬ ＣＡＬ￣Ｂ 催化拆分布洛芬乙酯的最佳

反应条件为: 在 ９５０ μＬ 缓冲溶液(ｐＨ＝ ９.０)中加入

０.０２３４ ｇ (０. １ ｍｍｏｌ) 布洛芬乙酯、 １５ ｍｇ ＣＡＬ￣Ｂ、
８０ ｍｇ曲拉通 Ｘ￣１００ 和 ５０ μＬ 二氯甲烷ꎬ 于 ３０ ℃恒

温培养振荡器中反应 ４８ ｈ(２００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ ｅｅｓ值可达

９４％ꎬ Ｃ 值为 ６３％(图 ５).

图 ５ 反应体系的高效液相色谱图

Ｆｉｇ.５ Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
Ｐｅａｋ １: Ｓ￣ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒꎻ Ｐｅａｋ ２: Ｒ￣ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒꎻ Ｐｅａｋ ３: Ｓ￣ｉｂｕｐｒｏｆｅｎꎻ Ｐｅａｋ ４: Ｒ￣ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ
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３ 底物拓展

底物结构也是影响酶促反应立体选择性的一个

重要因素. 在确定了酶促拆分的最佳条件后ꎬ 又选

取了一系列的布洛芬酯进行酶促水解反应ꎬ 结果如

表 ５ 所示. 由表 ５ 可知ꎬ ＣＡＬ￣Ｂ 仅对布洛芬乙酯的

拆分效果较好ꎬ 对布洛芬甲酯和布洛芬丙酯的拆分

效果较差ꎻ 而其它结构的布洛芬酯ꎬ 水解反应几乎

不发生. 因此ꎬ 我们仅选择布洛芬乙酯作为酶促水

解拆分的底物.

表 ５ 不同结构布洛芬酯的酶促拆分效果

Ｔａｂｌｅ ５ Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｅｓｔｅｒｓ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ

Ｅｎｔｒｙ ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｅｓｔｅｒ Ｃ / ％ ｅｅｓ / ％

１ Ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ ７２ ７６

２ Ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ ６３ ９４

３ Ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｐｒｏｐｙｌ ｅｓｔｅｒ ９０ ２３

４ Ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ ｅｓｔｅｒ ｔｒａｃｅ ０

５ Ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｂｕｔｙｌ ｅｓｔｅｒ ｔｒａｃｅ ０

６ Ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ ｉｓｏｂｕｔｙｌ ｅｓｔｅｒ ｔｒａｃｅ ０

４ 结论

我们建立了一种通过布洛芬乙酯的立体选择性

酶促水解反应拆分布洛芬的方法. 选择了多种结构

的布洛芬酯作为酶促反应底物ꎬ 但只有布洛芬乙酯

的拆分效果较好ꎬ 而供试脂肪酶中也只有 ＣＡＬ￣Ｂ 展

现出较好拆分活性. 在对拆分工艺进行优化时发

现ꎬ 向 ９５０ μＬ 的 ｐＨ ９.０ 缓冲溶液中加入 ８０ ｍｇ 曲

拉通 Ｘ￣１００ 作为表面活性剂时ꎬ 拆分效果明显改

善ꎻ 再添加 ５０ μＬ 二氯甲烷后ꎬ 拆分效果可达到

最佳.
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