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摘要 : 为进一步提高植物甾醇的脂溶性、 降低熔点 , 提出了一种在微波辐射条件下、 利用纳米金杂化 CRL 脂肪酶

为催化剂的植物甾醇油酸酯的合成方法 . 以植物甾醇的转化率为指标 , 通过响应面法确定合成植物甾醇酯的最

佳工艺条件 , 并对最优条件进行了验证 . 微波强化纳米金杂化 CRL 脂肪酶催化植物甾醇油酸酯的最优条件为 : 

AuNPs 粒径为 15 nm、 AuNPs-CRL 杂化酶的添加量为 8%、 微波功率为 320 W、 反应时间为 64 min, 在此优化条件

下测得植物甾醇的转化率为 91.24%±0.42%, 收率为 83.73%, 与预测值吻合度良好 . 
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植物甾醇（Phytosterol, PS）是一种结构类似于胆

固醇的天然甾体化合物 , 主要包括β- 谷甾醇、 豆甾

醇、 菜油甾醇等 , 广泛存在于植物的根茎、 叶、 花、 

果实、 种子中［1-3］. 植物甾醇最主要的功能是降低胆

固醇［4-7］, 此外它还具有抗氧化［8］、 预防癌症［9］和

动脉粥样硬化等生物活性功能［9-11］. 但由于它熔点

高（>140 ℃）、 油溶性差（25 ℃时约为 2%~3%）, 严重

限制了它在功能性食品中的功效和应用范围［12-13］. 

针对植物甾醇的酯化改性是降低其熔点、 增加其脂

溶性的有效手段 , 以植物甾醇和中长链脂肪酸进行

酶催化的酯化合成 , 能够有效地结合植物甾醇和脂

肪酸的功能优势 , 既提高了甾醇的脂溶性 , 又提高

了脂肪酸的稳定性 , 因此受到国内外学者的广泛关

注［14-16］. Hakalin 等［17］利用β- 谷甾醇为反应底物 , 

以 5 种不同碳链长度的油酸为酰基供体 , 进行酶催

化的酯化反应 , 并利用响应面实验优化最佳合成条

件 . 研究表明 Ophiostoma piceae （OPEr）酶能有效催

化合成谷甾醇酯 , 谷甾醇油酸酯在 34.7 ℃、  酶添加

量 7.5 U/mL、 酰基供体添加量为 22.8 mmol/L 的条件

下反应 343.4 min 后 , 得到底物游离甾醇的最大转化

率为 89.3±0.7%. Wang 等［18］利用 CRL 脂肪酶为催

化剂 , 催化植物甾醇与高油酸葵花籽油中的脂肪酸

（油酸含量 84%）进行反应 , 采用响应面法对合成工

艺进行优化 , 产物转化率在反应 2 h 后达到 96.8%, 

植物甾醇酯的收率为 92%. 研究表明制备的植物甾

醇酯具有较高的油溶性和氧化稳定性 , 从而扩大了

其在功能性食品领域的应用 . 

微波辐照技术在辅助催化反应中能够达到很好

的强化效果 . 微波是一种频率介于 300 MHz 到 300 

GHz 之间变化的电磁波 , 能够通过共振或弛豫现象

将能量转移到反应物中 , 通过诱导反应物分子的快

速迁移 , 达到减少热损失、 缩短反应时间、 减少能

耗的目的［19-20］. 所以与传统加热相比 , 微波加热更

加迅速快捷且温度均匀 , 不会出现传统加热外部温

度高内部温度低的现象 , 不存在温度滞后性［21-22］. 

尽管如此 , 在酶催化的非水相体系中通常采用的弱

极性或非极性的有机试剂作为反应介质 , 微波的热

效应受到影响 , 并且采用游离酶催化合成植物甾醇

酯时会出现酶团聚的现象 , 这势必会影响到最终的

转化率 . 因此 , 需要一种反应温和、 耗时短、 转化率

高 , 且能避免酶团聚的合成方法来进行植物甾醇油

酸酯的合成［23］. 纳米金具有较小的扩散限制、 较大

的比表面积和较高的酶担载量 , 并且其良好的生物

亲和性和微波辐射下产生的“热点效应”, 能够显著
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提高酶催化反应效率 , 因此可将其用于微波场强化

下的脂肪酶的催化反应中［24］. 

为解决以上问题 , 我们首先利用直接合成法合

成纳米金杂化的脂肪酶 , 然后在微波场辅助的条件

下 , 利用 AuNPs-CRL 纳米杂化酶催化合成植物甾醇

酯 . 通过控制变量法及响应面实验 , 探究 AuNPs 粒

径、 AuNPs-CRL 添加量、 微波功率、 微波时间对植

物甾醇转化率的影响 , 优化合成工艺 , 为植物甾醇

的酯化改性提供一种新方法 . 

1  材料与方法

1.1  实验材料与设备

植 物 甾 醇（源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司 , 纯 度 为

95%, 其中包含 41.54% 的β- 谷甾醇、 28.89% 的豆

甾醇、 23.76% 的菜油甾醇、 1.17% 的菜籽甾醇）, 油

酸（西陇科学股份有限公司 , 纯度为 99%）, 褶皱假丝

酵母脂肪酶（CRL）（700 U/mg, Sigma 公司）, 氯金酸（纯

度 99.9%, 国药集团上海试剂公司）, 正己烷、 甲苯、 

冰乙酸、 无水乙醇、 碳酸氢钠、 乙醚等试剂均为分

析纯 , 购自天津市天力化学试剂有限公司 . 

XH-100A 微波反应器 , 北京祥鹄科技有限公司 ; 

DHG-9053A 恒温鼓风干燥箱 , 上海一恒科学仪器有

限公司 ; SB25-12DTD 超声波清洗机 , 宁波新芝生物

科技有限公司 ; KH-2000 薄层色谱扫描仪 , 上海科

贺生化科技有限公司 ; Scion456 气相色谱仪 , 天美

（中国）科学仪器有限公司 ; RV8V 旋转蒸发仪 , 德国

IKA 公司 ; PerkinElmer 100 傅里叶变换红外光谱仪 , 

美国 PerkinElmer 公司 ; 2-16K 冷冻离心机 , Sigma 公

司 ; FDU-1200 冷冻干燥机 , 东京理化器械株式会社 . 

1.2  AuNPs-CRL杂化酶的制备

首先利用柠檬酸钠法制备纳米金［25］, 通过控制

反应体系中柠檬酸钠浓度来制备不同粒径的纳米金

溶液 . 将 HAuCl4 溶液（0.1 g/mL, 100 mL）倒入圆底烧

瓶中 , 并加热至溶液微沸 , 然后逐滴加入不同体积

的1%柠檬酸钠溶液, 混合均匀并继续加热2 min, 直

至溶液颜色由淡黄色逐渐转变为蓝黑色、 紫红色 , 

室温下静置冷却备用 . 通过 AuNPs 溶液在紫外分光

光度计下SPR吸收峰和450 nm处吸光度计算AuNPs

的粒径 , 计算方法参见公式（1）［26］. 通过该方法制得

平均粒径分别为 10、 12、 15、 17、 20 和 30 nm 的纳米

金溶液 .  

d = e 3.00×
Aspr

A450

-2.20	 （1）

其中 , Aspr 为 AuNPs 最高峰的吸光度值 ; A450 为

AuNPs 在 450 nm 处的吸光度值 . 

利用直接合成法构建AuNPs-CRL杂化酶. 将充

分混合均匀的CRL酶液（10 mg/mL, 14 mL）倒入100 mL 

的具塞三角瓶中 , 然后向反应瓶中加入 40 mL 制备

好的不同粒径的纳米金溶液 , 于 35 ℃的恒温培养箱

中静置 24 h. 借助脂肪酶分子上的巯基和二硫键 , 通

过与纳米金形成金硫键或二者之间的静电吸附作用

构建 AuNPs-CRL 纳米金属杂化酶 . 静置结束后 , 将

AuNPs-CRL 杂化酶溶液于 5 000 r/min 的条件下离心

10 min, 去除未反应的脂肪酶后将沉淀冷冻干燥得

到的利用不同粒径纳米金制备的 AuNPs-CRL 杂化

酶粉末 , 置于 4 ℃冰箱中冷藏备用 . 

1.3  植物甾醇酯的合成及检测方法

取 50 mL 三颈圆底烧瓶 , 并向其中分别加入一

定量充分干燥脱水的植物甾醇、 油酸 , 然后加入脱

水处理后的正己烷 10 mL, 充分混合均匀后 , 加入适

量 AuNPs-CRL 杂化酶 , 然后将反应瓶置于微波反应

器中 , 打开冷凝水 , 设置好微波功率及反应时间后

开始反应, 微波反应器如图1所示. AuNPs-CRL杂化

酶催化的植物甾醇油酸酯合成如图 2 所示 . 反应结

束后取出反应溶液 , 于 5 000 r/min 的条件下离心 10 

min 去除脂肪酶 , 将上清液用正己烷稀释适当倍数

后利用气相色谱检测底物转化率 . 

图 1  微波反应器示意图

Fig.1  Schematic diagram of microwave reactor

以外标法气相色谱进行植物甾醇的定量检测 , 

首先以不同浓度植物甾醇为横坐标 , 以植物甾醇

总峰面积为纵坐标 , 绘制标准曲线 , 并进行线性回

归方程的拟合 . 气相色谱使用 DB-5 HT 熔融石英毛

细管柱（30.0 m×0.25 mm×0.1 μm）为分离柱 , FID

检测器 , 载气为氮气 , 载气流速为 4.0 mL/min, 样品

进样量 1 μL, 分流比为 5∶1. 采用梯度升温的方式
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进行检测 , 初始柱温为 210 ℃, 保持 2 min, 然后以 

10 ℃/min的速度升温至310 ℃, 保持8 min, 进样器温

度为300 ℃, 检测器温度为320 ℃. 通过该方法得到植

物甾醇的线性方程为y=2 284.5x-4 049.4, R2 为0.999 4, 

表示拟合程度良好, 可用于植物甾醇的定量检测. 

通过反应前后植物甾醇的变化量计算植物甾醇

的转化率 , 具体计算方法如公式（2）. 

Conversion of phytosterols = 
W1-W2

W1
 ×100%	 （2）

其中 : W1 为反应前体系中甾醇含量（mol/L）; W2

图 2  AuNPs-CRL 杂化酶催化的植物甾醇油酸酯合成的示意图

Fig.2  Schematic illustration of synthesis of phytosterol oleate catalyzed by AuNPs-CRL hybridase

为酯化后反应体系中甾醇含量（mol/L）. 

1.4  反应条件优化

1.4.1  单因素实验

利用控制变量法分别研究AuNPs粒径、 AuNPs-CRL

杂化酶添加量、 微波功率、 微波反应时间对微波

强化 AuNPs-CRL 杂化酶合成植物甾醇酯转化率的

影响 . 初始反应条件为 : 植物甾醇 2.5 mmol, 油酸 

7.5 mmol, AuNPs-CRL 杂化酶的添加量为植物甾醇

质量的 10%（g/g）, 正己烷 10 mL, 分子筛 6 粒 , 反应温

度 45 ℃, 微波功率 480 W, 反应时间 80 min. 每组实

验重复 3 次 , 数据利用 SPSS 软件进行汇总分析 . 

1.4.2  响应面优化实验

综 合 单 因 素 的 实 验 结 果 , 选 择 AuNPs 粒 径、 

AuNPs-CRL 添加量、 微波功率和微波时间 4 个因素

进行 4 因素 3 水平的 Box-Behnken 响应面实验设计 , 

并用 Design-Expert 13 进行响应面分析 , 以此得到微

波强化纳米金杂化酶合成植物甾醇酯的最优条件 . 

因素水平表见表 1. 

表1  因素水平表

Table 1  Factor level table

Level

Factor

A（The particle size 

of AuNPs）/nm

B（The amount 

of enzyme）/%

C（Power） 

/W

D（Time） 

/min

-1 13 6 240 40

0 15 8 320 60

1 17 10 400 80

1.5  AuNPs-CRL杂化酶及产物的表征方法

1.5.1  纳米金及 AuNPs-CRL 杂化酶的 TEM 检测方法

将制备好的纳米金及 AuNPs-CRL 杂化酶溶液

于 8 000 r/min 的条件下离心 15 min, 弃去上清液 , 取

沉淀加入蒸馏水复溶后继续离心 , 重复 3 次洗去未
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反应的氯金酸及游离酶 , 然后在沉淀中加入少量蒸

馏水复溶后 , 将其均匀的滴在铜网上 , 在通风处自

然风干后 , 通过 JEOL JEM-2100F 透射电子显微镜观

察纳米金的形貌 . 

1.5.2  甾醇油酸酯的红外光谱检测方法

采用溴化钾压片法对甾醇油酸酯进行红外光

谱检测 , 首先将反应后的样品于 5 000 r/min 的条件

下离心 10 min 去除 AuNPs-CRL 杂化酶 , 然后取上层

溶液用体积比 1∶1 的正己烷和无水乙醇在 45 ℃的

条件下混匀 , 并置于 4 ℃冰箱中静置 24 h, 静置结束

后将结晶析出的植物甾醇通过过滤分离出去 , 然后

向滤液中添加 4% 的 NaHCO3 溶液使油酸皂化 , 皂化

后的油酸在 6 000 r/min 的条件下离心 15 min, 重复

上述步骤以去除未反应的油酸 , 然后通过旋蒸去除

反应介质 , 得到淡黄色的混合物进行红外光谱分析 , 

以底物植物甾醇的红外光谱作为对照 . 红外光谱的

测试范围为400~4 000 cm-1, 分辨率为4 cm-1. 按照公

式（3）对产物植物甾醇酯的收率进行计算 . 

Yield = 
m1

m0
  ×100%	 （3）

式中 m1 为纯化后植物甾醇酯的质量（mg）, m0 为

最佳条件下理论上合成的植物甾醇酯的质量（mg）. 

1.5.3  甾醇油酸酯的薄层层析检测方法

反应结束后 , 以植物甾醇和油酸为对照取样进

行薄层层析检测［24］. 薄层板为20 cm×10 cm预铺板, 

展开剂为正己烷∶乙醚∶冰乙酸 =90∶10∶1, 展开

时间为 30 min, 展开结束后将薄层板置于通风处风

干 , 经碘熏显色后置于薄层层析仪中观察展开情况 . 

1.6  酶蛋白的杂化效率和残余活性测定方法

杂化效率是指在杂化过程中成功杂化的酶蛋

白占总投入蛋白的比例 . 向 100 mL 具塞三角瓶中

加入 10 mL 浓度为 10 mg/mL 酶液 , 再添加 40 mL 的

AuNPs 溶液 , 将其混匀后盖上胶塞并用保鲜膜密封

好 , 于 35 ℃恒温培养箱中反应 24 h, 将反应溶液在 

8 000 r/min的条件下离心15 min, 下方沉淀即为杂化

酶 , 上清液是没有被杂化而剩余的蛋白量 . 将下方

沉淀经冷冻干燥处理 , 通过橄榄油乳化法测定酶活 , 

以初始的CRL酶活为100%, 测定的结果与其比值即

为保留的活性 . 

1.7  酶的重复利用稳定性研究方法

取浓度为10 mg/mL的CRL溶液10 mL, 添加40 mL

粒径为 15 nm 的纳米金溶液 , 放在 35 ℃的恒温培

养箱中反应 24 h, 冷冻干燥制得杂化酶 . 将其投入

反应 , 反应后的反应液在离心机 10 000 r/min 离心 

20 min, 将沉淀取出重复进行催化反应 , 测定重复使

用性 . 将初始酶活力设定为 100%, 计算剩余相对酶

活力 . 每组实验重复 3 次取平均值 . 

2  结果与讨论

2.1  AuNPs-CRL杂化酶及产物的结构表征

2.1.1  AuNPs 和 AuNPs-CRL 杂化酶的 TEM 检测

利用透射电镜能够直观的表现出纳米金及杂化

酶的形态及分布 . 图 3 为纳米金及 AuNPs-CRL 杂化

酶的透射电镜图 , 从图 3（a）中可以看出柠檬酸钠法

制备的纳米金呈圆形或椭圆型 , 粒径均匀且分散良

好 . 图 3（b）可以看出 CRL 脂肪酶与纳米金在共价键

及静电相互作用下且在聚集在一起 , 结合紧密 . 

2.1.2  产物的红外光谱检测

植物甾醇酯的红外光谱图如图 4 所示 , 其中 

1 000~1 300 cm-1出现的伸缩振动为C－O伸缩振动、 

图 3  （a） AuNPs 和（b）AuNPs-CRL 的 TEM 检测

Fig.3  The TEM images of  （a） AuNPs and （b） AuNPs-CRL hybridase
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现在两方面 , 一是纳米金粒径会影响脂肪酶的活性 , 

进而影响植物甾醇酯的转化率 . 在纳米金属杂化酶

的构建过程中 , 脂肪酶在纳米金表面的相对曲率以

及酶与纳米金的接触面积是控制酶活性大小的决

定性因素 , 研究表明随纳米金粒径的逐渐增加 , 酶

结构中的α- 螺旋构象逐渐被β- 折叠所取代 , 导

致酶的构象发生变化、 活性位点暴露［27］. 同时较小

粒径的纳米金与脂肪酶之间具有较大的比表面积 , 

有利于增加酶与底物接触的机会 , 增加酶的表观活 

性［28］. 另一方面 , 纳米金作为一种金属在导热方面

具有突出效果 , 能够放大微波场产生的点热效应 , 

通过提高分子碰撞概率提高酶催化速度 , 增加反应

的转化率 , 因此研究 AuNPs 粒径对转化率的影响是

十分必要的 . 

图 6 展示了 AuNPs 粒径对植物甾醇转化率的

影响 . 研究表明纳米金粒径对底物转化率的影响

十分显著 , 随纳米金粒径的增加 , 底物的转化率由

55.21% 上升至 65.12%, 当纳米金粒径为 15 nm 时 , 

底物转化率达到最大值 , 继续增加纳米金的粒径 , 

植物甾醇的转化率迅速下降 , 此时纳米金粒径过

大 , 相对曲率显著下降 , 导致酶分子构象发生显著

变化 , 破坏了酶活性中心的空间构象 , 酶活性迅速
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图 4  植物甾醇油酸酯的红外光谱图

Fig.4  The FT-IR spectrum of phytosterol oleate

C－C 骨架振动 , 2 853 cm-1 出现的伸缩振动为烷烃

的 C－H 伸缩振动（对称）, 2 956 cm-1 出现的伸缩振

动为烷烃的 C－H 伸缩振动（反称）. 从图中可以看出

3 366 cm-1 为底物植物甾醇的羟基伸缩振动峰 , 该

振动峰在产物的红外光谱图中几乎消失不见 , 而在 

1 733 cm-1 附近出现酯键的伸缩振动峰 . 综上 , 认为

在植物甾醇的羟基与油酸的羧基发生了酯化反应 , 

形成了新产物甾醇油酸酯 . 

2.1.3  产物的薄层层析检测

图 5 为样品的薄层层析结果图 , 图中样品点 1

为油酸 , 比移值为 0.26, 样品点 2 为植物甾醇 , 比移

值为 0.07. 图中样品点 3 为反应后的产物 , 除了比移

值相似的油酸与植物甾醇外 , 还出现了一个比移值

为 0.81 的新物质 , 综合分析样品的极性与扩散速度 , 

认为比移值为 0.81 的新物质应为植物甾醇油酸酯 . 

图 5  植物甾醇油酸酯的薄层层析结果图

Fig.5  The TLC of phytosterol oleate

2.2  单因素实验结果

2.2.1  AuNPs 粒径对转化率的影响

纳米金粒径对植物甾醇转化率的影响主要体

图 6  AuNPs 粒径对植物甾醇转化率的影响

（反应条件 : 醇酸摩尔比为 1∶3, AuNPs-CRL 杂化酶的添加量

为植物甾醇质量的 10%, 正己烷 10 mL, 微波功率 480 W, 温

度 45 ℃, 反应时间 80 min）

Fig.6  Effect of AuNPs particle size on the conversion rate of 

phytosterols

（Reaction conditions: 45 ℃, 80 min, 1∶3 molar ratio of 

phytosterols to oleic acid, 10% of the mass of phytosterol for the 

addition of AuNPs-CRL hybridase, 10 mL hexane, microwave 

power was 480 W）
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下降 , 导致植物甾醇的转化率降低 . 综上 , 用于合成

AuNPs-CRL 杂化酶的纳米金最佳粒径为 15 nm. 

 2.2.2  AuNPs-CRL 杂化酶添加量对转化率的影响

AuNPs-CRL 杂化酶的添加量对植物甾醇转化

率的影响如图 7 所示 . 随着 AuNPs-CRL 杂化酶添加

量的增加 , 植物甾醇的转化率也逐步增加 , 当酶的

添加量为植物甾醇质量的 8% 时 , 转化率达到最大

值 68.53%. 这是因为随着 AuNPs-CRL 杂化酶浓度的

增加 , 酶催化位点的数量也增加 , 允许更多的底物

与酶结合并进行催化作用 , 导致更多的底物转化为

植物甾醇酯. 继续增加AuNPs-CRL杂化酶的添加量, 

植物甾醇转化率逐渐下降 . 一方面 , 酶量过高导致

反应体系固形物含量过高 , 严重影响了底物与酶之

间的传质 , 导致底物转化率下降 . 另一方面 , 随着反

应体系中 AuNPs-CRL 杂化酶含量的增加 , AuNPs 的

含量也随之增加 , 引起强烈的热点效应 , 导致局部

温度过高致使酶失活 . 因此 , AuNPs-CRL 杂化酶的

最佳添加量为植物甾醇质量的 8%. 

活性下降［27-28］. 

2.2.3  微波功率对转化率的影响

通过微波的热点效应 , 能显著提高脂肪酶的活

性 , 利用均匀分布的纳米金能够作为微波吸收剂 , 

在微波辐射条件下产生热点效应 , 达到强化酶促反

应的目的 . 在此过程中 , 微波的功率和时间对植物

甾醇的转化率均有显著影响 . 图 8 说明了微波功率

对植物甾醇转化率的影响. 当微波功率在240~320 W

之间时 , 随着微波功率的增加 , 植物甾醇转化率随

之增加 . 在低功率输入状态下 , 体系达到相变的时

间较长 , 因此有足够长的时间将产生的热量传递到

低温度区域 , 导致反应体系受热均匀 , 此时酶能够

在温度适宜的环境中发挥催化作用 . 而当微波功率

较高时 , 由于热点效应 , 短时间内即可达到相变温

图 7  AuNPs-CRL 添加量对植物甾醇转化率的影响

（反应条件 : 醇酸摩尔比为 1∶3, 纳米金粒径为 15 nm, 正己烷

10 mL, 微波功率 480 W, 温度 45 ℃, 反应时间 80 min）

Fig.7  Effect of AuNPs-CRL hybridase amount on the conversion 

of phytosterols

（Reaction conditions: 45 ℃, 80 min, 1∶3 molar ratio of 

phytosterols to oleic acid, AuNPs particle size was 15 nm, 10 mL 

hexane, microwave power was 480 W）
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图 8  微波功率对植物甾醇转化率的影响

（反应条件 : 醇酸摩尔比为 1∶3, 纳米金粒径为 15 nm,  

AuNPs-CRL 杂化酶的添加量为植物甾醇质量的 8%,  

正己烷 10 mL, 温度 45 ℃, 反应时间 80 min）

Fig.8  Effect of microwave power on the conversion of phytosterols

（Reaction conditions: 45 ℃, 80 min, 1∶3 molar ratio of 

phytosterols to oleic acid, AuNPs particle size was 15  nm, 8% 

（g/g） of the mass of phytosterol for the addition of AuNPs-CRL 

hybridase10 mL hexane）

同时 , 有研究表明纳米金的杂化效应对脂肪酶

的活性有显著影响 , 杂化过程中 AuNPs 与 CRL 脂

肪酶内部的 -NH、 -SH 和 S－S 键 , 通过静电吸附和

Au－S 共价键的相互作用而紧密结合 , 较高的曲率

半径使脂肪酶在分子外部与纳米金结合时脂肪酶分

子变形严重 , 二级结构发生刚性变化 , 造成脂肪酶

度 , 体系温度不均匀 , 并且由于 AuNPs-CRL 杂化酶

中纳米金的导热作用 , 酶受温度的影响导致三维构

象发生明显变化 , 造成酶活性损失 , 因此当微波功

率超过 320 W 后 , 植物甾醇的转化率迅速下降 . 综

上 , 最适微波功率应为 320 W, 以避免高功率下引起

酶失活 . 

2.2.4  微波时间对转化率的影响

微波时间的控制对于该酯化反应至关重要 . 微

波时间不足 , 酯化反应不充分 , 未能达到理想的转
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化率 ; 微波时间过长 , 可能会导致酶活性的不必要

损失 . 由图 9 可知 , 在 40~60 min 时 , 增加微波时间 , 

反应持续向正方向进行 . 当反应进行至 60 min 左右 , 

反应处于一种相对的动态平衡状态 , 转化率达到最

高值. 继续延长微波时间, 转化率反而降低. 一方面, 

随着反应时间增加 , 该酯化反应的另一产物水也在

不断生成 , 导致体系中的水分含量大 , 引起产物甾

醇酯水解 . 另一方面 , 随着副产物的不断积累 , 反应

会逐渐向反向进行 . 微波辐射能量作为内部热源 , 

可直接加热目标化合物 , 避免了常规加热需要加热

整个反应体系才能加热目标物的弊端 , 在达到相似

转化率的同时 , 节省了时间和能源 . 因此 , 从节约能

源和提高转化率的角度来看 , 选择 60 min 作为反应

的最佳时间 . 

2.3  响应面实验结果

2.3.1  响应面实验结果分析

基 于 单 因 素 实 验 结 果 , 以 AuNPs 粒 径（A）、 

AuNPs-CRL 杂 化 酶 添 加 量（B）、 微 波 功 率（C）和 微

波时间（D）等因素为自变量 , 以植物甾醇转化率为

响应值 , 经 Design-Expert 8.0.6 统计分析软件基于 

Box-Behnken 中心组合试验的设计原则 , 进行了 4 因

素 3 水平响应面优化的试验研究 , 以确定最佳催化

表2  响应面实验方案和结果

Table 2  Response surface experimental scheme and results

No.
Factor Response Value

A（The particle size of AuNPs）/nm B（The amount of enzyme）/% C（Power）/W D（Time）/min Y（conversion）/%
1 0 -1 0 -1 80.21
2 1 0 1 0 85.44
3 0 1 1 0 81.09
4 0 -1 0 1 84.10
5 0 0 1 1 80.62
6 0 -1 -1 0 84.79
7 0 0 -1 1 81.58
8 0 0 0 0 89.14
9 -1 1 0 0 77.84

10 0 1 -1 0 84.83
11 0 0 0 0 90.28
12 0 0 1 -1 80.22
13 1 0 -1 0 85.49
14 0 -1 1 0 81.80
15 -1 0 0 -1 77.69
16 1 0 0 1 88.22
17 0 0 0 0 90.21
18 1 1 0 0 85.04
19 0 1 0 1 82.07
20 1 0 0 -1 80.56
21 -1 0 0 1 75.67
22 0 0 -1 -1 80.53
23 -1 -1 0 0 79.46
24 1 -1 0 0 83.74
25 0 1 0 -1 80.32
26 -1 0 1 0 77.30
27 -1 0 -1 0 84.26

图 9  微波时间对植物甾醇转化率的影响

（反应条件 : 醇酸摩尔比为 1∶3, 纳米金粒径为 15 nm,  

AuNPs-CRL 杂化酶的添加量为植物甾醇质量的 8%, 

正己烷 10 mL, 温度 45 ℃, 微波功率为 320 W）

Fig.9  Effect of microwave time on the conversion of phytosterols

（Reaction conditions: 45 ℃, 1∶3 molar ratio of phytosterols to 

oleic acid, AuNPs particle size was 15 nm, 8% （g/g） of the mass 

of phytosterol for the addition of AuNPs-CRL hybridase, 10 mL 

hexane, microwave power was 320 W）

反应条件 , 具体试验方案及结果见表 2. 
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使用 Design-Expert 13 软件 , 对表 2 中数据进行

回归拟合 , 得到的回归拟合方程为 : 

Y=89.8767+3.0225A-0.2425B-1.25083C+1.06083D

+0.73AB +1.7275AC +2.42AD -0.1875BC -0.535BD -

0.1625CD-4.13583A2-3.56333B2-3.23083C2-5.25083D2

其中 Y 为底物植物甾醇酯的转化率（%）, A 为纳

米金粒径（nm）, B 为 AuNPs-CRL 杂化酶用量（%）, C

为微波功率（W）, D 为微波反应时间（min）. 

2.3.2  二次回归模型的方差分析

为检验回归方程有效性 , 对回归模型进行方差

分析和显著性检验 , 结果如表 3 所示 . 

由表 3 回归模型方差分析结果可以看出 , 该模

表3 回归模型方差分析结果

Table 3 ANOVA results of the regression mode

Source SS f MS F P Significance

Model 374.9 14 26.78 15.66 < 0.000 1 **

A 109.63 1 109.63 64.1 < 0.000 1 **

B 0.705 7 1 0.705 7 0.412 6 0.532 7

C 18.78 1 18.78 10.98 0.006 2 **

D 13.5 1 13.5 7.9 0.015 7 *

AB 2.13 1 2.13 1.25 0.286 1

AC 11.94 1 11.94 6.98 0.021 5 *

AD 23.43 1 23.43 13.7 0.003 **

BC 0.140 6 1 0.140 6 0.082 2 0.779 2

BD 1.14 1 1.14 0.669 4 0.429 2

CD 0.105 6 1 0.105 6 0.061 8 0.807 9

A2 91.23 1 91.23 53.34 < 0.000 1 **

B2 67.72 1 67.72 39.6 < 0.000 1 **

C2 55.67 1 55.67 32.55 < 0.000 1 **

D2 147.05 1 147.05 85.98 < 0.000 1 **

Residual 20.52 12 1.71

Lack of fit 19.71 10 1.97 4.83 0.183 7

Pure error 0.816 5 2 0.408 2

Total 395.42 26

R2 0.948 1

Radj
2 0.887 5

Note: * indicates significant difference, 0.01 ≤ P<0.05; ** indicates highly significant difference, P<0.01

型的 F 值为 15.66, P 值＜ 0.001, 表示该模型极显著 , 

说明模型拟合有意义 . 模型的失拟项 F 值为 4.83, P

值为 0.183 7, 表明该模型的失拟项不显著 , 影响响

应值的各因素均包含在模型范围内 , 说明模型与试

验的差异值较小 , 能够很好地解释四因素与响应值

之间的关系 . 建立的回归模型决定系数 R2=0.948 1, 

调整回归系数 Radj
2=0.887 5. 植物甾醇转化率的实际

值和预测值具有较高的拟合度 , 误差小 , 可用这个

模型来预测不同 AuNPs 粒径、 AuNPs-CRL 杂化酶添

加量、 微波功率和微波时间对植物甾醇转化率

的影响 . 

F 值越大表明该因素对响应值的影响越显

著 . 所以各因素对植物甾醇转化率的影响顺序

为 A-AuNPs 粒 径 >C- 微 波 功 率 >D- 微 波 时 间 > 

B-AuNPs-CRL 添加量 . 由方差分析结果可以看

出 : A-AuNPs 粒径、 C- 微波功率、 交互作用 AD、 

A2、 B2、 C2、 D2 为极显著水平（P<0.01）; D- 微波

时间、 交互作用 AC 为显著水平（0.01 ≤ P<0.01）; 
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剩余的B-AuNPs-CRL添加量、 交互作用AB、 交互作

用 BC、 交互作用 BD、 交互作用 CD 对响应值的影响

不显著（P ≥ 0.05）. 表明四因素对响应值植物甾醇转

化率均存在显著影响 , 表现出一种非线性关系 . 

2.3.3  响应面交互作用分析

交互作用图和等高线图可形象地描述各因素之

间的交互作用 , 如图 10 所示 . 响应面的坡度大小可

直接反映各因素对响应值的影响程度 , 曲面图中坡

度越大 , 表明该因素对响应值的影响越大 . 比较响

应面图中坡度大小 , 可以判断出各因素对植物甾醇

转化率的影响程度分别为 : A-AuNPs 粒径 >C- 微波

功率>D-微波时间>B-AuNPs-CRL杂化酶添加量. 等

高线的形状反映两因素交互作用的大小 . 在图 10b

和图 10c 中 , 等高线趋近椭圆 , 表明图中所涉及的

两因素交互作用较好 ; 在图 10a、 d、 e、 f 中 , 等高线

趋于圆形 , 表明图中所涉及的两因素交互作用较弱 . 

2.3.4  模型验证

利用 Design Expert 8.0.6 软件对上述所得到的

b.  the particle size of AuNPs and microwave power

c.  the particle size of AuNPs and time d.  hybridase amount and microwave power

e.  AuNPs-CRL hybridase amount and time f.  microwave power and time

图 10  4 因素两两交互作用的响应面图和等高线图

Fig.10  Response surface and contour plots of pairwise interactions of the four factors

回归方程进行进一步分析 , 能够得到微波场强化

AuNPs-CRL 杂化酶合成植物甾醇油酸酯的最佳工

艺条件为 : AuNPs 粒径 15.74 nm, AuNPs-CRL 添加量

7.99%, 微波功率 312.77 W, 微波时间 63.56 min, 在

此条件下植物甾醇转化率的理论值为 91.66%. 为验

证响应面所得结果的准确性 , 结合实际因素 , 将最

佳合成条件调整为 AuNPs 粒径 15 nm, AuNPs-CRL

杂化酶添加量8%, 微波功率320 W, 微波时间64 min, 

在此优化条件下进行 3 次重复实验 , 测得植物甾醇

的转化率为 91.24%±0.42%, 可见实际值与理论值

相接近 , 说明本实验模型与实际情况拟合良好 , 可

用于实际值检测 . 

2.4  酶蛋白杂化效率和残余活性结果分析

研究表明 , CRL 原液蛋白浓度为 0.294 mg/mL、 

a.  the particle size of AuNPs and hybridase amount
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体积为 10 mL, 上清液的蛋白浓度为 0.040 mg/mL、 

体积为 49 mL. 经计算有 32.72% 的脂肪酶与纳米金

粒子结合 , 杂化效率较低的原因是因为柠檬酸钠法

制备的纳米金粒径较大 , 很难进入脂肪酶内部形

成杂化酶 . 此外对冷冻干燥后的沉淀部分进行了

酶活测定 , 得出 AuNPs-CRL 杂化酶的残余活性为

68.33%. 

2.5  酶的重复利用稳定性

重复使用稳定性是判断杂化酶性能的一个重

要的手段 , 与游离酶相比 , AuNPs-CRL 杂化酶能够

通过简单的物理方法将其与反应体系分离开来 , 酶

活损失较少 . 图 11 展示了 CRL 和杂化酶的反复、批

式的反应操作稳定性的研究结果 , 可以看出游离的

CRL 脂肪酶重复使用 6 次后 , 酶活损失了一半 , 而

AuNPs-CRL 杂化酶重复使用 6 次后 , 相对酶活仍保

持在 71.61%, 比 CRL 高 19.22 %, 表明杂化酶具有较

好的操作稳定性 . 

91.24%±0.42%, 收率为 83.73%, 结果与预测值吻合

度好 , 并且得益于微波体系中 AuNPs 的热点效应 , 

植物甾醇转化率显著提高 , 并且能够进一步减少微

波功率和微波时间 , 达到节约能耗的效果 , 为制备

具有良好油溶性和氧化稳定性的植物甾醇酯提供了

一种绿色的合成方法 . 

利用生物酶催化法合成植物甾醇酯是改善植物

甾醇溶解性和氧化稳定性的良好手段 , 但该技术目

前还存在一些问题亟待解决 , 例如脂肪酶的团聚等 . 

我们在研究中发现在酶催化的甾醇酯合成过程中有

部分甾醇脱水副产物生成 , 未来也将继续针对如何

减少副产物的生成进行研究 , 希望为实现植物甾醇

酯的工业化生产提供理论基础 . 
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Optimization of Microwave Enhanced Gold Nanoparticles-CRL 
Hybridase（AuNPs-CRL） Catalyzed Synthesis of Phytosterol Esters

YIN Yi1, SUN Li-rui1, FANG Qi-li1, XIA Chun-gu2, XIN Jia-ying1,2*

（1. Key Laboratory for Food Science and Engineering, Harbin Uninversity of Commerce, Harbin150076, China;  
2. State Key Laboratory for Oxo Synthesis & Selective Oxidation, Lanzhou Institute of Chemical Physics, 

Chinese Academy of Science, Lanzhou730000, China）

Abstract: In order to further improve the lipid solubility and lower the melting point of phytosterols, an efficient 

method for the synthesis of phytosterol oleate under microwave irradiation using AuNPs-CRL hybridase as a 

catalyst was proposed. The process conditions for the synthesis of phytosterol esters were optimized by response 

surface analysis with the conversion rate of phytosterols as indicator, and the optimal conditions were verified. The 

optimization conditions for the microwave-enhanced AuNPs-CRL hybridas catalyzed the synthesis of phytosterol 

oleate were: the particle size of AuNPs was 15 nm, the addition of AuNPs-CRL hybridas was 8%, the microwave 

power was 320 W, and the reaction time was 64 min. The conversion rate of phytosterol was 91.24% ± 0.42%, 

phytosterol ester yield was 83.73%, which was in good agreement with the predicted value.

Key words: phytosterol esters; AuNPs; hybridase; microwave


