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非水相生物催化制备甘油磷酸胆碱
毛慧芳，张洪斌*，赵艳艳，胡雪芹

(合肥工业大学医学工程学院，安徽 合肥 230009)

摘 要：通过在非水相中对生物催化剂脂肪酶水解大豆卵磷脂生成甘油磷酸胆碱的研究，确定最佳的工艺条件。结

果表明：最佳条件为反应时间6h、反应温度40℃、pH5.0、加酶量12.5mg/mL、水含量4%，为了增加酶的利用率和

减少有机溶剂的使用，反应1.5h后补加底物，补加质量为初始质量的50%，补加的底物质量浓度为0.437g/mL。在此

工艺条件下，经高效液相色谱检测分析，3次平行实验测得反应液经水萃取后甘油磷酸胆碱产率为97%。该工艺为

甘油磷酸胆碱的制备提供了一种可行的方法。
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大豆卵磷脂是大豆油生产的副产品，也是一种天

然的表面活性剂，化学名称为磷脂酰胆碱(phosphatidy-
lchol ine，PC)。甘油磷酸胆碱 (glycerophosphat ide 
choline，GPC)是PC分子上两条脂肪酸链完全被水解的产

物，是体内卵磷脂代谢的产物之一[1]。在体内，GPC可穿

过血脑屏障，这种生理功能为乙酰胆碱的生物合成提供

必要的物质胆碱。乙酰胆碱是机体内重要的神经传递介

质，可帮助脑部完成学习、记忆等活动，甚至修复老年

失智症早期患者已部分受损的认知能力[2]。所以作为保健

品，GPC可以减缓记忆力衰退的进程，预防或推迟老年

痴呆的发生[3]。虽然中国卵磷脂资源丰富，但目前国内尚

无生产GPC的厂家，因此对于农副产品大豆卵磷脂的开

发利用具有重大意义。纯净的GPC呈白色粉末状或无色

透明粘稠状，极性较强，溶于水、甲醇等极性溶剂。

脂肪酶(E.C.3.1.1.3)是一类具有多种催化能力的生物

催化剂，可催化一些水不溶性酯类的水解反应[4-5]，除此

之外还表现出其他酶的活性，如磷脂酶、溶血磷脂酶活

性等。脂肪酶催化水解磷脂是一种界面反应，反应界面

的大小直接影响反应速度和水解程度[6]。有机溶剂的存在

有助于改善反应体系的黏度和分散性，提高反应的立体

选择性，减少水相中的副反应[7]。但脂肪酶催化反应的底

物磷脂与水及酶互不溶解，使反应很难发生。而在含微

量水的反胶束中，则可解决油水两相反应的困难[8]。

目前化学法制备GPC已进行过较多的研究[9]，且得率

较高，但化学法制备方法存在一些缺点，如反应条件难

控制，所需试剂价格昂贵，环境污染较大等。而生物催

化反应所用物质毒性较小，具有高度专一性，不会改变

卵磷脂的天然构型，反应条件较温和，适合药物的工业

化生产。本实验以生物催化剂脂肪酶为工具酶，探讨非

水相中制备原料药GPC的工艺条件，旨在提供一种在温

和条件下制备高产率GPC的方法，为其产业化应用提供

参考。



68 2012, Vol.33, No.22              食品科学 ※工艺技术

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

P C 6 0  北京美亚斯磷脂技术有限公司；脂肪

酶  济宁和美生物工程有限公司；溶血磷脂酰胆碱

(lysophosphatidylcholine，LPC)标准品、GPC标准品 美

国Sigma公司；庚烷、己醇、冰醋酸、醋酸钠、乙腈 
天津市博迪化工有限公司；乙腈为色谱纯，其他均为分

析纯；二蒸水 本实验室自制。

SL202N 电子天平 上海民桥精密科学仪器有限公

司；85-2恒温磁力加热搅拌器 金坛市晶玻实验仪器

厂；JJ-1 电动搅拌器 江苏金坛金城国胜实验仪器厂；

RE-52 真空旋转蒸发器 上海亚荣生化仪器厂；10TA-
干燥箱  上海市实验仪器总厂；高效液相色谱仪(配
有蒸发光检测器和浙江大学N2000色谱工作站) 美国

Alltech公司；HH-2 恒温水浴锅 江苏金坛晶玻实验仪

器厂。

1.2 方法

1.2.1 卵磷脂水解制备GPC的催化反应

取250mL三口烧瓶，称量适量卵磷脂，依次加入庚

烷、己醇，超声溶解，其中PC、庚烷、己醇三者比例为

2:6.3:0.9(m/V/V)。然后缓慢加入适量0.02mol/L的醋酸/醋
酸钠缓冲液和酶液，200r/min搅拌条件下恒温水浴反应。

在反应1.5h后，缓慢补加质量浓度比初始反应稍高的底物

溶液，该底物用体积比为7:1的庚烷和己醇溶解，加入适

量缓冲液水相，缓冲液体积按整个反应体系的最佳水含

量计算。整个反应体系体积为60mL。
1.2.2 GPC制备工艺的优化

反应结束后，由薄层层析法(thin layer chromato-
graphy，TLC)检测到反应液中不存在中间产物溶血磷脂

酰胆碱(LPC，PC的甘油骨架上脱去一条脂肪酸链)，此时

可由脂肪酸的量来确定GPC的量。

利用脂肪酶水解卵磷脂制备GPC的过程中主要考

察以下几个参数：反应时间(0.25、0.5、1、2、4、6、
6.5h)、反应温度(30、40、50、55、60℃)、反应pH值

(3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0)、酶质量浓度(8、
9.5、11、12.5、14mg/mL)、水含量(占反应体系的体积

分数：2%、3%、4%、5%、6%)、补加的底物质量浓度

(0.278、0.347、0.437、0.547、0.625g/mL)、补加底物的

质量分数(占初始底物质量：30%、50%、80%、100%、

120%)，根据反应中每克PC生成的GPC量或GPC产率，

最终确定最佳的工艺条件。

1.2.3 产物的初步纯化——加水萃取

反应结束后，向反应液中加入等体积的萃取剂——

蒸馏水，静置或离心。液体被分成上下两层，有机试剂

庚烷和己醇在上层，水在下层。目的产物GPC是强极性

物质，水溶性强，被萃取在下层，即水层。萃取后，将

液体经旋转蒸发仪浓缩后烘干，即得GPC粗产品。

1.2.4 产物产率的计算

GPC产率/%＝
GPC粗品质量×粗品中GPC纯度

GPC理论产量
×100

1.3 指标的测定

1.3.1 酸碱滴定

由于脂肪酸和GPC同是反应产物，可以通过用酸碱

滴定法测反应体系中脂肪酸的变化情况来间接反映目标

产物GPC的生成情况，其中两者的换算关系为脂肪酸与

GPC的物质的量比为2:1。
参照AOCS标准做酸碱滴定。

1.3.2 TLC检测 
固定相为硅胶高效G板，展开剂为氯仿:甲醇:水＝

65:25:4(V/V)，显色剂为碘液。

1.3.3 HPLC-ELSD检测

色谱条件：固定相为C 1 8柱 ( 2 5 0 m m×4 . 6 m m，

5μm)；流动相：50%乙腈；检测器为蒸发光散射检测

器(ELSD)；流速：0.6mL/min；检测器漂移管温度：

110℃；柱温：35℃。

1.4 数据处理

反应产物用GPC标准品外标法定量，制备GPC标

准品的质量浓度分别为0.159、0.212、0.319、0.637、
1.275mg/mL，以质量浓度的对数为横坐标，峰面积的对

数为纵坐标，制定标准曲线。
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图 1 GPC的标准工作曲线图 1 GPC的标准工作曲线

Fig.1 GPC standard curveFig.1 GPC standard curve

用最小二乘法作线性回归，制得的质量浓度对数与

峰面积对数的标准工作曲线为Y＝1.7235X＋12.52(R2＝

0.99996)，由图1可知，GPC标准品质量浓度自然对数

在－2～0.45范围内，与峰面积呈良好的线性关系。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 催化工艺的确定

2.1.1 反应时间的确定

在反应温度40℃、pH5.0、加酶量12.5mg/mL、含水
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量4%，补加的底物质量浓度为0.437g/mL，补加底物质

量为初始质量的50%的条件下，实验检测并记录了该反

应6.5h内的动态变化。由图2可见，前15min内反应速度

较快，随后速率有所降低，但在1～2h时间内由于补加了

底物，GPC量再次增加较快。整体来看，反应6h时间之

内，体系中GPC的量呈现逐渐增加并趋于平衡的趋势，

6h后继续延长反应时间，GPC不再增加，主要原因是反

应开始时底物过量，反应速率较快，随着底物的减少，

酶与底物结合位点减少，导致产物增加较慢，最后不再

增加；并且随着时间的延长，受有机溶剂影响，活力有

所降低，影响酶解反应进行，所以最佳反应时间是6h。
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图 2 反应时间对GPC产量的影响图 2 反应时间对GPC产量的影响

Fig.2 Effect of reaction time on GPC yieldFig.2 Effect of reaction time on GPC yield

2.1.2 温度对产物产量的影响

在反应时间6h，其他条件同2.1.1节的条件下，在

30～60℃范围内分别测定GPC量，结果见图3。温度在酶催

化反应中起着重要的作用，直接影响反应速率、催化活性及

稳定性。温度增加有助于底物在溶剂中的溶解，降低体系的

黏度，促进反应的进行，同时增加了分子运动的动能，利

于底物分子与酶分子的碰撞接触；但过高的温度会导致酶

的变性失活，温度过低会影响反应体系的传递速度[10]，从而

导致反应速率降低。同时，在PC水解生成GPC过程中，

涉及到中间产物LPC的酰基转移反应，而酰基转移受反

应体系中温度的影响[11]，温度通过对酶活和酰基转移综

合作用来影响GPC的产量变化。由图3可知，温度为40℃
时，整个反应体系产生的GPC量最大，所以40℃为该反

应的最适温度。
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Fig.3 Effect of temperature on GPC yieldFig.3 Effect of temperature on GPC yield

2.1.3 pH值对产物产量的影响

在反应时间6h、温度40℃、加酶量12.5mg/mL、含水

量4%，补加的底物质量浓度为0.437g/mL，补加底物质量

为初始质量50%的条件下，在pH3.0～6.0范围内，pH对

产物产量的影响见图4。酶要表现活性，其活性部分的有

关基团都必须保持一定的解离状态，其中任何一种基团

的解离状态发生变化就将使酶从活性状态转入无活性状

态[12]，pH值能影响酶分子的存在形式及结构的稳定性，

尤其是能引起活性部位基团解离的变化，从而影响酶分

子的活性。由图4可知，随着pH值的增加，GPC量有先增

加后减少的趋势，在pH5.0时达到最大值，所以最适pH值

为5.0。
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图 4 pH值对GPC产量的影响图 4 pH值对GPC产量的影响

Fig.4 Effect of pH on GPC yieldFig.4 Effect of pH on GPC yield

2.1.4 加酶量对产物产率的影响

在反应时间6h、温度40℃、pH5.0、含水量4%，补

加的底物质量浓度0.437g/mL，补加底物质量为初始质量

50%的条件下，在酶质量浓度为8～14mg/mL范围内，酶

质量浓度对产物产量影响见图5。由图5可知，酶质量浓

度小于12.5mg/mL时，GPC有逐渐增加的趋势，之后GPC
的变化不明显。这是因为脂肪酶是界面酶，底物与酶在

泡囊界面发生反应，反应的速度由界面面积的大小决

定。一定范围内当底物质量浓度一定的情况下，酶量增

加，反应速率加快，当酶质量浓度高到一定程度，酶分

子将饱和反应界面，更多的酶分子将无法达到该界面，

从而出现GPC量不再增加 [13]。所以最佳酶质量浓度为

12.5mg/mL。
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图 5 加酶量对GPC产量的影响图 5 加酶量对GPC产量的影响

Fig.5 Effect of phospholipase A1 loading on GPC yieldFig.5 Effect of phospholipase A1 loading on GPC yield

2.1.5 水含量对产物产量的影响

在反应时间6h、温度40℃、pH5.0、酶质量浓度为

12.5mg/mL，补加底物质量浓度为0.437g/mL，补加底物
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质量为初始质量50%的条件下，在水含量为2%～6%范围

内，水含量对产物产量的影响见图6。适量的水是维持酶

活性的必需元素[14]，Svensson等[15]研究发现，适量的水可

增加磷脂的水解反应。但是，体系内过量的水不仅可能

导致副产物的产生，而且使体系发生乳化现象，不利于

反应的进行。由图6可知，随着水含量的增加，GPC量有

逐渐先增多后减少的趋势，当水含量为4%时，GPC量达

到最大值，所以，最适水含量为4%。
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图 6 水含量对GPC产量的影响图 6 水含量对GPC产量的影响

Fig.6 Effect of water content on GPC yieldFig.6 Effect of water content on GPC yield

2.1.6 反应过程中补加底物PC的质量及质量浓度的确定

在反应过程中补加比初始反应体系的质量浓度高的

底物，以增加酶的利用率和减少有机溶剂的使用。补加

的底物需用新鲜的庚烷和己醇以7:1的体积比溶解。反应

初期，过高的底物质量浓度导致反应液的黏度和传质阻

力增大，反应一段时间后，底物质量浓度逐渐变低，实

行补加工艺，可有效提高酶促反应效率。

为节约有机溶剂的使用，且反应一段时间后原体

系中底物质量浓度有所减少，所以补加的质量浓度应比

初始质量浓度(0.278g/mL)稍大。在反应时间6h、温度

40℃、pH5.0、酶质量浓度12.5mg/mL、水含量4%，补加

底物质量为初始反应质量50%的条件下，考察补加的底

物质量浓度分别为0.278、0.347、0.437、0.547、0.625g/
mL时，GPC产率随质量浓度的变化情况，如图7所示。
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图 7 补加底物质量浓度对GPC产率的影响图 7 补加底物质量浓度对GPC产率的影响

Fig.7 Effect of additional substrate concentration on GPC yieldFig.7 Effect of additional substrate concentration on GPC yield

由图7可知，GPC产率随质量浓度的增加呈现先增加

后减小的趋势，当质量浓度为0.437g/mL时，GPC产率达

到最大。主要原因是底物PC也是天然的表面活性剂，而

脂肪酶是界面酶，在油水界面参与催化反应，PC的存在

可减小界面的张力，PC质量浓度过小不能提供酶在界面

反应的稳定的微环境，而PC质量浓度过大不利于酶分子

的自由扩散，阻碍反应的进行，所以确定补加的质量浓

度为0.437g/mL。
当补加的底物质量浓度不变时(0.437g/mL)，GPC产

率随补加的底物质量分数变化见图8。其中对于补加不同

质量的底物，底物量的增加，反应时间相应有所延长，

反应终点根据酸碱滴定法来判定。对于补加底物的质量

分数分别为30%、50%、80%、100%、120%时对应的反

应时间分别为5、6、7.5、10、12h。由图8可看出，在温

度40℃、pH5.0、酶质量浓度为12.5mg/mL、水含量4%的

条件下，GPC的产率在底物质量分数不大于50%时几乎

保持不变，且达到最大值，之后逐渐减小。主要原因是

在一定范围内，酶未完全被底物饱和，补加的底物反应

比较完全，但随底物量的逐渐增加，增加到一定程度，

底物过量，且随着时间延长酶的活性也有所降低，最后

有部分底物不能转化为产物导致产率降低。综合考虑

GPC产率和酶的最大利用，当补加底物量为初始质量的

50%时，为最佳补加量。
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图 8 补加底物质量分数(占初始底物质量)对GPC产率的影响图 8 补加底物质量分数(占初始底物质量)对GPC产率的影响

Fig.8 Effect of additional substrate amount on GPC yieldFig.8 Effect of additional substrate amount on GPC yield

2.2 产物GPC的产率计算

10 2 3 4 5
0

100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000

m
V

/min

2.748
4.407

4.173

4.657A

0 1 2 3 4 5
0
40
80
120
160
200
240
280
320
360
400

m
V

4.657

/min

B

图 9 GPC样品(A)和标准品(B)的高效液相色谱图图 9 GPC样品(A)和标准品(B)的高效液相色谱图

Fig.9 HPLC chromatograms of GPC sample (A) and standard GPC (B)Fig.9 HPLC chromatograms of GPC sample (A) and standard GPC (B)
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在已优化的工艺条件下做酶法制备GPC的催化反

应，反应液经1.2.3所述方法萃取后取样做HPLC-ELSD
检测，在1 .3 .3节节的检测方法下，GPC出峰时间为

4.657min，图9A、B分别为产品及标样的HPLC图，由图

可知，制备出的目的产物中的GPC纯度相对较高。可进

一步通过外标定量法测出其中GPC纯度。

由1.4节的标准曲线可计算出GPC粗品的纯度为

54%，按1.2.4节的产率计算方法，得GPC的产率为97%。

此产率高于Blasi等[16]在酶法制备GPC的工艺中反应48h的
GPC产率(94%)。

在催化反应过程中若不补加底物，通过实验并计算

得GPC的产率为89.18%，小于补加的产率97%，主要原

因是当底物消耗一部分后再补加，可以使反应的化学平

衡向正反应方向(GPC生成方向)移动，从而提高了产率。

所以在酶法制备GPC的过程中实行补加底物工艺，既提

高了酶的利用率，减少了有机溶剂的使用，又提高了

GPC的产率。

3 结 论3 结 论

实验在PC、庚烷、己醇的组成比(m/V/V)为2:6.3:0.9
的前提下，通过单因素试验，确定脂肪酶催化水解卵磷

脂的最佳工艺条件为反应时间6h、温度40℃、pH5.0、加

酶量12.5mg/mL、水含量4%；同时，基于工业化生产考

虑，为了酶的充分利用和节省有机试剂的使用，在反应

1.5h后，补加较高质量浓度的底物，当初始底物质量浓度

为0.278g/mL时补加底物质量为初始质量的50%，补加的

质量浓度为0.437g/mL。
大豆卵磷脂是天然产物，原料易得，且功能多，

应用广，国内外对于卵磷脂的酶法改性研究较多，但生

成的主要产物是LPC，酶法制备高产率GPC的文献报道

很少。本实验在反应6h后，反应液经蒸馏水萃取后得到

GPC粗品，通过HPLC测定其中GPC含量，计算得产率为

97%，在目前报道的非水相生物催化制备GPC的研究中

效率较高。另外，实验中所用的两种有机试剂庚烷、己

醇可通过旋蒸回收，重复利用。该工艺反应条件温和，

产物产率较高，可为生物催化制备GPC的工业化生产提

供实验基础。
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