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反应试剂和条件: a) TsCl (1.5 eq), Me2N(CH2)6NMe2 (1.5 eq), MeCN, -15 ℃ , 1 h, 再20 ~ 25 ℃; b) TsCl (1.5 eq), TMEDA (1.5 eq), LiCl (1.5 eq), 
MeCN, 0 ~ 5 ℃ , 1 h, 再20 ~ 25 ℃ , 1 h; c) PhMgBr (3 eq), ZnCl2 (3 eq), [Pd(dppb)Cl2] (2 mol%), MeCN/THF (2 : 3), 60 ~ 65 ℃, 2 h; d) PhMgBr 
(2 eq), ZnCl2 (2 eq), Pd(OAc)2 (1 mol%), dppb (2 mol%), THF, 60 ~ 65 ℃ , 2 h; e) p-(MeO)C6H4MgBr (2 eq), ZnCl2 (2 eq), Pd(OAc)2 (1 mol%), 
dppb (2 mol %), THF, 60 ~ 65 ℃ , 2 h; f) p-(MeO)C6H4MgBr (3 eq), ZnCl2 (3 eq), [Pd(dppb)Cl2] (2 mol %), MeCN/THF (2 : 3), 60 ~ 65 ℃, 2 h

图13

1) n-BuMgCl (3 eq), THF

N N
H

N
N

OMe

37, 54%

N N
H

OMe

Cl

N
N

SnBu3

38

BMS-599793

N N
H

OMe

N
NH

O

NO

NC

PdCl2(dppf).CH2Cl2 (10 mol%)

39 (1 eq)
N

N
Zn

N

N

N
N

I

40 (3 eq) 41 (1.5 eq)
THF

2) ZnCl2 (1.5 eq), THF

N

N
ZnCl

42

图14

氯沙坦(43)

NH
N

N
N

N
N

Cl OH

H3C

厄贝沙坦(44)

NH
N

N
N

N
N O

缬沙坦(45)

NH
N

N
N

N

CH3

OHO2C

H3C
CH3

奥美沙坦酯(46)

NH
N

N
N

N

N

CH3

O
O

O

O

H3C

O

CH3HO
H3C

坎地沙坦酯( 47)

NH
N

N
N

N

N OEt

O

O

O

O

Me

O

HO2C
N

N
CH3H3C

N
N CH3

替米沙坦(48)

H3C

图15
 

+
Ni(acac)2 (6 mol%), H2O (6 mol%)

P(O iPr)3 (13 mol%), MeMgCl (11 mol%),
ZnCl2 (6 mol%)

NC

ClH3C MgCl H3C

NC

OTBN50 (1.23 eq) 49 (1 eq)

PdLn
or NiLn etc.

R2X'
electrophile

R1ZnX or (R1)2Zn
organozinc species

+

I therefore chose with much enthusiasm “Discovery and 
Development of New Organic Synthetic Reactions Catalyzed by 
Transition Metals” as the central topic of my life-long research 
projects.

---- Ei-ichi Negishi
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(Z)-Flupentixol (8) was separated via a new method with a purity of 99.9% and a yield of 29.6%,
and the separation method has been patented and authorized in 2009.
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Compound 4 was protected by acetic anhydride which can 
avoid the production of self-condensation impurities of 4.

Pemetrexed dialanine which has more stable property was 
obtained with a purity of 99.5% and an overall yield of 69% .
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According to the preparation idea that ester ligand was coordinated before the hydrolysis, the 
sonosensitizer DEG was firstly synthesized with a purity of 95.2% and an overall yield of 73.1%.

coordination hydrolysis

R = -CH2CH2OCH2CH2OH

N

N N

N
CH3

CH3
H2C

CH2

Fe
N

NH N

HN

H3C

H3C CH3

CH3
H3C OR

CH3

OR

33% HBr-AcOH

H3C

OHO O OH RO O O OR

H3C

ROH, H2SO4

2
4

EtOH, K2CO3

CH2Cl2 / EtOH, 回流
N

N N

N

H3C

H3C CH3

CH3
H3C OR

CH3

OR

O O O O

Mn
N

N N

N

H3C

H3C CH3

CH3
H3C OR

CH3

OR

HO O O OH

Mn

6 15

N

NH N

HN

H3C

H3C CH3

CH3
H3C OR

CH3

OR

O O O O

1) NaOH (a.q)

2) HCl, r.t., 30 min, 96.2%

Cl

R = -CH2CH2OCH2CH2OH3

N

NH N

HN

H3C

H3C CH3

CH3
H3C Br

CH3

Br

HO O O OH

CH3H3C CH3H3C

·2HBr

r.t., 24 h r.t., 24 h, 83.2% 45 ℃, 1.5 h, 97%

MeOH, 40 ℃ , 8 hMnCl2 . 4H2O

12 h, 94.2%

超声波相转移催化合成苜蓿素·······················褚朝森，王晓丽，胡玉涛，李天雪，王  政
Synthesis of Tricin by Ultrasonic Phase Transfer Catalysis················································
·····························································CHU C S, WANG X L, HU Y T, LI T X, WANG Z
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.04.006

OH

OHHO
ZnCl2, HCl/EtOAc

OH

OHHO

NH
Cl 10%HCl

OH

OHHO

O
Cl

OCH3

OH

OCH3

O OH

OHO

O

OH

OCH3

OCH3

KOH, TBAB / ultrasound

2 3 4

N
Cl

5

Tircin was prepared by a new method with a total yield of 74.1%, and 
the method for preparing tircin from 4 has not yet been reported in literature.
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S- 腺苷甲硫氨酸 (S-adenosyl methionine，
SAM，2) 是生物体中重要的代谢中间体，参与了

生物体内 40 多种代谢过程 [1]。2 在临床上可用于肝

脏损伤、关节炎、抑郁症和胆汁淤积的治疗，同时

嗜热 S- 腺苷甲硫氨酸合成酶的固定化及 S- 腺苷甲硫氨酸的制备

化浩举
1
，吴  勇

1
，黄宗庆

1
，张喜全

2
，冯  军

1*
(1. 上海多米瑞生物技术有限公司，上海 201203；2. 正大天晴药业集团股份有限公司，江苏南京 210000)

摘要：本研究以固定化酶比活力、酶活力回收率和反应稳定性为指标，比较了氨基树脂和环氧树脂固定 S- 腺苷甲硫

氨酸合成酶的差别。结果显示氨基树脂固定化效果好，固定化酶比活力为 (27.91±1.33)U/g，固定化酶活力回收率为

(25.78±1.23)％，连续反应稳定性好。优化后固定化酶的反应条件如下：上样体积为 20 BV，流速为 3 BV/h，盐类型为硫

酸钾与硫酸镁，产物 S- 腺苷甲硫氨酸的摩尔转化率达 (61.78±1.91)％。固定化酶反应液经 DK-1 阳离子交换色谱柱纯化

后得到纯度大于 98％的 S- 腺苷甲硫氨酸 (SAM)，收率为 (71.50±1.61)％。

关键词：S- 腺苷甲硫氨酸合成酶；S- 腺苷甲硫氨酸；固定化；纯化
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Immobilization of Thermophilic S-Adenosylmethionine Synthetase and
Preparation of S-Adenosylmethionine

HUA Haojü1, WU Yong1, HUANG Zongqing1, ZHANG Xiquan2, FENG Jun1*
(1. Shanghai Duomirui Bio-Technology Co., Ltd., Shanghai 201203; 2. Chia-tai Tianqing Pharmaceutical Co., Ltd., Nanjing 210000)

ABSTRACT: The specific activities of immobilized enzyme, recoveries of enzyme activity and stabilities of 
continuous reaction were compared between amino resin and epoxy resin in the immobilization of S-adenosylmethionine 
synthetase. The results showed that amino resin was an effective immobilized matrix for S-adenosylmethionine synthetase 
with good stability of continuous reaction. The specific activity of immobilized enzyme and recovery rate of enzyme 
activity were (27.91±1.33)U/g and (25.78±1.23)％. The optimal reaction conditions of immobilized enzyme were 
listed as follows: the sample volume was 20 BV with the flow rate of 3 BV/h. The salt types were potassium sulfate and 
magnesium sulfate. The molar conversion rate of S-adenosylmethionine was up to (61.78±1.91)％. The immobilized 
enzyme reaction solution was purified by DK-1 cation exchange chromatographic column. S-Adenosylmethionine with 
the purity more than 98％ was obtained and the yield was (71.50±1.61)％.

Key Words: S-adenosylmethionine synthetase; S-adenosylmethionine; immobilization; purification

还可以作为保健品用来预防癌症和减缓衰老 [2—3]。我

国肝病患者众多，2 具有非常好的销售前景。目前 2
的工业化生产方法主要是酵母菌发酵法，该方法存在

发酵操作体积大、杂质含量高和纯化步骤多等缺点，

同时伴有废水产生多和环保压力大的问题 [4]。近年

来酶促转化法生产 2 成为研究热点，主要利用 S- 腺
苷甲硫氨酸合成酶(S-adenosyl methionine synthetase，1)
催化 L- 甲硫氨酸(L-methionine，L-Met)与三磷酸腺

苷(adenylate triphosphate，ATP)完成，但由于游离酶

催化存在产物不易分离和酶难以回收等问题，因此

采用固定化酶法是较好的选择 [5]。
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本研究采用来源于古菌属詹式甲烷球菌

(Methanococcus jannaschii) 的 1 进行固定化研究，

该酶具有活性高和热稳定性好的优点，方便操作 [6]。

1   仪器与试药

JY92- Ⅱ型超声波细胞粉碎仪 (宁波新芝生物科技股份

有限公司 )；Alliance 分析型高效液相色谱仪 (美国 Waters

公司)；SCG-100型蛋白色谱系统(苏州赛谱科技有限公司)；

8200 型搅拌型超滤杯 (德国 Merck 公司 )。

重组大肠杆菌 E.coli BL21(DE3)/pET28a-MjSAM 由本

实验室构建 ( 构建于 20140812) ；丁二磺酸腺苷蛋氨酸对

照品 ( 江苏正大天晴药业股份有限公司，纯度 51.3％，批

号 20170110) ；环氧树脂 LX-1000EP( 批号 20160323) 和氨

基树脂 LX-1000HA( 批号 20160323)( 西安蓝晓科技新材

料股份有限公司 )；30 kDa 超滤膜 ( 德国 Merck 公司，批

号 C8MA27302) ；硫酸卡那霉素 (kanamycin sulfate，Kan，

批号 B817BA0104)、异丙基硫代半乳糖苷 (isopropyl β-D-

thiogalactoside，IPTG，批号 E112BA0015) 和 BCA 蛋白浓度

测定试剂盒 ( 批号 D619DA0001)( 均购自上海生工生物工

程股份有限公司 )；预染蛋白质分子量标准品 (ProteinRuler 

Ⅰ Marker，北京全式金生物科技有限公司，批号 L10406) ；

1,4- 丁二烷磺酸 ( 江苏宇田生物医药科技有限公司，含量

64.41％，批号 P017161203) ；三磷酸腺苷二钠 (ATP-Na2，

上海峥晨科技有限公司，批号 151108) ；DK-1 树脂 ( 上海

安澜德生物科技有限公司，批号 20150716)，其余试剂均为

分析纯。

培养基Ⅰ /g·L-1 ：酵母提取物 5，蛋白胨 10，氯化钠

10，Kan 0.1 ；pH 7.0。

培养基Ⅱ /g·L-1 ：酵母提取物 10，蛋白胨 20，氯化钠

20，Kan 0.1 ；pH 7.0。

2   方法与结果

2.1   酶活力的测定

取适量酶加入下述反应体系：0.3 mol/L 氯化钾

(KCl)、0.04 mol/L 氯化镁 (MgCl2)、0.016 mol/L 
ATP、0.032 mol/L L-Met 和 0.1 mol/L Tris-HCl，
pH 8.0 ；置 60 ℃反应 20 min，用 HPLC 检测产物 2
的生成量。酶活力为在 pH 8.0 条件下于 60 ℃反应

20 min，每 10 min 生成 1 µmol 2 所需的酶量即为 1

个酶活力单位 (U)。酶比活力定义为 1 mg 酶所具

有的活力单位。

色谱条件 ：色谱柱 Shodex C18 柱 (4.6 mm×
250 mm，5 µm) ；流动相 0.63％甲酸铵 -0.14％ 1-

庚烷磺酸钠溶液 (pH 2.8) ∶甲醇 (80 ∶ 20) ；流速 
1.0 ml/min ；检测波长 260 nm ；柱温 30 ℃；进样量 
10 µl。
2.2   1 浓缩液的制备

将重组大肠杆菌 E. coli BL21(DE3) /pET28a-
MjSAM 接种至培养基Ⅰ 30 ml 中，37 ℃振荡

(220 r/min) 培养 12 h，按 2％接种量转接于培养基

Ⅱ100 ml中摇瓶培养，37 ℃振荡(220 r/min)培养4 h，
加入 IPTG 至浓度为 0.1 mmol/L，调整温度至 25 ℃，

继续培养 12 h，结束后取发酵液离心 (6 000×g)
10 min，收集沉淀菌体。按照每克湿菌体加入破胞

液 (25 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0)10 ml，混匀后超

声破碎菌体 (工作时间 5 s，间歇 10 s，功率 400 W，

循环工作 7 次 )。破碎上清液置 70 ℃水浴 20 min，
结束后立即恢复至室温，离心 (12 000×g)10 min，
收集上清液得到 1 液，用十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯

酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE) 进行分析 ( 图 1)，结

果显示，粗酶液中含有较多的杂蛋白，经过 70 ℃
水浴后得到了较纯的 1 液。按“2.1”项下测定酶比

活力，结果为 (2.165±0.080)U/mg。1 液用 30 kDa

超滤膜进行浓缩，再用25 mmol/L磷酸盐缓冲液(PB，
pH 8.0) 顶洗 3 次，得到 1 浓缩液，用 BCA 蛋白浓

度试剂盒测定 1 的含量为 (19.09±0.39)mg/ml。
2.3   固定化酶活力的测定

固定化酶活力的测定方法参照“2.1”项。固定

化酶活力回收率按式①计算，2 摩尔转化率按式②

计算。固定化酶比活力定义为固定化 1 后 1g 树脂

所具有的酶活力 (U)。

固定化酶活力回收率(％)= 固定化酶总活力

投入游离酶总活力
     ① 

2 摩尔转化率(％)= 反应产生 2 摩尔数

投入底物完全转化产生 2 摩尔数
×100 ② 

×100

2.4   2 种树脂共价固定化 1 的比较

环氧树脂固定化酶 ：取环氧树脂 10 g，加入

0.1 mol/L PB(pH 8.0)100 ml，室温放置，每隔 1 h

振摇数次，持续 5 h 后在室温静置浸泡 10 h。抽
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滤弃去上清液，剩余的环氧树脂用 0.1 mol/L PB

(pH 8.0) 洗涤 3 次。取 1 浓缩液与上述活化树脂混

合，10 g 树脂中加入 26.2 ml 的 1 浓缩液、4 ml 的
1 mol/L PB(pH 8.0) 和 9.8 ml 的去离子水，在 20 ℃、

100 r/min 振摇 18 h。抽滤弃去上清液，用 0.1 mol/L 
Tris-HCl(pH 8.0) 洗涤 3 次，得到环氧树脂固定化

酶。用少量 0.1 mol/L Tris-HCl(pH 8.0) 浸泡固定化

酶，置 4 ℃保存。

氨基树脂固定化酶 ：取氨基树脂 10 g，加入

0.1 mol/L PB(pH 8.0)100 ml，室温放置，每隔 1 h

震摇数次，持续 5 h 后在室温下静置浸泡 10 h。抽

滤弃去上清液，剩余的氨基树脂用 0.1 mol/L PB

(pH 8.0) 洗涤 3 次。取 10 g 树脂加入 20 ml 的 10％
戊二醛和 80 ml 的 0.1 mol/L PB 缓冲液 (pH 8.0)，
在 20 ℃放置，每隔 1 h 振摇数次，持续 3 h。抽滤

弃去上清液，用 0.1 mol/L PB(pH 8.0) 洗涤 3 次以

除去残留的戊二醛。取 1 浓缩液与上述活化树脂

混合，10 g 树脂中加入 26.2 ml 的 1 浓缩液、4 ml

的 1 mol/L PB(pH 8.0) 和 9.8 ml 的去离子水。在

20 ℃、100 r/min 条件下振摇 18 h。抽滤弃去上清液，

用 0.1 mol/L Tris-HCl(pH 8.0) 洗涤 3 次，用少量

0.1 mol/L Tris-HCl(pH 8.0) 浸泡固定化酶，置 4 ℃
保存。

按“2.2”项下方法测定上述固定化酶比活力，

并计算固定化酶活力回收率，结果见表 1。环氧树

脂对 1 的结合量比氨基树脂稍高，但是固定化酶比

活力和酶活力回收率明显低于氨基树脂。推测环氧

树脂与 1 结合时由于 1 分子空间半径较大，树脂表

面键合的 1 的活性中心相互掩盖，导致固定化酶比

活力和固定化酶活力回收率低。而氨基树脂与 1 结

合时由于戊二醛的“架桥作用”，可避免 1 的活性

中心相互掩盖。综上，从固定化酶比活力和固定化

酶活力回收率分析，氨基树脂优于环氧树脂。

2.5   2 种固定化酶连续反应稳定性的比较

反应使用体系和条件参见“2.1”项，置 60 ℃
振荡 (50 r/min) 反应 20 min，反应结束后直接抽

滤，滤液稀释 5 倍后按“2.1”项下 HPLC 方法测定

2 含量并计算相对活力 ( 以第一次反应的酶活力为

100％ )。1 次反应结束后，固定化酶用 50 mmol/L 
Tris-HCl(pH 8.0) 洗涤 3 次后重复“2.1”项下方法

进行下一次反应，结果见图 2。氨基树脂固定化酶

连续反应 8 次后，酶相对活力仍在 80％以上。环

氧树脂固定化酶在第 2 次反应后相对酶活力已低于

50％，第 5 次反应后相对酶活力损失约 80％，说明

氨基树脂固定化酶具有较好的反应稳定性。综上，

本研究选择氨基树脂固定化 1 进行后续实验。

2.6   固定化酶装柱反应条件的优化

取固定化酶装入 3 个相同含夹套的色谱柱内，

固定化酶装柱体积均为 20 ml，夹套温度控制 60 ℃，

上样体积为 200 ml，pH 8.0，流速分别为 0.5、1、2

和 5 ml/min，合并流出液后测定 2 摩尔转化率。从

图 3 可以看出，当流速为 1 ml/min 时，2 摩尔转化

率最高；当流速在 2 或 5 ml/min 时，底物与固定化

酶接触时间过短导致反应不充分，2 摩尔转化率较

低；流速 0.5 ml/min 时的 2 摩尔转化率略低于流速

1 ml/min，原因是产物 2 在高温 (60 ℃ )条件下停

M-Marker ；1- 粗酶液；2-1 液

图 1   1 的 SDS-PAGE 分析结果

Fig.1   SDS-PAGE Analysis Result of 1

表 1   固定化酶的比较 (x
__

±s，n=3)
Tab.1   Comparison of Immobilized Enzymes (x

__

±s, n=3)
载体 单位载体结合酶量/mg·g-1 固定化酶比活力/U·g-1 固定化酶活力回收率/％

环氧树脂 28.64±4.15 17.94±2.12 16.57±1.96
氨基树脂 26.90±2.56 27.91±1.33 25.78±1.23
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留时间过长出现严重降解，不利于后续纯化。在流

速 1 ml/min 条件下，将上样体系的 pH 分别设置为

7.5、8.0、8.5 和 9.0 进行比较分析。pH 8.5 时 2 摩

尔转化率最高，说明在一定范围内，随着 pH 的升

高，固定化酶活性逐渐增强，2 摩尔转化率逐渐增高，

当pH 9.0时，碱性过强导致酶活性降低，转化率下降。

在流速 1 ml/min 和 pH 8.5 的条件基础上，将

反应体系中的氯化钾和氯化镁分别替换为碳酸钾和

碳酸镁及硫酸钾和硫酸镁进行试验并比较。结果发

现当上样体积为 200 ml 时，3 个条件下的 2 摩尔转

化率相差不大，考虑后期放大生产，将上样体积增

加至 400 ml。图 3 中，采用含有二价阴离子的无机

盐后转化率均有所提高且硫酸盐效果好于碳酸盐，

推测是氨基树脂上残留的氨基吸附了酶促反应产生

的磷酸根和焦磷酸根，进而抑制了固定化酶的活性，

二价阴离子能够与磷酸根发生交换从而减弱抑制作

用。综上，固定化酶最佳的装柱反应条件为固定化

酶装柱体积 20 ml，流速 1 ml/min，无机盐为硫酸

钾和硫酸镁，上样体积 400 ml，在此条件下 2 摩尔

转化率为 (61.78±1.91)％。

2.7   2 的纯化

取“2.6”项下经固定化酶反应后含 2 的反应液

160 ml，加 6 mol/L 的盐酸调节 pH 值至 4.0，上样

于阳离子交换色谱柱 [7]。纯化系统为 SCG-100 型

蛋白色谱系统 [色谱柱 DK-1 柱 (10 mm×180 mm，

100 ～ 200 µm) ；流速 2 ml/min ；检测波长 260 和

215 nm]。上样结束后分别用 2 BV 的去离子水、

A ：氨基树脂，B ：环氧树脂

图 2   固定化酶连续反应稳定性的比较 (n=3)
Fig.2   Comparison of Stabilities of Immobilized Enzymes in Continuous Reaction (n=3)

图 3   固定化酶装柱反应条件的优化 (n=3)
Fig.3   Optimization of Immobilized Enzyme Column 

Conditions (n=3)

5 BV 的 100 mmol/L 乙酸、5 BV 的去离子水和 5 BV

的 100 mmol/L 丁二磺酸依次洗脱，2 在丁二磺酸洗

脱时出峰 ( 图 4A)，纯度达到 98％以上 ( 图 4B)，

收率为 (71.50±1.61)％。

3   讨论

关于酶的固定化目前没有统一适用的理论和

方法。已报道的 1 的固定化方法均存在一些问题，

使用 Ni 离子螯合柱固定化 1，不仅树脂价格昂

贵，而且 3 次连续反应后固定化酶活力回收率仅剩

39.5％ [8]。尹春丽等通过海藻酸钠和明胶包埋法、

壳聚糖与戊二醛交联法得到的固定化 1 存在机械强

度低、重复使用过程中容易破碎以及固定后反应时

间过长等问题 [9—10]。卢泓宇等通过离子交换树脂键

合法得到固定化 1，不仅反应时间长，而且不能耐
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受高离子浓度，难以在工业生产中应用 [11]。氨基

树脂成本低、固定化后的酶比活力和酶活力回收率

较高，连续反应稳定性好且机械强度高，具有明显

的优势。

本研究使用重组大肠杆菌表达 1，并利用 1 的

耐热特性，采用高温水浴的方法直接获得了电泳纯

度较高的 1 液，利用戊二醛交联法实现了氨基树脂

对 1 的固定化，固定化酶连续反应 8 次后相对酶活

力仍在 80％以上。2 极不稳定，在常规酶促反应条

件下制备 2 时，若周期较长容易产生降解和氧化杂

质，增加纯化难度且难以保证较高的纯化收率 [12]。

本研究进一步探讨固定化酶装柱反应的条件，优

化 2 的纯化方法，得到了柱上操作方便、时间短

(20 min) 且产物 2 摩尔转化率高的反应条件。后续

2 的反应液直接上样 DK-1 树脂柱进行纯化，方法

简单，纯度和收率高，具有较好的工业化前景。
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