
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2021, Vol.37, No.2 

120 

 

肉豆蔻酰矢车菊素-3-O-葡萄糖苷 

在混合溶剂体系中的酶法合成 
 

张萍玲，赵振刚 

（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 

摘要：为了提高矢车菊素-3-O-葡萄糖苷（C3G，Cyanidin-3-O-glucoside）的稳定性及亲脂性，本研究用固定化脂肪酶 Lipozyme 435

催化肉豆蔻酸甲酯对 C3G 进行酰基化修饰。首先分别在单一有机溶剂和混合有机溶剂中进行酰基化反应，然后通过半制备液相色谱

对 C3G 酰基化衍生物进行分离纯化，并通过液质联用和核磁共振技术对其进行结构鉴定，最后在 20%吡啶-叔戊醇溶剂中通过单因素

实验和正交实验获得肉豆蔻酰 C3G 的最优合成条件。结果表明：在叔戊醇中分别添加 20%（V/V）的吡啶、石油醚、正己烷、异辛烷

后，C3G 在混合有机溶剂体系中的酰基化反应转化率相比于单一有机溶剂体系显著提高（p<0.05）。20%吡啶-叔戊醇作为最佳反应介

质使酰基化转化率由 10.13%提高到 15.62%。酰基化位点很有可能发生于 C3G 的 6″-OH 上，获得产物矢车菊素-3-(6″-肉豆蔻酰)-葡萄

糖苷。肉豆蔻酰 C3G 的最优合成条件为：温度 60 ℃、反应时间 22 h、C3G 与肉豆蔻酸甲酯摩尔比 1:250、酶的添加浓度 20 mg/mL，

最终获得 33.25%的转化率。本研究为进一步研究花色苷的稳定性及生物活性，拓展花色苷在脂溶性基质中的应用提供有益参考。 

关键词：矢车菊素-3-O-葡萄糖苷；酰基化；混合溶剂 

文章篇号：1673-9078(2021)02-120-128                                         DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2021.2.0365 
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Abstract: In order to improve the stability and lipophilicity of cyanidin-3-O-glucoside (C3G), immobilized lipase Lipozyme 435 was used 

in this study to catalyze the acylation of C3G by methyl myristate. The acylation in a single organic solvent and a mixed organic solvent was 

investigated. Then, the acylated derivative of C3G was separated and purified by semi-preparative liquid chromatography, and its structure was 

characterized by HPLC-MS/MS and NMR techniques. The optimal synthesis conditions of myristoyl C3G were obtained in 20% 

pyridine-tert-amyl alcohol by single factor experiments and orthogonal experiments. The results showed that the conversion rate in a mixed 

solvent system (tert-amyl alcohol plus 20% V/V of pyridine petroleum ether, n-hexane or isooctane) was significantly improved (p<0.05) 

compared to that in a single organic solvent. The 20% pyridine-tert-amyl alcohol combination was the best reaction medium and allowed the 

increase of the conversion rate from 10.13% to 15.62%. The acylation most likely occurred on the 6″-OH of the glucose residue of C3G to yield 

cyanidin-3-(6″-myristoyl)-glucoside. The highest conversion rate for myristoyl C3G was achieved (33.25%) under the optimal synthesis 

conditions: 60 ; reaction time, 22 h; molar ratio℃  of C3G to methyl myristate, 1:250; enzyme concentration 20 mg/mL. This study provides a 

useful reference for further research on the stability and biological activity of anthocyanins, and to expands the application of anthocyanins in 

lipophilic matrices. 
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花色苷是植物中的主要呈色物质，广泛存在于草

莓、黑米、红加伦、黑豆、黑加伦、紫玉米等被子植

物表皮细胞液泡中[1]。因其具有典型的 C6-C3-C6 骨架

结构，一般被归为黄酮类化合物。作为一种天然食用

色素，它不仅安全无毒、色彩鲜艳、资源丰富，而且

具有一定的营养和药理作用，被公认为资源最为丰富

的替代苯胺类煤焦合成色素的天然色素[2,3]。作为一种

生物活性物质，它具有抗氧化[4]、抗癌[5]、抗衰老、抗

炎抑菌[6]、提高视力[7]、预防心血管疾病[8]、修复和保

护肝损伤、控制肥胖[9]、减轻糖尿病[10]等多种功能，

在食品、医药、化妆品领域均有着巨大的应用潜力。

但其结构不稳定，在贮藏与加工过程中易受外界环境，

如 pH、温度、光、酶、二氧化硫、金属离子、抗坏血

酸等理化因子的影响产生分子聚合、异构和降解，从

而失去原有的颜色[11, 12]。在生理活性方面，由于花色

苷的亲脂性低，不易透过磷脂双分子层的细胞膜到达

靶向作用点，使得生理价值大大降低。故对花色苷进

行结构修饰以提高它的稳定性及生理活性成为近几年

学者的研究热点。 

研究证明酰基化的花色苷比未酰基化的花色苷

具有更强的稳定性。用脂肪酸对花色苷进行酰基化反

应，可以降低花色苷在水溶性介质中的溶解性，通过

疏水作用和空间位阻效应降低花色苷对介质中水和亚

硫酸盐的亲核攻击的敏感性，防止花色苷分子变成无

色的假碱基或查尔酮结构，从而增强花色苷的稳定性
[13]。除此之外，用脂肪酸对花色苷进行酰基化，可以

提高花色苷的亲脂性，有利于拓展他在脂溶性基质中

的应用。另有研究发现，酰化的花色苷显示出了最高

的细胞模拟膜的亲和力，这表明酰化后花色苷的生物

利用度可以得到很大提高[14]。 
矢车菊素-3-O-葡萄糖苷（C3G）是自然界中最为

常见、分布最广的花色苷[15]。已有研究采用脂肪酸为

酰基供体，通过酶法[16]或化学方法[17]对其进行酰基化

修饰。酶催化 C3G 的直接酯化需要加入具有吸附作用

的碱性物质分子筛以去除反应的副产物水，导致 C3G
的大量损失，而使用化学方法进行酰基化反应存在步

骤繁琐的问题。有机溶剂是目前非水相酶催化应用和

酶学研究最为广泛的体系[18]。C3G 作为一种多羟基化

合物具有强亲水性，在高极性有机溶剂中溶解度较高，

但高极性有机溶剂可能通过剥夺酶分子表面微环境中

的必需水导致酶的稳定性和催化活性降低[19]，疏水性

溶剂虽然可以较好得保持酶的活性，但 C3G 在疏水性

溶剂中溶解度低[20]，同样导致反应合成效率降低。混

合溶剂由一定配比的疏水性溶剂和强极性溶剂互溶而

成，通过改变各溶剂的配比可以改变反应介质的物理

性质，从而调控酶在体系中的活性以及选择性[21]。 
本研究用固定化脂肪酶 Lipozyme 435 为生物催

化剂，以肉豆蔻酸甲酯为酰基供体，分别在单一有机

溶剂和混合有机溶剂中对 C3G 进行酯交换反应，对酰

基化产物的结构进行表征，并通过单因素实验和正交

实验优化实验条件，为 C3G 的酰基化修饰及后续的活

性研究提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  原料与仪器 

1.1.1  实验材料 
矢车菊素-3-葡萄糖苷（HPLC≥98%）购自于四川

省维克奇生物科技有限公司；固定化脂肪酶 Lipozyme 
435，购于诺维信（中国）生物技术有限公司；肉豆蔻

酸甲酯为分析纯，购于上海麦克林；叔戊醇、叔丁醇、

吡啶、乙腈、异辛烷、正己烷、石油醚等均为分析纯，

购于上海阿拉丁。 
1.1.2  主要仪器设备  

CPA224S 分析天平，赛多利斯科学仪器有限公

司；Centrifuge 5424R 台式高速冷冻离心机，Eppendorf
公司；ZNCL-GS 智能磁力搅拌器，爱博特科技有限公

司；DU-730 紫外-分光光度仪，Beckman Coulter 公司；

Waters 1525 高效液相色谱仪，德祥科技有限公司；

maXis Impact TOF-MS，美国布鲁克-道尔顿公司；1290 
Infinity UHPLC，Agilent 公司；1260 Infinity 半制备高

效液相，Aglient 公司；Avanve III HD 600M 超导核磁

共振波谱仪，美国布鲁克-道尔顿公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  单一溶剂中 C3G 的酰基化反应 
将反应用的磁力搅拌子及玻璃器皿在 60 ℃烘箱

中预先干燥 24 h，将底物放置于干燥器中保持 4 d 以

上，固定化脂肪酶与 C3G 放置于 4 ℃冰箱保存。在 2 
mL 的棕色血清瓶中加入 1 mg C3G，以 C3G/酰基供体

摩尔比为 1:150 加入肉豆蔻酸甲酯，分别加入乙腈、

吡啶、叔戊醇、叔丁醇使反应液总体积为 1 mL，并加

入 Novezym 435 酶（20 mg/mL），搅拌子。将棕色血

清瓶放置于磁力搅拌锅中，以 300 r/min 的摇动速度、

60 ℃下反应 24 h。完成反应后，用离心管收集反应体

系，于 4 ℃，12000 r/min 的条件下离心 7 min，最后
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通过 0.22 μm 有机滤膜过滤除去脂肪酶和多余底物以

终止反应。 
1.2.2  混合溶剂中 C3G 的酰基化反应 

按照 1.2.1 的方法，采用 C3G 与肉豆蔻酸甲酯的

比例 1:150，Lipozyme 435 脂肪酶用量 20 mg，反应温

度 60 ℃，反应时间 24 h，以叔戊醇为主要反应溶剂，

于体系中分别加入 20%体积分数的异辛烷、石油醚、

吡啶和正己烷进行反应。 
1.2.3  混合溶剂的比例对酰基化反应的影响 

按照 1.2.2 的方法，以叔戊醇为主要反应溶剂，于

体系中分别加入 20%、40%、60%、80%、100%体积

分数的吡啶进行反应。 
1.2.4  反应转化率和相对含量的测定 

采用高效液相法测定 C3G 酰基化产物的生成，并

通过峰面积进行转化率及相对含量的计算。高效液相

色谱以 0.1%三氟乙酸水作为流动相 A，甲醇作为流动

相 B，按 1 mL/min 的流速进行洗脱，通过 PDA 检测

器在双波长（280 nm 和 520 nm）下监测峰。流动相

的洗脱程序如下：0~5 min，5~10% B；5~10 min，10% 
B；10~17 min，10~24% B；17~27 min，24~90% B；
27~30 min，90% B；30~35 min，90~5% B；35~45 min，
5% B。样品进样量为 5 μL，分析柱 Waters Xbridge C18
（4.6×250 mm，5 μm），柱温保持在 30 ℃。酰基化反

应的转化率由峰面积比进行计算： 
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式中：T 为 C3G 酰基化反应的转化率（%），A0为反应前

液相色谱图中 C3G 的峰面积，A1为反应后液相色谱图中 C3G

的峰面积。 

因转化率无法直观地表达 C3G 衍生物的得率，而

通过高效液相外标法测定衍生物的得率需消耗一定量

的 C3G 衍生物，故定义花色苷衍生物相对含量来比较

不同酰基化反应条件下产物的得率。相对含量用以下

公式计算： 
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式中：Cx为 C3G 酰基化衍生物的相对含量；Ax为需计算

的 C3G 衍生物的峰面积；Amax为单因素条件下 C3G 衍生物的

最大峰面积。 

1.2.5  C3G酰基化衍生物的液相质谱联用分析 
采用 Agilent 1290 Infinity 超高液相色谱仪和

maXis Impact TOF-MS 高分辨率质谱联用对反应产物

进行初步的结构分析。 
超高液相色谱测试条件：色谱柱为 ZORBAX 

RRHD SB-C18 column (2.1 × 50 mm，1.8 μm)；流动相

A 为 0.1%三氟乙酸水，B 为甲醇；以 0.2 mL/min 的流

速进行梯度洗脱，洗脱程序如下：0~1 min，5% B；
1~4 min，5~95% B；4~12 min，95% B；12~13.5 min，
95~5% B；13.5~15 min，5% B。进样量 1 μL，柱温保

持在 30 ℃，测定波长设置在 520 nm。 
质谱条件：使用 ESI 离子发射源；正离子模式；

扫描范围：50~1000  m/z；毛细管电压 3.5 kV；干燥气

体为氮气；干燥气温度，180 ℃，流速 4.0 L/min；雾

化气压 0.2 bar。 
1.2.6  半制备液相色谱对酰基化产物进行分离

提纯 
以正己烷/甲醇体积比 5:2 反复萃取反应体系中多

余的脂肪酸甲酯后，用 Aglient 1260 Infinity 半制备高

效液相系统进一步分离纯化肉豆蔻酰 C3G。半制备液

相条件为：色谱柱：SunFire C18 OBDTM 半制备柱

（250×19 mm，5 μm）；流动相 A 为 0.1%三氟乙酸水，

B 为甲醇；PDA 检测器在双波长（280 nm 和 520 nm）

下监测峰；以 5 mL/min 的流速进行梯度洗脱，洗脱程

序如下：0~12 min，30% B；12~18 min，30~90% B；
18~33 min，90% B；33~36 min，90~30% B。进样量

为 1.0 mL，柱温保持在 30 ℃。用高效液相方法确定

所收集的酰基化产物的纯度。 
1.2.7  C3G 酰基化衍生物的核磁共振分析 

C3G 的肉豆蔻酸甲酯酰基化衍生物的结构通过

Bruker Avanve III HD 600 超导核磁共振波谱仪进行进

一步的探究。将酰基化产物溶解于氘代甲醇中，采用

600 MHz 扫描，测定产物的氢谱（1H-NMR）和碳谱

（13C-NMR）。 
1.2.8  单因素实验 

按照 1.2.2 的方法，在 20%的吡啶-叔戊醇溶剂中，

分别考察反应温度（50、55、60、65 ℃）、C3G 与肉

豆蔻酸甲酯的摩尔比（1:100、1:150、1:200、1:250）、
Lipozyme 435 脂肪酶用量（10、20、30、40、50 mg）、
反应时间（12、18、24、36、48 h）对反应转化率和

酰基化衍生物的相对含量的影响。 
1.2.9  正交试验的设计 

在单因素实验的基础上，以转化率为响应值，选

取温度、时间、底物比例为考察因素，按 L9(34)正交

表设计正交试验。 
1.2.10  数据分析与处理 

采用 Origin 8.0 软件进行绘图，采用 SPSS 22.0 对

数据进行显著性分析，各组实验数据都是通过三次平

行操作后获得，数据结果以平均值±标准差表示。 

2  结果与讨论 
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2.1  单一有机溶剂对酰基化反应的影响 

用固定化脂肪酶 Lipozyme 435 为生物催化剂，以

肉豆蔻酸甲酯为酰基供体，分别在乙腈、吡啶、叔戊

醇、叔丁醇中对 C3G 进行酰基化修饰，结果如图 1
所示。C3G 在乙腈中获得最高的转化率（69.32%），

这是基于已溶解于乙腈中的 C3G 的反应转化率，然而

C3G 在乙腈中溶解度低且大多数发生沉淀而未进行

酯交换反应。C3G 在吡啶中未观察到酰化产物，在叔

戊醇和叔丁醇中的转化率分别为 10.13%和 12.76%。

尽管 C3G 在叔丁醇中的转化率高于叔戊醇，但由于其

熔点为 25.7 ℃，在室温下容易结晶析出，增加了操作

难度。因此，具有良好底物溶解性和低熔点的叔戊醇

是 C3G 酰化反应的最理想反应介质。 
反应介质会影响底物溶解度，酶的特异性、对映

选择性和区域选择性等，对反应产生重要的影响[22]。

Feng 等[23]用 CALB 对油酰酯进行酰基化，综合考虑

酶的活性和底物溶解度，发现叔戊醇是最佳的反应介

质。Yang 等[24]观察到 C3G 的转化率与其在反应介质

中的溶解度呈正相关，在所有测试的有机介质中，叔

丁醇的转化率最高。用 Novozyme 435 催化芦丁、柚

皮苷与脂肪酸的酰化反应也观察到相同的结果[25]。但

是闫征等[26]用Novozyme 435 催化C3G与芳香酸的酰

基化反应，发现酯化反应在吡啶中的转化率比叔丁醇

和叔戊醇高，反应结果的差异性可能与底物的溶解性

和操作条件相关。 

 
图1 不同反应介质对酰基化反应的影响 

Fig.1 Effect of different reaction media on the acylation 

reaction efficiency 

注：标有不同字母表示具有显著性差异（p<0.05）。 

2.2  混合反应介质对酰基化反应的影响 

在叔戊醇中分别添加 20%的吡啶、石油醚、正己

烷、异辛烷，研究 C3G 在混合溶剂中的酰基化反应。

由图 2a 和表 1 可以看出，添加 20%的吡啶、石油醚、

正己烷、异辛烷后的酰基化转化率从原来的 10.13%分

别提高到 15.62%、17.22%、18.66%、18.96%，相比

于纯叔戊醇溶剂体系均显著提高，并且转化率随着混

合溶剂体系 logP 值的增大而增大。说明疏水性有机溶

剂的加入，确实能在一定程度上保护酶的催化活性提

高反应的转化率。由酰基化产物的相对含量可以看出，

除了 20%吡啶-叔戊醇混合溶剂外，酰基化产物的含量

并没有随着转化率的提高而提高，说明疏水性溶剂的

添加除了对体系中的酶活性产生影响，还能与底物或

反应产物相互作用，从而影响酶促反应的进行[27]。20%
（V/V）吡啶的加入虽然降低了溶剂体系的 logP 值，

但是转化率相比纯的叔戊醇溶剂仍有显著上升

（p<0.05），这表明极性可能不是影响酶活性的唯一因

素。每种有机溶剂都有其特定的分子结构，并与酶分

子发生独特的干扰或者结合，从而导致生物催化剂的

活性不同[19]。反应产生的酰基化衍生物含量在 20%吡

啶-叔戊醇溶剂体系中也相对较高，可能原因是矢车菊

素-3-O-葡萄糖苷和肉豆蔻酸甲酯在吡啶中的溶解度

较高[28]。综合考虑反应转化率和产物的相对含量，选

择 20%吡啶-叔戊醇溶剂进行反应。 

 

 
图2 混合溶剂对酰基化反应的影响 

Fig.2 Effect of mixed solvent on acylation efficiency 

由图 2b、表 1 可以看出，随着吡啶添加比例的增

加，转化率呈现先上升后下降的趋势，在 20%的吡啶

添加比例下获得最高的转化率和产物相对含量。一定

比例吡啶的添加可以增加底物溶解性，从而提高酰基

化反应的转化率及得率，随着吡啶比例的增加，混合

溶剂的极性增加，logP 值由 1.15 降至 0.71，导致酶活
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性减弱，酰基化转化率从 15.62%降至 0%。因此选择

20%吡啶-叔戊醇溶剂作为最佳体积配比的混合溶剂。 
自Mutua等[29]在研究脂肪酶促糖酯合成中首次采

用了混合溶剂后，已有较多生物催化在混合有机溶剂

中进行并获得令人满意的结果。Ferrer 等[30]采用脂肪

酶催化合成月桂酰蔗糖时，在叔丁醇中加入 10%的

DMSO 溶剂后使得反应转化率由 35%增加到 70%。

Feng 等[19]用施氏假单胞菌催化葡萄糖酯的合成时，在

吡啶中加入 25%的异辛烷后，酯交换转化率由原来的

77.9%提高到 96.7%。 
表1 混合溶剂对酰基化反应的影响 

Table 1 Effect of mixed solvent on acylation efficiency 

混合有机溶剂 LogP 值 转化率/% 

叔戊醇 1.15 10.13±0.18 

20%异辛烷 1.82 18.96±0.23 

20%正己烷 1.62 18.66±0.39 

20%石油醚 1.56 17.22±0.34 

20%吡啶 1.06 15.62±0.32 

40%吡啶 0.98 9.21±0.24 

60%吡啶 0.89 1.64±0.15 

80%吡啶 0.80 0.19±0.03 
100%吡啶 0.71 0 

2.3  酰基化产物的结构鉴定 

 
图3 液相及质谱图 

Fig.3 The liquid phase spectra and mass spectra 

采用 HPLC 检测产物的生成，用 HPLC-MS/MS
和 NMR 对产物结构进行表征。如图 3 所示，反应体

系在 520 nm 波长处检测到两个色谱峰。经

HPLC-MS/MS 测定，14.83 min 处的峰相对分子量为

449.11，与 C3G 的相对分子量一致。21.19 min 处峰对

应的分子离子峰[M+H]为 659.31，恰好跟一个 C3G 与

一个肉豆蔻酸甲酯脱掉一份子水后的相对分子量一

致，说明酰基化反应只生成了单酰基化产物。酰化产

物的二级质谱只检测到了相对分子量为287.06的离子

碎片，与矢车菊素的相对分子质量一致，说明该酰基

化反应发生于葡萄糖的羟基上，而非糖苷配体的任何

羟基上。 

 

 
图4 C3G与肉豆蔻酰C3G的 1H-NMR谱图 

Fig.4 1H NMR spectrum of C3G and myristoyl C3G 

 

 
图5 C3G与肉豆蔻酰C3G的 13C-NMR谱图 

Fig.5 13C NMR spectrum of C3G and myristoyl C3G 

通过半制备高效液相分离纯化得到纯度接近于

100%的 C3G 酰基化产物，用 NMR 进行氢谱

（1H-NMR）和碳谱（13C-NMR）分析，结果如图 4、
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5 所示。C3G 酰化反应导致 C-6″位置的 C 化学位移达

3.97×10-6（60.91×10-6~64.88×10-6），而其他位置 C 的

化学位移相差 2×10-6 以内。H-6A″与 H-6B″位置的 H
的化学位移差值也分别达到 0.59×10-6（3.96×10-6~ 
4.55×10-6）、0.48×10-6（3.91×10-6~4.39×10-6），这表明

酰基化反应很有可能发生在 C3G 葡萄糖苷部分的

C-6''上，C3G 的肉豆蔻酸单酰基衍生物被鉴定为矢车

菊素-3-(6″-肉豆蔻酰)-葡萄糖苷。 
De Oliveira 等用CALB 脂肪酶对类黄酮进行酰基

化反应，研究发现类黄酮的糖苷配基部分可以通过类

黄酮酚基与疏水残基的主链羰基之间的氢键相互作用

以及酚基与 Ala，Ile，Leu 和 Val 残基的侧链之间的氢

键相互作用而相对稳定[31]。类黄酮的糖苷部分具有一

块较小的极性区域，是唯一可以让催化底物接近的羟

基。CALB 催化花色苷的酰基化反应通常生成单酰基

化衍生物，并且反应通常发生在糖苷部分的伯羟基上
[24]。这种严格的区域选择性与之前的研究结果一致
[16,26]。 

2.4  单因素实验 

2.4.1  反应温度对酰基化反应的影响 

 
图6 温度对酰基化反应的影响 

Fig.6 Effect of temperature on acylation efficiency 

温度会影响 C3G 的稳定性及溶解性，并影响酶的

催化活性及稳定性，是酶催化反应的一个重要因素
[32]。Lipozyme 435 是一种耐热性较高的脂肪酶，随着

温度的升高其活性会越来越强，但温度高达一定程度

后，酶容易受热变性造成活力下降。分别在 50、55、
60 和 65 ℃温度下催化 C3G 的酰化反应。由图 6 可以

看出，酰基化反应的转化率随着温度的升高而显著增

加（p<0.05），由 13.20%最终提高到 24.17%。这是由

于随着反应温度的提高，Lipozyme 435 酶的活性越来

越强，且底物的溶解度增强，反应体系中传质速度加

快导致底物相互接触的机会增多的原因[28]。但是酰基

化产物的相对含量呈现先上升后下降的趋势。当温度

低于 55 ℃时，酰基化产物的相对含量随着转化率的

增加而增加，但当温度超过 55 ℃之后，长时间的热

处理致使 C3G 及其反应产物发生降解，导致酰基化产

物的相对含量减少。因此，选取 55 ℃为此单因素实

验的最优条件。 
2.4.2  底物摩尔比对酰基化反应的影响 

 
图7 底物摩尔比酰基化反应的影响 

Fig.7 Effect of molar ratio of C3G to methyl myristate on 

acylation efficiency 

增加酰基供体的含量有利于底物与脂肪酶、底物

之间的碰撞，提高反应转化率。分别以 C3G 与酰基供

体的摩尔比 1:100、1:150、1:200、1:250 进行酰基化

反应。由图 7 可以看出，随着肉豆蔻酸甲酯添加量的

增加，C3G 的转化率随之升高，由 10.24%最终提高到

21.15%，且各组数据之间存在显著性差异（p<0.05），
酰基化产物的相对含量也显示出了相同的趋势。肉豆

蔻酸甲酯的凝固点较高，添加过多的肉豆蔻酸甲酯会

导致反应后的体系在常温下凝固，不利于后续酰基化

产物的分离纯化，故选取底物摩尔比 1:200 作为此单

因素实验的最优条件。 
2.4.3  酶的添加量对酰基化反应的影响 

 
图8 酶的添加量对酰基化反应的影响 

Fig.8 Effect of f enzyme usage level on acylation efficiency 

酶的添加量也是影响酶催化反应的重要因素。酶

的添加量过小无法催化 C3G 与肉豆蔻酸甲酯的充分

反应，酶的添加量过大又不利于节约成本。分别添加

10、20、30、40 mg 的 Lipozyme 435 脂肪酶催化酰基

化反应的进行。如图 8 所示，随着体系中脂肪酶添加
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量的增加，C3G 的转化率呈上升的趋势。当酶的添加

量从 10 mg 增加为 20 mg 时，其转化率从 15.45%增加

到 17.10%，表现出明显差异（p<0.05），当酶的添加

量进一步增加后，其转化率并没有呈现出显著差异，

这是由于酶的量与底物浓度接近“饱和”，无法进一步

有效得提高转化率。酰基化产物的相对含量也呈现出

相同趋势。结合转化率和衍生物的相对含量，同时考

虑经济成本，选用 20 mg 酶用量作为此单因素实验的

最优条件。 
2.4.4  反应时间对酰基化反应的影响 

 
图9 反应时间对酰基化反应的影响 

Fig.9 Effect of reaction time on acylation efficiency 

酰基化反应分别进行 12、18、24、36、48 h 后测

其转化率和产物相对含量。结果见图 9 所示，随着反

应时间的增加，转化率没有呈现出明显的规律。酰基

化产物的相对含量随着反应时间的增加呈现出先上升

后下降的趋势，前期的上升是由于酰基化反应的进行

导致酰基化衍生物的积累，反应进行 18 h 之后 C3G
及其酰基化衍生物由于长时间维持在较高温度下分解

导致含量的减少。因此，选取反应时间 18 h 为此单因

素的最优条件。 

2.5  正交试验的设计及结果 

在单因素实验的基础上，选取反应温度（A）、反

应时间（B）、底物摩尔比（C）三个因素进行正交试

验，每个因素选取三个水平进行分析，并对结果进行

极差分析来确定最佳反应条件。采用 L9(34)正交表进

行试验，结果见表 2。 
由极差分析结果可以看出，三个因素对 C3G 酰基

化反应转化率的影响大小顺序为底物摩尔比>温度>
时间。分析各因素的 K 值，可以得出最优反应条件为：

温度 60 ℃、反应时间 22 h、底物摩尔比 1:250。对上

述反应条件进行验证性实验，得到的反应转化率为

33.25%，比单因素实验得出的最优转化率结果高出

10.63%。 
表2 正交试验因素水平及结果 

Table 2 Orthogonal experimental design and results 

序号 A 温度/℃ B时间/h C底物摩尔比/(mol/mol) D 空列 转化率/% 
1 50 14 1:150 1 12.58 

2 50 18 1:200 2 15.09 

3 50 22 1:250 3 22.49 

4 55 14 1:200 3 19.27 

5 55 18 1:250 1 20.41 

6 55 22 1:150 2 14.32 

7 60 14 1:250 2 22.62 

8 60 18 1:150 3 14.84 

9 60 22 1:200 1 18.62 

K1 50.16 54.47 41.74 51.61  

K2 54.00 50.34 52.98 52.03  

K3 56.08 55.43 65.52 56.60  

k1 16.72 18.16 13.91 17.20  

k2 18.00 16.78 17.66 17.34  

k3 18.69 18.48 21.84 18.87  

R 1.97 1.70 7.93 1.66  

因素主次 C>A>B 

最优组合 A3B3C3 
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3  结论 

本研究用固定化脂肪酶 Lipozyme 435 为生物催

化剂，以肉豆蔻酸甲酯为酰基供体对 C3G 进行酰基化

修饰，分别在单一有机溶剂和混合有机溶剂中进行该

反应，得出在混合溶剂体系中的 C3G 酰基化反应的转

化率均比单一溶剂显著提高（p<0.05），20%吡啶-叔戊

醇作为最佳反应介质使酰基化转化率由 10.13%提高

到 15.62%。对酰基化产物的结构进行表征，发现酰基

化反应很有可能发生于C3G的 6″-OH上。最后以 20%
吡啶-叔戊醇为反应介质，通过单因素实验和正交实验

优化合成条件，获得肉豆蔻酰 C3G 的最优合成条件：

温度 60 ℃、反应时间 22 h、C3G/肉豆蔻酸甲酯摩尔

比 1:250、酶的添加浓度 20 mg/mL，在该条件下以肉

豆蔻酸甲酯为酰基供体对 C3G 进行酰基化修饰获得

了 33.25%的转化率。后续可以通过 HMBC 等技术进

一步确证肉豆蔻酰 C3G 的结构，并尝试在离子液体中

进行 C3G 的酰基化修饰，使得酰基化反应更加环保。 
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