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为了解 % & ,

0 (11 2 + 酶中 % & 周围环境对催化  万歧化作用活性的影响
,

本文用 ∃ 3 4 法测定 了

% & ,

0 ( 一2∗ + 酶及一系列咪哇桥异核模型配合物催化 ∗万歧化作用的活性
,

并用 5 2 6 方法鉴测了其中

一个配合物与  万作用的中间过程
∀

结果表明
,

具有平面四方构型或轴向有弱配位 7 − . 或 %!  万基团的

四方锥构型的 8 & −9 配合物具有较高活性
,

说明配合物催化歧化 。三过程中
,

8 & −9 可能首先以轴向与 。歹

配位
,

形成 8 & ∋十一。三中间化合物
,

紧接着 8 & −9 被还原成 8 &9
∀

关键词 : % & ,

0 。一)∗ + 酶 模型化合物 活性 机理

超氧化物歧化酶,)& ; < = > ?≅  + ?2Α & ΒΧ 2< ,

简称 )∗ + /在生物体中起着催化超氧离子自由基

, 孙歧化生成 . − 和 7 ∋ : 的作用
‘, 〕 。

由于 2. + 能消除 。万
,

它在防御氧自由基的毒性
,

抗辐

射损伤
,

预防衰老以及防治肿瘤和炎症等方面起着重要作用
,

越来越受到人们的重视 ,−/
∀

> 一射线 结构分析 表明在 8 & ,

0 ( 一 2 + 的活性 中心
,

8 & −9 离子被 四 个组 氨酸残基

7?
2一ΔΔ

,

ΔΕ
,

Ε�
,

� �# 咪哇环上的 ∃ 原子及一个 7 ∋  分子的氧配位构成扭曲的四方锥构型
,

而 0 ( −9 离子被 7 ?2一Ε�
,

ΕΦ
,

Γ# 咪哇环上的 ∃ 原子和 Η 2Ι #� 上的一个氧原子配位形成近似的

四面体结构
。

7 ?2 一Ε� 的咪哇环起着
“

桥
”

的作用将 8 & −9 和 0 ( −9 连接起来
〔, , ∀

进一步研究还表

明 % & ,

0 ( 一2. + 活性中心中催化 。万的歧化是发生在 8 & −9 一侧
∀

用化学方法除去酶分子中
0 ( ∋十,

而保留酶分子原有环境中的 % & −9
,

则酶仍有较高活性
,

但以 Η ϑ 十替代酶分子中 8 & ∋干 ,

同时用 % & −9 置换酶分子中 0 ( −9
,

即 8 & −9 换到 0 ( −9 的位置
,

酶就失去全部活性 ,−/
,

这表明酶

分子中 % & ∋十
所处的环境对酶的活性有重要影响

。

但是 。万如何与 8 & ,

0 ( 一2 . + 中的 % & 升作

用而发生歧化
,

其中间过程是怎样的
,

人们还不清楚
,

正进行着多方面的研究
。

本实验室已经合成及表征了具有 % & ,

0 ( 一) ∗ + 酶活性中心类似结构的一系列酶的模型化

合物 ,’, ,
∀

本文通过测定 8 认
,

0 ( 一2 + 及一系列模型配合物催化 。万歧化的活性及一个配合

物与 ∗ 万作用的中间过程
,

研究了模型化合物及酶中 % &
周围的配位环境

、

配位原子种类与其

催化  牙歧化活性间的关系
,

研究了 ∗万与 8 & ,

0 ( 一2 + 中 8 & −9 作用的可能过程
,

得到了有

意义的结果
。

实 验 与 结 果

一试剂 磷酸二氢钾
,

磷酸氢二钾为分析纯 Κ 二甲亚讽 ,+ Λ )∗ /
,

甲醇为分析纯
,

使用前经

本文于 �Φ阳年#月 Μ� 日收到
∀



� #
·

无 机 化 学 学 报 # 卷

重蒸除水
。

核黄素
、

蛋氨酸
,

∃ 3 4 ,硝基四氮哩兰/ 均为生化试剂 Κ 8 & ,

∋ ( 一2  + 酶由军事

医学科学院提供
,

比活力为 Μ . .. 单位 Ν Α ϑ
∀

模型化合物都按文献方法合成
,

并经元素分析证

明纯度符合要求 ,,,Ο 〕 ∀

表 � 在 ; 7 “ #∀ # 用 ∃ 3 4 方法测定得到的咪哇桥联配合物及 % &, 0 ( 一2 . + 活性
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∀
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方法与结果 活性测定是用核黄素一蛋氨酸光照法 〔Ε,Γ 〕进行的
∀

考虑到配合物的稳定

性
,

将体系的 ; 7 值由原来的 Γ
∀

# 改成 #
∀

#
,

对比实验表明在两种 ;7 值条件下测得的

% &
,

∋( 一2. + 活性一致
。

活性测定的具体过程是用空气饱和 的二次蒸馏水配制 ; 7 为 #
∀

#

的 .
∀

. Ο Α  ! Ν � 磷 酸盐 缓 冲溶 液
,

并 以其 为溶剂配 制含 Μ
∀

Μ > �. 一 ΕΑ  ! Ν ! 核黄 素
,

.
∀

 !Α  !Ν �蛋氨酸
,

Δ
∀

Ε > 一。
一 2Α  !Ν 一∃ 3 4 及不同浓度 2 + 或模拟物的溶液 − Ο Α !

。

在

Μ. 士 �℃ 的恒温槽中避光恒温 −. 分钟后
,

用恒定的 日光灯光线在 Μ. 士 �℃ 的恒温箱中进行

光照
,

−
∀

Ο 分钟内每隔 .
∀

Ο 分钟取出 − Α !溶液用 Γ−�∀ 分光光度计在 Ο Ε. ( Α 波长下测定溶液

的消光值
∀

将每种浓度下消光随时间的变化值线性回归
,

可得到一条直线
,

直线的斜率为

每分钟消光度的变化值 ,△Η Ν 分 /
∀

当溶液中 )∗ + 或模拟物的浓度为零时测定得到的

ΗΗ Ν 分 为 ΗΗ 。 Ν 分
,

当 )∗ + 或 模 拟物 的 浓度为 Λ 时测 定 得 到 △Η 二 Ν 分
∀

用

△Η 。 Ν 分 一 △Η ∀ Ν 分

△Η 。 Ν 分
> �.. Ψ 可求出 )∗ + 或模拟物在浓度为 Λ 时对 ∃ 34 与 ∗万作用的

抑制百分数
。

用浓度对抑制百分数作图可求得抑制百分数为 Ο. Ψ 时的 )∗ + 或模拟物的浓

度称为一个活性单位
,

比较 2 + 和模拟物在一个活性单位时的浓度可得出模拟物催化 ∗妥

歧化的活性大小
∀

所得结果列于表 �
∀
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一图 �

乙 叼
∀

−伪 φ?ϑ

ΓΜγ 含 ! : Μ 核黄素
∀

蛋氨酸的Τ≅ ?< ( % & ?Α %  
困7 ;日,% �. 一

/
1

5) 6 谱

5 )6 2; <<Β= Χ  Σ Ζ≅ ?<( % & 面 %  ,∃ 7 Μ/抓%�. 一

/
∀

8 ( ΒΧ ?( ?( 琶

! : Μ =? Π Σ! Χ Θ ?( Χ ( ≅ Α < ΒΥ ? ( ?( < Χ Β ΓΜ γ

Χ / (  ?!!& Α ?( Χ Β? ( ,
ϑ Χ ?( : Ε

∀

Μ > �. ‘

Π /?!!& Α ?( Χ Β? ( ΒΥΧ < : ΜΑ ?(
∀ ,

ϑ Χ ?( : !
∀

− Ο > ! ,

< / ?!!& Α ?( Χ Β? ( Β而< : 2Α ?(
∀ ,

ϑ Χ ?( : �
∀

− Ο > �. ,

≅ /?!!&Α ?( Χ Β? ( Β而 < : ΓΑ ?(
∀ ,

ϑ Χ ?( : Μ
∀

Μ > �. ,

 牙与 8 & 升的作用过程用 5 26 方法鉴测
∀

由于 。万在水溶液中的寿命很短
,

不利于 5 26

研究
,

改成用有机溶剂 ,Ο : � + Λ 2∗ 与 甲醇的混合溶液/ 配制核黄素和蛋氨酸的饱和溶液
,

再按 � : Μ 的比例将它们混合
∀

混合溶液经紫外线照射 −. 分钟后 5 ) 6 测定表明在 ϑ 二 −
∀

. .. 处

有一个自由基的共振吸收峰
,

参照文献Ζ#β 所做的试验表明该 自由基即为  万自由基
。

在 � 份

! : Μ 核黄素和蛋氨酸混合有机溶剂中加人一定量的配合物 Ζ≅ ?< ( % & ?Α %  ,∃ 7 Μ/Οβ,% ! Δ/Κ 使溶

液中模拟物的浓度在 Ο Α Α  Σ 八 左右二溶液装到石英毛细管中用紫外线照射
,

于低温 ΓΜ γ 测

定得到不同照射时间的 5 )6 谱 ,图 !/
∀

5 ) 6 用 3 = & η < = ∋  + 一26 < 型谱仪测定
。

讨 论

从表 � 可见
,

含 0 ( 一 8 。
,

∃ ?一%。 的咪哇桥异多核配合物均无催化 ∗万歧化的活性
,

含

8 & ∋ 9

咪哇桥的异核配合物都有一定的活性
,

这表明含 8 & −9 桥联配合物的活性是配合物中的

% & −9 与  牙作用引起的
∀

当 % &
具有类似于 % & ,

不
( 一2 + 酶活性中心中 % & 的配位环境

,

即

% &
具有平面正方配位构型及轴向有弱配位水分子或高氯酸根的四方锥配位构型时配合物有较

高及相近的催化 。牙歧化的活性
,

其值约为 8 & ,

0 ( 一 2. + 活性的 −
∀

Δ 一 Δ
∀

ΟΨ
,

但活性大小与

%& ”的配位原子种类 ,∃ 或  / 无关
∀

当 8 & ∋9周围为 ∃ , 四方锥或三角双锥配位构型的 ΖΒ =? < (

% & ?Α %  ,∃ 7 , /Ο』,% ! Δ /Κ 的活性远 比前者为低
,

其值只为 % & ,

∋ ( 一2 + 酶活性的 .
∀

�# .,.
∀

这

可能是由于 % & ,

∋ ( 一2  + 酶和模型配合物催化歧化 . 万时
,

. 万首先和酶及模型配合物中的

% & ∋十以轴向配位
,

形成 8 & ∋9 一。万的中间化合物
∀

由于 Δ 配位 8 & ∋ 9

或轴向有弱配位基团的 Ο 配

位 % & −9 与 8 & ,

0 ( 一2  + 中 8 & 周围环境类似易与 。三结合
,

或其中弱配位水分子及其他配位

基团易被 。万取代
,

可形成 8 & −9 一。三中间化合物
∀

如果 8 & −9 是与 Ο 个强配体 ∃ 原子配位
,

轴

向 ∃ 原子与 % “
结合较强

,

不易为  万取代
,

从而造成其催化歧化  万的活性大为降低
∀

以上

结果也说明
,

当 % & ,

∋ ( 一) ∗ + 酶中
,

% & 被 Η ϑ 取代
,

% & 又取代 ∋ (
并占据 ∋ ( 的位置时使

酶失去活性的原因
,

并非由 % & ,

0 (
周围配位原子的不同 ,8 &

与  ∃ Δ 配位
,

∋ (
与  ∃ 。配

位/
,

更主要的可能是由于 % & ,

∋ ( 周围空间构型的不同
,

当 % &
占据 ∋ ( 的位置

,

并有四面体

空间构型时不利于  万以轴向与 % &
结合

∀

从 Γ Μ γ 不同光照时间含 ! : Μ 核黄素
,

蛋 氨酸的 Ζ≅ ?<( % & ?Α %  ,∃ 7 Μ/Ο」,% Τ∗口
Δ 的 5 )6 谱

,图 �/可以看到两个现象
: 照射后模型配合物的 Φ � � 比不照射时的 ϑ , ,

值增大 Κ随着照射时间的

增加 8 矿
‘

的信号减弱
,

最终消失
∀

光照后模型配合物的 ϑ , ,
增大可能是 。三在轴向与 8 & −9 配
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− �

位
,

造成赤道平面的 8 & 一∃ 键减弱造成的
〔, 〕

,

这与前面活性测定结果
,

即有 8 & −9 一。三中间

化合物形成相一致
∀

照射时间增加 8 & ∋十
的信号减弱至消失

,

说明模型配合物中的 8 & ∋
一

圣
一

已被 。玉

还原成 8 &9
,

这表明模型配合物与 。万的作用类似于 8 & ,

0 ( 一2 + 与 。万的作用存在着还原

的过程
。

进一步光照产生黄褐色沉淀
,

被认为是 % &9 的配合物不溶于有机溶剂产生的
。
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