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蛇毒内 ∃ & ∋ 糖普水解酶活性中心
( ) ∗++ ,配位环境的 − . / 研究

刘清亮
0

陈立新 瞿保钧 梁任又 黄婉治

∗中国科学技术大学 合肥 安徽 �1 22 �3 ,

为了解皖南尖吻蝮蛇毒中 ∃ & ∋ 糖昔水解酶内 ()∗ 4 ,的配位情况
,

我们着重研究了它的 − . / 谱
,

从得到的谱图
,

对应的 5 因子和超精细分裂表明 ∃ & ∋ 67 8 内的( )∗ 4 ,至少与三个氮原子相配位
,

并且呈

变形的平面四边形
∀

该结果与 9 )∗ 且 ,模型配合物的 − ./ 比较显示
,

∃ & ∋ 6 78 中与 ( )∗ :: ,配位的氮原子

可能来源于 ∃ & ∋ 67 8 分子侧链上组氨酸的咪吐集团
∀

关键词 ; 铜 水解酶 蛇毒 顺磁共振

∃ & ∋ 糖昔水解酶
,

简称 ∃ & ∋ 67 。 ,

广泛存在于微生物和动物的不同组织或毒液中
,

能催

化水解 ∃ & ∋ 为等摩尔的尼克酸胺和嚓吟二磷酸核糖
,

并参与腺昔二磷酸核糖基化反应和多腺

昔二磷酸核糖的合成
,

人们对此越来越感兴趣 〔”
∀

黄婉治等 ∗�, 从皖南尖吻蝮蛇毒液中提纯

得到 ∃ & ∋ 67 8 ,

发现它是由两个相同亚基组成
、

含糖 11 < 的糖蛋白
,

分子量约为十万
,

每个

酶分子内含有一个 9 ) ∗4 , 离子
,

铜离子起稳定构象和催化活性的作用
〔, ,

∀

为进一步探讨 ∃ & ∋ 67 。
分子中( )∗ == ,离子结合部位的构象

,

我们测定了皖南尖吻蝮蛇毒

的 ∃ & ∋ 67 。在不同状态和不同温度的 − . / 谱
,

得到了它们的 5 因子 ∗> + 和 > + +,和超精细分裂

常数 &∗ & 上和 & = =,
,

并由此获取了一些 ( ) ∗++ , 配位结构的有益信息
。

实 验

一样品制备
;

皖南尖吻蝮蛇毒 ∃ & ∋ 糖昔水解酶是粗毒经多步层析分离得到
〔1,

,

在 7∋ 7 电泳上为一

条带
∀

纯化得到的 ∃ & ∋ 67 。干粉直接进行固体样品的 − ./ 谱测定
,

或溶于已配制好的缓冲溶

液中∗含 。
∀

2� ?  =
·

+一, ∃ 6 & 9 和 �2 <体积比的 ∋ ≅ Α,
,

去进行溶液样品的 − ./ 谱测定
。

二
∀

仪器和测试条件
;

固态和溶液样品
,

室温和 +22 Β 温度下的 − ./ 谱均在 − / 一� 22 ∋ 一Χ/ ( 一+2 Δ +� 电子顺磁

共振仪∗西德
,

ΕΦ
)
Γ8 Φ, 上测量得到

∀

微波频率一 5Η Ι ϑ ,

内标用 ∋ ..Ι
,

即 。
, 一二苯基一刀一

苦基麟基
,

它的 5 因子等于 �
∀

2 2 1 Κ 士 2
∀

2 2 2 �
∀

频率由微波控制器 − /  Λ# Ι 监视
,

磁场由核磁

高斯计 − / 2 1Μ ≅ 准确测量
。

还有一些其他条件
,

标在具体的图谱上
∀
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∀
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结 果 和 讨 论

∃ & ∋ 67 8 固体粉末室温下的 − ./ 谱汉图 =6, 充分显示了它的顺磁性
,

低温的 − ./ 谱的

超精细分裂信号更加清晰 ∗图 =Ν ,
,

两者均为非轴对称的各向异性
,

表明了 ∃ & ∋ 67 。
铜配位

结构的复杂性
∀

为了得到 ∃ & ∋ 67 8 的 − ./ 分裂更多有效的信息
,

并便于同模型小分子铜配合

物的结构信息相 比较
,

我们着重研究 了 ∃ & ∋ 67 。
在水溶液状态下的 − ./ 性质

∀

∃ & ∋ 678 在

2 ∀2� ?  =
·

+
一 , ∃6&

。和 加< ∗体积比,∋ ≅ Α 的水溶液中
,

室温下的 − ./ 谱并未显示出更多的分

裂和结构信息 ∗图 %6,
∀

温度降至 +22 Β 时
,

测出的 − ./ 谱表示在图 �Ν 上
,

它显示了较多的

信息
,

给出了较好的结果
∀

溶液内存在的溶剂化效应和低温下较高的分辨率
,

使低温 ∃ & ∋ 6 78 溶液的 − ./ 谱给出了

比固体状态和室温溶液状态更细致和更明显的分裂峰
∀

从图 �Ν 中可以清楚地看到
,

在 5 ΟΠ低场

区至少有七个拐点
,

5 , ,
方向上也出现了附加的分裂

∀

根据 ∗%4 =Θ +,规则
, ’

场 的 : 为 +
,

由超

精细分裂的个数可确定在赤道平面上应至少有三个氮原子与 ( ) ∗4 , 配位
∀

图 = 粉末状态 ∃ & ∋ 6 78 的无乍带 − ./ 谱

ΑΡ5
∀

: Σ ’ΟΟ Ν 6 4 Τ −./ 7.8 8 ΥΦ 6  ς ∃ & ∋ 6 7 8 6 Υ
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∀

≅ 8 6 7) Φ Ρ4 5 8  4 Τ ΡΥΡ 4 ;
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∀
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∀
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∀
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,
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,
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图 � 溶液状态∃ & ∋ 6 79 的矛川笋− ./ 谱

ΑΡ5
∀

% Σ ‘Ν 6 4 Τ −./ 7.8 8 ΥΦ 6  ς∃ & ∋ 6 78 6 Υ

6 Ξ讹 ) 7 7 =) ΥΡ 4
∀

≅ 8 67) ΦΡ4 5 8  4 Τ ΡΥΡ 4 ;

6 ; +2 Η ..
, Φ  ? Υ8 ? .8 Φ6 Υ) Φ8 ,

�2 ? Ω
,

Ν ; 3
∀

1 Η ..
,

=2∗, Β
,

�2 ? Ω

5ΟΠ 低场区测出的超精细分裂峰间的宽度
,

即 ∃ 原子超精细分裂常数
,

&
毗

,一 +Λ Η 6) 77
,

5 , ;

方向上的 & ∃∗ + +》一 �2 Η 64 77
,

这是赤道平面上与 ( ) ∗4 , 配位的氮原子引起的超精细分裂的

结果
∀

另外
,

溶液的 ∃ & ∋ 67 。
测出的 −./ 谱表现了更强的各向异性

,

即 乱手易
,

说明分子内

( ) ∗++ , 离子周围的配位是偏离平面正方形
,

不存在 ∋ 。对称轴
∀

铜蛋白中的 + 型铜和 � 型铜是由 ()∗ == ,的超精细分裂常数的大小来区分的
,

大于 +Λ  Ψ

+2闷 8?
一 , 的为 � 型铜

,

小于的为 + 型铜
∀

∃ & ∋ 67 。溶液的低温 − . / 谱得到的 & 9 )∗ 4, 二 + # 2 Ψ

+2 飞?
一 , ,

显然为 � 型铜
∀

一般认为 � 型铜是 1 个或 Λ 个组氨酸的咪哇氮形成平面正方形或近

似结构的结果
,

牛血清胺氧化酶 ∗” 和半乳糖氧化酶
〔3 〕属于 � 型铜

,

−./ 谱均显示了轴对称

性
。

我们测 出的 ∃ & ∋ 67 。 的 − . / 谱为 � 型铜
,

但是为各向异性
,

这可能是 ∃ & ∋ 67 。
分子 内
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组氨酸的空间结构或化学环境不同造成的配位变形引起的
。

表 + ∃ & ∋ 67 8 和其他 ( )∗ +: ,模型配合物在溶液状态下的 − . / 参数值
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我们把 1 Γ Ε ΗΙ / 的 Δ ΜΝ 参数与我们实验测定的模型小分子铜配合物的 Δ Μ Ν 结果进行了

比较
)

表 ∗ 给出了所有的数据
,

表内的 Ο ,0 ΜΒΧ .
6 ,

+ , 0 = > ?. Π
分别为铜的毗陡和咪吐的配合

物
,

2 5 为 9
,

9
,

∃
,

∗−
,

∗−
,

∗6一六甲基一 ∗
,

6
,

8
,

∗ ∗一四氮杂环四癸烷一1 一醋酸
)

从 Θ 因

子和超精细分裂常数 Γ 的数值比较发现
,

1 Γ Ε ΗΙ / 的 Δ ΜΝ 结果最接近于 Ο , 2 5 和 Ο , 0= > ?.)

配合物
,

说明 1 Γ Ε ΗΙ 。
分子内是侧链上组氨酸的咪哇氮参加了铜的配位

,

而不是半肤氨酸
,

同时在配位结构上可能类似于 + , 02 5.
,

为氮和氧的混合配位
)

1 Γ Ε ΗΙ / 的 Δ ΜΝ 谱显示出

的各向异性
,

与 + ,
归5. 相一致

,

而与 + ,0 => ?. 不一致
,

这说明 1 Γ Ε ΗΙ /
分子内铜的配位情况

更类似于 + ,
担5. 的状况

。

参 考 文 献

〔4〕 Ρ Σ Ι�
,

Ε
)

Γ
)

/ � Η 4
) ,

<) Τ ?Σ 5 +Υ / >
) ,

−9 !
,

3 !6 ∃ 0 ∗;8 ∗.
)

〔−〕黄婉治等
,

尖吻蝮蛇毒1 Γ Ε Η Ι/ 中铜离子与构象的活性关系
,

第三次全国生物无机化学学术会论

文摘要集
,

Τ ∗ ∗
,

广州
,

0 ∗;9 ; .
)

〔3〕卢明
,

尖吻蝮蛇1 ΓΕ 糖昔水解酶
,

毕业论文
,

中国科学技术大学 0 ∗; 88.
)

〔6〕陈立新
,

皖南尖吻蝮蛇1 Γ Ε 糖昔水解酶活性中心+ , 0 # . 配位及其小分子模型化合物的ΔΜΝ

研究
,

硕士论文
,

中国科学技术大学
,

0 ∗;8;.)

〔9〕 ς, Ω, Ξ ?
,

9
)

/ � Η 4
) ,

Τ ?Σ ΟΥ/> 众� Χ夕
,

−9
,

33 8 0 ∗;8 !.
)

〔!〕# Χ ?ΙΟ Σ 44
,

<
)

<
) ,

Ψ Σ Ι > Η # ,

Ζ
)

<
,
了

)

通>
)

Σ / >
)

Ι Σ Ο ) ,

∗ ;
,

∗∃ !9 0一;9 ∃ .
)



第 � 期 蛇毒内 ∃ & ∋ 糖昔水解酶活性中心 ()∗ 且,配位环境的 − . / 研究 + � 1

Χ Ζ ] ∋ :− Χ ⊥ ∃ Ζ Ι − ( ) ∗++ ,( ⊥ ⊥ / ∋ :∃ & Ζ :⊥ ∃ :∃ ∃ & ∋

Η Π _ (⊥ Ι _∋ / ⊥ Π &Χ − Α/ ⊥ ≅ Χ∃ & Β − � − ∃ ⊥≅ Ε _ − . / Χ .− ( Ζ / &

Π ⎯) α Ρ4 5 =Ρ6 4 5 ( β8 4 Π⎯Ψ Ρ4 α) Ε 6  Ρ) 4 Π Ρ6 4 5 / 8 4 χ ) Ι ) 6 4 5 δ
6 4 ϑ β Ρ

∗) 心ε8 7ΡΥ夕  
ς7

9论4
98 6 4 ∴ 介动

4  Υ 5 夕 。
ς(β Ρ46

,

价ς8 Ρ
,

注从
) Ρ �1 22 � 3,

Ζ β8 − . / 7.8 8 ΥΦ 6  4 Υβ 8 ∃ & ∋ 5 =χ8  β χΤ Φ  =6 78 ςΦ  ? 74 6 Γ 8 ε 8 4  ? 6 Υ Φ   ? 6 4 Τ = Ω Υ8? .8 一

Φ6 Υ) Φ8 β6 ε 8 Ν 8 8 4 7 Υ) Τ Ρ8Τ Υ  Ρ4 ε 8 7ΥΡ 5 6 Υ8 Υβ 8 ( ) ∗++ ,8   ΦΤ Ρ4 6 ΥΡ 4 Ρ4 Υβ 8 ?  =8 8 ) =8
∀

Ζ β8 7.8 9 Υ Φ ) ? Ρ4

7  ⎯) ΥΡ 4 6 Υ = Ω Υ8 ? .8 Φ 6 Υ) Φ8 6 4 Τ ΡΥ7 8  ΦΦ8 7. 4 Τ Ρ4 5 > ς6 8 Υ Φ 7 6 4 Τ β χ.8 Φ ςΡ 4 8 7.=ΡΥΥΡ4 5 7 7β  Ω Υβ 6 Υ

6 Υ =8 6 7 Υ Υβ Φ 8 8 4 ΡΥΦ  5 8 4 6 Υ ? 7 6 Φ8 Ν  ) 4 Τ 8Τ Υ ( ) ∗++ , 6 4 Τ Υβ 8 7ΥΦ) 8 Υ ) Φ8 +Μ Υβ8 .=6 4 4 6 Φ 7Ξ ) 6 Φ8

Ω ΡΥβ 7  ? 8 Τ Ρ7Υ Φ ΥΡ 4
∀

Α Φ ? Υβ8 8  ? . 6 Φ Ρ7Ρ 4 Ω ΡΥβ 7 ? 8 ?  Τ 8 = ( ) ∗++ , 8 ? .=8 Ψ 8 7 ,

ΡΥ 8 6 4 Ν 8 ς =
Ο

= Ω 8 Τ Υβ 6 Υ Υβ 8 4 ΡΥΦ  5 8 4 6 Υ ? 7 9   ΦΤ Ρ4 6 Υ8Τ Υ ( ) ∗++ , ? 6 χ Ν8 ςΦ  ? Υβ8 Ρ? , Τ 6 ϑ  = 5 Φ  ) .7 Ρ4

β Ρ7 Υ ΡΤ Ρ4 8 7  ς∃ & ∋ 5 =χ 8  β χΤ Φ  =6 78
∀

Β 8 χΩ  川7 ; 9  .[ 8 Φ 5 =χ8  βχ ΤΦ =67 8 7  6 Γ8 ε 8   ? − . /


