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金属置换碳酸配酶及其生成动力学
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,
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本文报道了金属置换碳酸酥醉的活性研究
∀

指出了离子半径的大小
,

配位构型的要求
,

热力学稳定

性和配位体交换动力学是决定各种金属置换碳酸酥酶活性的重要因素
∀

并用金属置换法测定了 ∃ +& , ∗与
·

−. 。

& / 形成金属酶的反应动力学速率常数
∀

在 ∋0 ℃
、

1 2 3∀ )3 时
,

标+&!! 甘
/ 为 4)

∀

( 4
·

5 6! 一 , 788
一 , ,

较

之于 9 , &, ∗ 一: / 的速率常数小 4( , 倍
∀

; <& , ∗一/ 的生成动力学为一快反应
,

采用配位竞争法
,

在

邻菲罗琳配位剂存在下
,

测得了 : < &, ∗ 一: / 生成动力学的条件速率常数在 少1 =8, 浓度为 4
∀

> 和

∋∀ ?∋ ≅ !( , 5  !
·

4一 , 时分别为 4� 3
∀

4 和 4 4)
∀

Α 卜 5  Β 一 !78;
一 ,

∀

这一研究提示了福对生物体的毒性作用的一

个重要方面是使锌酶失活
∀

而配位剂的存在大大降低了福与脱辅基锌酶的反应动力学
,

这也是它们显示

解毒功能所在
∀

关健词 Χ 碳酸醉醉 金属里换酶 生成动力学

碳酸醉酶&; − ΔΕ  ,+ 。
−, = Φ<Δ −7 8, ;/, Γ∀ ;

∀

)
∀

∋
∀

4
∀

4
∀

∗是哺乳动物红细胞中的含锌金属酶
,

主要

催化体内 : Η Χ
的水合反应和碳酸的脱水反应

∀

在体外
,

它还能催化多种醋类如乙酸对硝基苯

酚酷&1 −Δ − 一,+ ΙΔ 1 =8, Φ! −88 Ι− Ι8
,

.ϑϑ ∃ ./ ∗的水解 &’〕
,

这也是离体测定碳酸醉酶活性的主要方

法
∀

9, &!!∗ 离子是 ; / 保持催化活性必不可少的
,

是酶的活性中心
〔∋,� 〕

∀

9 , &, ∗ 离子可以

被其他二份金属离子所替代
,

这些金属离子与酶蛋白的配位性质和催化性能的关系
〔) ,
及 9 ,

&, ∗
、

;  & !! ∗与脱辅基碳酸醉酶&−.
。一; / ∗形成金属酶的反应动力学

〔” 的研究
,

受到人们广泛

的重视
∀

本文研究了碳酸醉酶的几种过渡金属置换酶的活性和金属配位性质的关系
,

讨论了

金属置换反应的机理
∀

并采用金属置换法测定了 ∃ + &44 ∗ 与 −.
。一: / 形成金属酶的反应动力

学速率常数
,

并提出了应用配位竞争法研究 : < &, ∗ 一: / 金属置换酶生成反应动力学
∀

实 验
材料

、

试剂及处理方法 牛红血球碳酸醉酶&Κ  Λ +, 8 : − ΔΕ  , +8 / , =Φ< Δ − 78 ,

Κ 8 /
,

生化试剂∗
,

购自上海生化所东风试剂厂
,

未经进一步纯化 &或自备 〔。 ∗
,

其他试剂均为分析纯 &/∀ Μ∀ ∗∀

所用缓冲液以去离子水配制
,

并用双硫踪一: ;! )
萃取处理至无金属离子

∀

所有玻璃器皿均经

ΓΝ Ο / 溶液处理
,

以去金属离子杂质
∀

蛋白质浓度测定用紫外吸收光谱 &8 ∋#(
, 。 一乒

∀

3 ‘ 4() 卜

5  !
一 , 788

一 , ∗
,

在 日本产岛津 6 Λ 一∋)( 紫外一可见分光光度计上进行
。

/ 1。一: / 的制备 Κ: / !  5 Π
,

溶于 Α5 ! 1 2 Θ
∀

 Π
,

 
∀

 ! 5  !
·

!一 , 邻菲罗琳一 
∀

! 5  !
·

Ρ
一, 乙

本文于 4? ?( 年4( 月 40 日收到
∀

本课题为国家自然科学基金委员会资助课题
∀

%

现在中科院上海生化所
∀
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酸钠&1 =8, 一− ;8 Ι− Ι8 ∗缓冲液中
,

)
,

((( 印5 离心 加 分钟
∀

上清液装于透析袋中
,

在 ) ℃下不断

搅拌透析
,

每隔两天更换一次透析液 &1 =8, 一−; 8Ι− Ι8 ∗
∀

一周后转至 12 3
∀

0(
、

。
,

 ! 5  Β
·

!ϑϑ! ΙΔ+
7一(

∀

4( 5  Β
·

4
一

ΡΣ ;! 缓冲液中透析
,

每隔两小时更换一次透析液 &若有沉淀
,

离心除

去 ∗
∀

制备的 −.
。一: / 转置于无离子存在的容器中

,

低温保存备用
,

其残存醋酶活力为

4
∀

� >
。

酶活力测定 4�
∀

Α 5 Π Δ ∃ ./ &� 5 5  Β
·

4
一 , ∗溶于 4

∀

 5 !丙酮
,

加去离子水并搅拌
,

定容于 ∋ 0 5 !

&新鲜配制 ∗
∀

在 !
∀

 ;5 比色皿中
,

加人 !
∀

 5 4.ϑϑ ∃ .Τ
,

∋
∀

 5 !Ε
∀

 Υ5  一 !一 , ΙΔ+ 7一2 8 !&. 2 3
∀

0∗缓冲

液
,

而后分别加定量 −.
。一: /

,

: /
,

ς
·

&, ∗ 一: /
∀

反应物混合后三分钟内在岛津 Ω � 一∋ )(

紫外一可见分光光度计上测定在 � ) #, 5 处吸光度 / �) ∀
值的变化

,

其变化率即表示酶的活力
∀

ς & , ∗ 一 ; / 的活 力 测 定 所 用 的 −.
。一 ; / 浓 度 为 ∋

∀

( ≅ ! 一5  !
·

!
一 4 ∀

分别 取

0(拼4 − 1  一8 /
∀

加人过量的 9 , &44 ∗
、

8  &44 ∗
、

ς , &44 ∗
、

∃ +&44 ∗
、

8 6 &44 ∗
、

8 <&44 ∗等金属离

子
,

迅速混合后测定这些金属置换酶的活性及它们再被 9 ,& , ∗重新置换后的活力恢复
∀

∃ +&44 ∗
、

8 <&44 卜 8 / 的形成动力学 所用
− 1  一8 Τ 初始浓度 3

∀

0 ≅ 4( 一75  一 !
一 , ∀

将一定量

&!
∀

 5 一∗ − 1  一8 / 和 。一5  一 ≅一 , 12 3
∀

) 3 ΙΔ +7一2 8 ! 缓冲液混合
,

使其总体积为 75 !
,

∋ 0 ℃恒

温
,

加人过量的 ∃ +9Ξ 或 ; < ∋Ξ
,

使溶液中金属离子浓度为 4
∀

(∋
≅ 4( 一,5  !

·

4一 , &约过量 3 倍∗
∀

反

应额定时间内取样
,

加人等量 9 , ∋Ξ 后测定其酶活力
,

以推算反应体系中 −.
。一; / 量 &忽略 9 , ∋Ξ

置换 ς &44 ∗一: / 过程 ∗
,

进而求出速率常数
∀

结 果 和 讨 论

一ς &44 卜; / 的活性和性质

表 ! −卯一:/ 和 ς&, 卜:/ 的活力比较

Θ.即!8 7

ς &44 ∗一: /

8 7Ι8 Δ已Θ8

− 8 Ι+Λ+ΙΦ

比!− Ι+Λ 8 87 Ι8 Δ− 78

−; Ι+Λ +ΙΦ&> ∗

8 7Ι8Δ− 78 − 8Ι+Λ +ΙΦ

−ΒΙ8
Δ − < < +, Π 9,

ΥΞ

Δ8 !− Ι+Λ 8 −; Ι+Λ +ΙΦ

− ΒΙ8
Δ
−< < +, Π 9 , ΥΞ

&> ϑ

−

妙一; / Η
·

(( Α 4
·

� (
·

) ) 3
∀

Υ ,
&44 卜: / (

∀

) 3 3 !(&∗
: &44 ∗一: / (

∀

) Α) ? 3
∀

0

ς ,
&, ∗一: / (

∀

( 4 4 ∋
∀

∋ (
∀

∋ 0 0 0 � 0

:6
&44 ∗一: / (

∀

( 4 3 �
∀

# ( ( ∋ ∋ )
∀

Α

∃ +&44 卜: / (
∀

(( ) (
∀

? (
∀

� ? Α #�
∀

(

:< &44 ∗一: / ( (&∗ ! Ψ ( (
∀

( 4( ∋
∀

4

· 8,9 Φ5 8 −8 Ι+Λ +ΙΦ Ζ −7 8 − !8 6 !− Ι8 < ΕΦ 5  , +Ι Δ+, Π Ι= − Ε 7 Δ1 Ι+ ,
&Τ 川∗

− Ι又� ( , 5 Ζ +Ι= 俪 Δ; − 8 Ι+ ,

漏
8  ΒΥ 5 +, 6 Ι8 7

/ . 一: / 和 ς &, 卜: / 的醋酶活性 比较见表 4
,

其 / , Χ
对时 间 Ι 曲线如 图 4

∀

: 。

&!! ∗一; / 和 9 ,& , 卜; / 的相对活性为 ?3
∀

0>
,

表明 ;  & , ∗是碳酸醉酶 中 9 ,& , ∗的极好替代

物
∀

但是
,

以 ς ,& , ∗
、

∃+ &, ∗
、

: 6& !! ∗
、

: <& !! ∗离子取代的金属置换酶都不具有活性或活性

很低
∀

其中 ς ,& , ∗
、

∃+ &, 卜; / 中的金属离子可被 9 , ∋Ξ 重新取代而使酶活力恢复 [ 而 ; 6

&, ∗
、

8 < &, 卜8 Τ 中的金属离子都不能被 9 , , Ξ
取代

∀

虽然 8  , Ξ 、

8 6 , Ξ 、

ς , , Ξ
等与脱辅垂碳酸

醉酶的键合部位被认为是与 9 , ∋Ξ 一致的 巾
,

但它们表现 出不同酶活性是与它们的配位化学性

质紧密联系的
∀

其中最主要的是离子半径金属配合物构型要求
、

热力学稳定常数
,

以及配体

交换速率和水交换速率等 &�∗
∀

各种二价金属离子与
−
. 一 ; / 形成配合物的热力学和动力学常
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数见表 ∋ ‘幻
∀

金属置换碳酸醉酶的稳定常数 4?双1 2 Θ
∀

0∗ 和水溶液中质子释放速率随 1 2 变化

各不一样
,

而 9 ,& , 卜: / 和 :  & , 卜: / 却表现出两者在 :Η Χ
水合和酷水解酶活性上的相似

之处
∀

这是由于助&, ∗和 :  & !! ∗离子有相同的离子半径 &(
∀

3) 人∗
,

两者都倾向于形成四面体

配位构型
,

和相近的交换动力学性质
∀

与此相反
,

∃+ &, ∗离子尽管与 −. 。一: / 生成 ∃ +& !!

卜: / 的热力学稳定性与 Υ ,& , ∗
、

: <& , ∗相当
,

但由于水交换动力学的惰性
,

其生成动力学反

应速率常数要小得多
∀

因此
,

9 ,& !! ∗能够置换 ∃ +& , 卜; / 中的 ∃ +& , ∗离子
,

使醋酶活性恢

复
∀

二价福离子的情况正好相反
∀

这表明在金属酶的生成过程中
∀

金属离子与配体及水的交

换速率
,

在决定酶活性上是不可忽略的因素 �
�

多
。

�

 
�
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图 8 碳酸酥醉及其金属置换酶活性

9 /:
�
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�
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�
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�
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# &

·
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表 ∋ 金月里换碳酸哥阵的稳定常数和动力学数据

Ο − Ε !8 ∋ Θ Ι−Ε +!+Ι

Β 创双4

:  , 7Ι− , Ι7 − , < Σ +, 8Ι+;7 Ν − Ι−  Β ς 8 Ι− !Ν 8Δ+ Λ− Ι+Λ 8 Γ ,9

5  !一 ,
∗ 与&7

一,
∗ ,  协 #切

·

5  !ϑ! 7ϑ! ∗

4
∀

0 ≅ 4(‘ &3
∀

(∗ .2 Λ − !6 8

+, Ε饰叮Ι ∀ Ι

?
·

?&0
∀

(∗

4∋
∀

(&3
∀

(∗
Α

∀

(&0
∀

(∗

ς , Κ :/ � �&0
∀

?∗

一 ≅ 4(人0
∀

( ∗

4
∀

∋ ≅ 4 (人0
∀

( ∗

一! ≅ 一(ϑ �&Α
∀

�∗

�
∀

弓≅ 4 ( , &3
∀

#∗

3 ∋&0
∀

( ∗
# 4&3

∀

0∗
?

∀

(&Α
∀

�∗

0Α&3
∀

#∗
:6 Μ :/ Κ

∃ Ρ2 : / Κ

:< 2 : / Κ

2 Π 2 : / Κ

4 4
∀

Α&0
∀

0 ∗

?
∀

0&0
∀

0 ∗
?

∀

∋&0
∀

0∗
∋ 4

∀

0&0
∀

0 ∗

二
、

∃ 7&44 ∗
、

8 <&44 卜8 / 的生成反应动力学

∃ +&44 ∗
、

: < &44 ∗与 − 1  一:/ 的配合物并不呈

现酶 活 性
,

但 是可 以 利 用 锌离 子 可 激 活
−1 。一: / 活性

,

探测某些金属碳酸醉酶的生成

动力学 &?〕
∀

对于 ∃ +&!! 卜; / 生成反应动力学

的测定
,

可采用如下体系
Χ

∴∀]

ς针 Ξ − 1  一:/ 气卜 ς &44 卜; / &无活性∗
&过量∗

一 ]

⊥ 慢
Ξ Υ , ‘甲

!

‘‘二‘今 9 ,
&44 卜:/ &有活性∗

体系中测定 _
− 1  一8 / ⎯

。
量所加 9 , ∋Ξ 与_

− 1  一: / ⎯
。

等量
,

这样 9 , ∋Ξ 置换 ς &44 卜; / 过程可忽略
∀

由于 ς ∋Ξ 过量
,

故可采用拟 一级反 应处理
,

峨ς 9Ξ⎯ 被看作为常数 戈、
,

故 ς &, 卜: / 的形

成速率为
Χ

4∋&α∗
Ι β 7

8;

4 # (( ∋ ) ((

χ琳勺χχ乱��犷 !
∀#
∃乙

%
&
丫共∋三
·

图 ( ) ∗针与 +,卜 − . 形成 ) ∗/ 00 卜− .

的拟一级反应动力学曲线

1 ∗2
&

( 34− 5  ! −− 6∗ 7 48 ! 7 − 7 9 ∗: − 8∗;4 ! 6 6! 7<
+ 8∗! :

! 7) ∗/ 00 =/ . 介! < ) ∗>?

+:  + , !一− .
,

田0(勺
。≅ 0

&

Α ( Β 0Α Χ ‘< ! Δ
·

Δ一 , ,

Ε+ ,

+ΧΧ∃
Φ Γ。一 Δ

·

ΗΑ Β Β!一 , < ! Δ一
, ,

9咖 ≅ 0
&

∀ ( Β 0Α一#4; ;Χ Δ

 ΕΙ / : 卜; Φ Γ
8 ϑ  8二 9汪Ι

>

勺Ε
+ , ! 一∃ Φ Δ

8 ≅ 9
。 , Ε

+ , ! 一∃ Φ Γ
8

通过测定 +3 。一; Φ 活性
,

确定反应系统中未与 Ι > ?
反应的 +3 。一∃ Φ 浓度【+3 。一∃ΦΔ

8 ,

得到下列

方程
Κ

一Λ: /Μ8 −− Μ舀= ≅ 9!
Ν

一Λ: Ε
+ , ! 一∃ Φ Γ

。

其中Μ 表示反应系统中+3 。一; Φ 在加人 Ο : (? 后的活性
&

以一∗: /凡,

几=对时间 8 作图/如图 (=
,

求出表观速率常数 9! Ν & ,

从而换算出 杯

在 (Η ℃
,

,Π Θ
&

∀Θ 时
,

测定 了 ) ∗ / : = 一∃ Φ 生成的速率常数 蝙
∗/: 片

Ρ
为 0∀& Α 卜

< ! 一 , 4−−
一 , , ‘

比 Ο : / : 卜− . 生成的速率常数 /Ρ 6Ο 。/ : 片
Φ 一 Δ

&

4 Β 一。、
·

< ! Δ一 , 4

−;ΧΧ
, =小 一。,

倍
〔” Κ

而与 Ι :/ ΔΔ =一∃ Φ 的生成速率常数大致相当 �
�

+ Β! ;; ∀离子与 ΑΓ 。一+ , 生成足够稳定的配合物
,

反应速度也较快
�

因此不能用加人 ) ∋ &%

的方法测定反应体系中ΑΓ 。一≅ , 的浓度
,

无法测定 ≅ Β! ∋ 卜≅ , 的生成速率常数
�

本工作采用
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鳌合剂 4
,

4( 一邻菲罗琳 & ϑϑ 1=8, −! Ι= Δ !+加
,

, 1 = 8,∗ 存在条件下
,

利用  ϑϑ 1=8, 与
−
. 一: / 竞

争配位溶液中的 ; < ∋Ξ
,

抑制 −.
。一; / 与 ; <& , ∗离子的反应

,

降低了 ; < ∋Ξ 与 −.
。一; / 形成复

合物的反应速率
∀

实验结果表明
,

在 ∋0 ℃
,

12 3
∀

)3
,

。1=8 , 浓度分别为 δ>
≅ 4(

Ζ8 ) 5  !
·

4
一, ,

”Υ ≅!  
一

,5  ’!
·

4
一 ,
时

,
·

; < ∋Ξ 与
Χ 1。一; / 形成 ; <& , 卜: / 的速率常数 无汇 <《。片

人
分别为

4� 3
∀

4 和 44) ∀Α 卜 5  !
一 !7; ‘, ∀

很显然
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数
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但这一动力学研究从一个侧面证实了铭对生物体的毒性作用一个重要方面是与锌离子竞

争
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表明无论是小分子配合剂还是生物高分子都可以有效地抑制重金属对生物

体的毒性
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