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光谱研究铜锌超氧化物歧化酶

及其金属取代衍生物的二级结构

汤银燕 王志林 郁 清 耿金龙

南京大学配位化学研究所
,

南京

罗勤慧

本文测定了铜锌超氧化物歧化酶  及其金属取代衍生物  的 光谱
,

对图谱进

行了归属
,

并定量测定了两种 的二级结构
,

同时对结构与活性的关系进行了讨论
。

关扭词

分类号

超权化物歧化酶 光谱 二级结构

铜锌超氧化物歧化酶广泛存在于多种有机体中
,

其主要功能之一是催化超氧 自由基发生

歧化反应生成过氧化氢和氧气川
,

因而它可清除机体内的超氧 自由基
。

的功能与其结构有

着极其紧密的关系
,

因此
,

对其结构尤其是二级结构的研究已引起人们的广泛兴趣
‘ 一

〕
。

常用

于测定蛋 白二级结构 的方法有
一

射线晶体结构分析法
‘ ,

多维核磁共振法
’ ” ,

圆二色谱
, ’ ,

红外光谱
’”,
等

。

光谱也是测定蛋 白结构的一种有力手段
‘”

,
’ ,

工作小组使用

光谱对多种蛋白进行了广泛而深人的研究
‘” 一 ”’。 年  曾对从 中分

离的 的 光谱进行 归属 【’ ,

但用 光谱定量测定 及其金属

取代衍 生物的二级结构至 今还 未见报 导
。

本文 测定 了  及 其金 属取 代衍生物

的 光谱
。

同时通过 水溶液及重水溶液冻干粉末的 谱图定

量计算了它的二级结构含量
,

其结果与
一

射线 晶体结构分析法
’’得出的结论十分吻合

,

继而

推广到其金属衍生物  
,

将所得的结果与   ! 进行了比较
,

并对结构与活性的

关系进行 了讨论
。

实验部分

及其衍生物的制备

铜锌超氧化物歧化酶   ! 从牛血中依文献
”’
提取并纯化

,

其摩尔质量为 飞
· 一 ’。

电感藕合等离子发射光谱测得铜锌含量分别为 和
,

黄嗓吟氧化酶法测

得其活性为 单位
· 一 ’ ,

其 和 光谱与文献
”’一致

。

按文献
” ’
方法获

得
, ,

含量分别为 和
,

其电子光谱与文献
““
值基本一致

。

将 分别溶于
· 一 ’

的
一 ‘

和
· 一 ’

的
‘·

的缓冲溶液中
,

的浓度为
一

· 一 ‘,

新配制的溶液在 ℃ 的环境

中放置
一 小时后直至 交换基本平衡后

,

冻干成粉末
。

光谱的测定
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一 一 。
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一 一 。
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所有 谱图均在 用
一

光谱仪以  的功率测定
,

谱

图中两个最低点间的连线为基线 溶剂分子振动峰除外 测得峰高
,

计算其相对强度
。

结果与讨论

谱图的定性分析

及其金属取代衍生物 的粉末 谱图见图
, ,

由图可见
,

从

牛血中分离的  ! 的 谱图与前人结果十分相似
’ ,

其归属与前人结果 比较列于

表
。

表 谱图峰的归属

几  !∀#
∃%

&!
∋

∀! ∋%

( ) ∗
+ !,− . ∃ /0 1 ℃

,

L as
e r

P
o w e r :

8 0 m
w )

b
a n

d

as
s

i g n m e n t
fre

q u e n e y /
e m

一 ,

C
u Z

Z
n :

S O D
惬, 6 性

C
u Z
Z
n Z
S O D

C
一
C

s t
re t e h

P h
e r

i
n
g m

o
d
e

P h
e

C
一

C
s t o t e h (

‘
ra 。 )

C
一

C
s t re l e h

C

一

C
s t r e t e h

C

一

C
。tre te h (

‘
ra ns )

P h
e

a m id
e
lll

a m id
e
lll (

a
)

9 6 1

1 0 0 5

1 0 3 1

1 0 6 3

1 0 7 1

1 0 9 6

1 1 2 6

1 1 7 2

1 2 4 6

1 2 6 5

9 5 8
.
1

1 0 0 2

.

4 (
:
)

10 3 1
.
0 (

s
)

C
u Z
N i
Z
S O D

9 3 2
.
0

9 6 1

.

9

1 0 0 2

.

9 (
s
)

1 0 2 9
.
5 (

:
)

1 0 9 6
.
0 (

w
)

1 1 2 7
.
0 (

m
)

1 1 7 5 0 (
m
)

1 2 4 7

.

0 (
m
)

1 2 7 7

.

0 (
m
)

a m id
e

C
一

H

Z
t w i

s t

C

一

H

Z
t w

i
s
t

a s
p

,
g l

u ,
( C 0 0

一

) C

一

H

Z ,

C

一

H

3

b
e n

d

C

一

H

Z ,

C

一

H

3

be

n
d

a
m i d

e

l

1 2 8 6

1 3 1 7

1 3 4 1

1 4 0 2

1 4 5 1

1 6 7 0

1 2 9 2

.

1 (
w

)

1 3 1 4

.

2 (
m

)

1 3 3 9

.

1 ( m )

1 3 9 7

.

1 (
m

)

1
44

8 8 (

。
)

1 6 6 9

.

6 (
,

)

1 0 7 4

.

8 (
m

)

1 0 9 4

.

0 (
w

)

1 1 3 3

.

3 (
m

)

1 1 6 8

.

0 (
w

)

1 2 4 0

.

0 (
m

)

1 2 6 7

.

0 (
m

)

1 2 8 0

.

3 (
m

)

1 2 9 3

.

0 (
w

)

1 3 1 5

.

0 (
m

)

1 3 4 8

.

0 (
w

)

1 4 0 4

.

8 (
m

)

1 4 4 9

.

8 (
s

)

1 6 7 1

.

0 (
s

)

表 2 Ram an 谱图特征峰对应的蛋白二级结构
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根据表 1 数据
,

本工作中 C
uZZnZ SO D R am an 谱峰的强度

、

位置与文献
「’“]相近

。

在生物大分

子中
,

酞胺 I和酞胺 111 的振动频率及相对强度常用来标识蛋白的二级结构
「’2

·
’6

·

” , 。 文献
‘”l指

出
,

在具有 a 一

螺旋结构的蛋 白 R
am an 谱图上

,

其酞胺 I的峰位于 165 5
cm

一 ’ ,

酞胺 111 的峰位于
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图 1 水溶液冻干粉末的 R
am an 图谱

Fig R am an sPeetra
a: C uZZnZSOD

of the pro teins obtained fro m w
ater solution,

2 5 ℃
,

l

a s e r
p

ow

e r :

8 0 m
w

b

:

C

u Z

N i
Z

S O D

12 65

一
13 0 0c

m
一 ’,

均为 中等强度 的峰 ; 而 尽 结构 的蛋 白
,

酞胺 I的峰向短波方向移动至

16 65
cm 一 ’

附近
,

酞胺 m 则分为两组
,

一组为 1229
一 1 2 3 5c

m
一 ’

的强峰
,

另一组 为 1289
-

1295
cm 一 ’

的弱峰;对无序结构的蛋白而言
,

酞胺 I的峰位于 1665 cm
一 ’

附近
,

与 尽 结构情况相

似
,

酞胺l 则在更高频率 1243
一 1 2 5 3

C m
一 ’

区间出现 中等强度的峰
。

对 CuZ ZnZ SO D 而言 (图 1)
,

其 1669
.
6c m

一 ’

的强峰可归属为 尽 结构和无序结构的酞胺 I带;12 92
.
1。m 一 ’

的弱峰归为 尽 结

构的酞胺l 带
,

而 1257
.
sc m

一 ’

中等强度的峰则是无序结构的酞胺 皿带
。

图中 1655
。m

一 ’

附近

无峰出现
,

说明该结构中仅含较少的 a 一

螺旋结构
L’2 ’。

同理
,

我们对 CuZ Ni
ZSO D 的 R am an 特征

峰也进行了归属
,

两种 SO D 峰的归属见表 2
。

C
u Z

N i
Z

S O D 的 R am an 谱中
,

1 6 5 0
e

m

一 ’

及 127 Oem
一 ’

处 出现 中等强度的酞胺 I带预示 和

C uZZ nZSO D 具有不同的二级结构
。

2

.

2 二级结构的定 t 计算

根据前人工作
,

蛋白的二级结构可 由下列方程组求得I
’2
1

,

c

p ro !· , ·

z
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式中
:
fa

,

介
,

介分别代表蛋 白中 a 一 螺旋
,

足 结构及无序结构的含量
。

Ivr

rO‘ 指蛋 白在相应频率
, 处 以 144 8c m

一 ’

处 的强度为标准得到的相对强度
。

因 14 4 8c m
一 ’

的 R am an 峰为
一

C H

:

的弯曲振

动
,

其强度不以蛋 白结构含量 的变化及氛化与否而变化
。

人
“

指一个只含 a 一 螺旋的蛋白在
, 处

的相对强度
,

Ivs

,

几
“

的意思以此类推
。

通常以经修正的聚书
一

赖氨酸的一套数据为标准
〔’2 ]计

算蛋 白的二级结构
。

11
24
。

是蛋白水溶液 R
am an 图谱的数据

,

而 11 63
: ,

11
“。则为 D

ZO 中所得到的



无 机 化 学 学 报 第 17 卷

。必等一
|

羹

。内巴9一

!

1750 l7
0()

16 5 0 l60() 15 50 15 (X) !4 50 140 0 13 5 0 130 0 125 0 120 0 1150 110 0 105 0 1(X) 0 95 0 90() 85 0 8 0() 7 50 7 0()

F ig
.
2 R

a m a n s P e e tra

a :
C
u Z
Z
n Z
S O D

图 2

of the
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重水溶液冻干粉末的 R
am an 光谱

pro teins obtained fro m D
20 solution ,

2 5 ℃
,

l as
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e r :
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w
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数据
。

由于上述方程组同样适用固体川
’,

故本文的 夕
rolein
分别是蛋 白SO D 在水溶液及 D

20 溶

液 中得到的冻干粉末 的 R
am a。 图谱在

, 处的相对强度
,

( 图 2(
a ,

b
) )

,

从图可见
,

v h
。 及 am ide

nI 的特征峰因氖化而发生 了显著的位移
,

与文献
‘’3 ,一致

。

聚
一

L

一

赖氨酸的 扩
,

护
,

扩 和实验所

得的两种 SO D R
am an 谱的相对强度列于表 3

。

表 3 聚
一

L

一

赖氮酸的 尸
、

扩 和 Iv “

值以及两种 SOD 的相对峙强

Ta
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结合表 3 数据和方程式 1 一 4
,

可以计算出蛋 白的二级结构含量
,

结果见表 4
。

由表 4 可知
,

C uZ Z nZ S O D 含 3
.
0% 的 a

一

螺旋
,

45

.

1 % 的 尽 结构及 51
.
9% 的无序结构

,

与

X
一

射线晶体结构分析14
’和傅立叶红外光谱l

’“,得出的结论十分相近
,

说明 R
am an 光谱适于测定

SO D 的二级结构
,

与 CuZ znZ So D 比较
,

可以看出 CuZ Ni
ZSo D 的 尽 结构含量相对减少而无序结

构含量增加
。

我们 曾用光照法测定 C
uZN iZS O D 的活性

,

为 Cu
ZZnZSO D 活性的 40 %

,

说明 SO D 的

活性随 尽 结构的减少
,

无序结构的增加而降低
,

这是由于在 SO D 中
,

其每个亚基的活性中心

均是 尽 折叠相互环绕而形成的一个长而深的活性通道
,

铜和锌位于其中
,

锌起稳定结构的作
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用
,

而铜则主要起催化作用 141
。

尽 折叠结构 的减少
,

可能改变了活性中心的结构
,

尤其是 Cu( ll)

周围固有的配位环境
,

因而使酶活性降低
。

衰4 C uZZnZSO D 及其衍生物 C
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