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核酸酶 P1活性中心金属离子与氯化钴(Ⅱ)相互作用 
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核酸酶 P1是一种重要的 DNA与 RNA水解酶。本文利用 ICP、VIS、NMR、酶活性测定等分析方法，首次拓展研究 了，核酸酶 

P1与 cocl：的直接相互作用。结果发现：核酸酶 P1活性中心 Zn(II)离子可被外加 CoC1：中的 co(Ⅱ)部分取代，而 co(Ⅱ)进入酶的 

活性 中心，生成 相应 的酶衍 生 物“Co(Ⅱ)一P1”，并影 响 了酶的催 化 活性 。与此 同时还 获得 了 Co(Ⅱ)进 入核 酸酶 P1活 性 中心 Zn2位 

上的酶衍生物 H NMR谱。 
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核酸酶 Pl是一种多 核金属含锌酶 ，分子量 约为 

44000。能水解 RNA或 DNA 中的磷 酸二酯键，生成 

5 一核苷酸或 5 一脱氧核苷酸  ̈ 】。被广泛地用来研 

究核酸的二级结构 H】，是基 因工程 研究 中的一种工 

具酶。现已获得其 0．28nm分辨的活性中心的 X一射 

线晶体结构 】，其活性中心含有三个 zn(Ⅱ)，其中二 

个 Zn(Ⅱ)通过一个 天冬氨酸 (Aspl20)和一个水分 子 

桥连在一起，形成一个 双核 中心 (Zn2，Zn3)，另一个 

Zn(1I)(Zn1)分 别位 于距 前述 二 Zn(Ⅱ)为 0．47nm， 

0．58nm处 (见图 1)。所有三 个 Zn(Ⅱ)在 酶中均呈变 

形的三角双锥五配位构型。其中单核 Zn位是酶的催 

化活性中心，另双核 Zn位为酶的辅助催化 中心，起 

维持结构功能作用 [61。研究金属酶活性中心配位结 

构，特别是把谱学探 针 (如 ：顺磁 金属离子 )引入金属 

酶活性 中心，过去 国 内、外 文献上主要 采用重组的方 

法，即先用强螯合剂 (如：EDTA等)把金属酶中金属 

离子螯合出来，经透析后，再用所需研究的金属进行 

滴定重组，通过谱学进行结构研究"】。作为前文 的 
一 种拓展，本文利用 ICP、VIS及我们最近建立起的 

研究金属酶 活性 中心配位结 构的 NMR实验新方 

法，首次研究 了核酸酶 P1活性 中心金属离子与外 加 

CoCI 的直接相互作 用，并论证 了相互 作用后生成 的 

酶衍生物为只有一个 Co(Ⅱ)进入酶活性 中心 Zn2位 

上所形成的酶的 Co(Ⅱ)取代衍生物，并相应地影响了 

酶的催化活性，还首次获得了其相应的 H NMR谱 

图。 

1 实验部分 

1．1 实验材 料 

核酸酶 P1(EC 3．1．3．6)来源于桔青霉。由日本 

图 1 核酸 酶 P1活性 中心 配位 结构 图 

Fig．1 Structural drawing of the multi—zinc metal site of P 

Citrinum nuclease PI【5l'W indicates a metal 

coordinated water molecule． 
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天野制药株式会社购到的 P1酶粉，含 50％硅 藻 

土。本文首先按文献 【4，引方法对 酶进行 了纯化 、重组， 

提纯后酶活力为 3241~·mg 酶蛋 白。实验所用其 

它化学试剂为分析纯，所用水为二 次去离子水 。 

1．2 实验方法与仪器 

VIS谱：仪器为 日本岛津 Uv．265型紫外可见分 

光光度仪 。 

ICP酶 中金 属 含量 数 据 分析 ： 仪 器 为美 国 

PLA—SPECAL-II型 ICP光谱分析仪。ICP测试的样品 

均为经相互作用，并把溶液中游离的小分子透析出 

去后的制样，故测得的均为相互作用后酶中的金属 

含量。 

NMR谱：仪器为 Bruker Ac．80型 NMR波谱仪， 

采用1331水峰压制脉冲序列，数据点为 8K，谱宽 

SW=20000Hz，窗函数处理 LB=20Hz，化学位移以 

水峰为参考( 4．8)。 

酶活性测定分析 ：按文献 进行 。 

1．3 样 品的制备 

取 一 定量 的 已纯 化 的核 酸酶 P1溶 于 3mL 50 

mmol·L pH 5．6醋酸缓冲溶液中，分别加入不同 

比例量的 CoC1 【Co(Ⅱ)：P1物质的量之比分别为 O， 

1，2，4，8，12】，放置 12h后，4℃下，测得其 VIS光谱 

及酶中各金属含量，见图 2、表 1。 

50mg核酸酶 P1溶于 0．5mL，50mmo|·L～，pH 

5．6醋酸盐缓冲溶液中，直接加入无水 CoC1z使之加 

入量 的物质 的量 之 比 Co(Ⅱ)：P1：4：1。 混均后 放人 

5ram双探头样品管中，放置 12h后，室温下测其 

H NMR谱，见图 3(A)。 

50mg重组酶 (按文献 方法重组获得的酶，利 

用酶中金属含量 (ICP)及酶活性数据分析等方法得 

知， 此重组 酶为酶 活性 中心 只含 一个 Co(Ⅱ)的衍生 

物)溶于 0．5mL，50mmol·L～，pH 5．6醋酸盐缓冲 

! 一 

340．0 400．0 600．0 800．0 

2／Tlm 

图2 核酸酶 P1与 CoC1 相互作用的可见光谱图 

Fig．2 Visible absorption spectra of nuclease P1 in 50mmol。 

L～ acetate buffer at pH 5．6．with various amounts of 

CoC12 added 

From(1)to(5)，the Co(Ⅱ)：P1 molar ratios are 0，l， 

2，4，8，respectively． 

The concentration of nuclease P1 is 0．30retool·L～． 

100 90 8O 70 60 50 40 30 2O l0 0 

ppm 

图 3 核酸酶 Pl与 CoC1 直接相互作用的 ‘H NMR谱图 

Fig．3 ‘H NMR spectra of(A)nuclease PI at 298K in H20 with 

a certain amount of CoCh [Co(Ⅱ)：PI=4：l】and(B) 

the derivative‘‘Co-P1”obtained bv the method 0f 

reconstitution 

Solutions were in 50mmol·L～ acetate buffer．pH 5．6． 

表 l 核酸酶 Pl与外加 CoC1 间直接相互作用前后酶中金属含量、可见光谱及酶相对活性数据表 

Table 1 Data of VIS and ICP of Nuclease P1 in 50mmol。L～ Acetate Buffer at pH 5．6．with Various Amounts 

of COCI2 Added(The Concentration of Enzyme is 0．30mmol。L‘。) 

====== 、 
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溶液中，直接放入 5mm双探头样品管中，放置 12h 

后，室温下测其 H NMR谱，见图 3(B)。 

2 结果与讨论 

2．1 酶中金属含量数据分析 

在表 1相应数据中可看出，在核酸酶 P1原酶中 

含 Zn(Ⅱ)量 为 4．07(×10 mg·mg 酶蛋 白，以下 

单位同)，在酶液 中分别加入不 同比例量 的无水 

CoC1 ，平衡一段时间并经透析以除去溶液中过量的 

小分子后，测得 酶 中含 Zn(Ⅱ)量 随外加 CoC1 量 的增 

加而下降 (从 4．O7～3．12)，而酶 中 C0(Ⅱ)的含量却 

随之增加 (从 0～0．78)，此结果可说明核酸酶 P1与 

外加 CoC1 间存在着直接相互作用，结果使得酶中 

zn(Ⅱ)部分失去，而溶液中外加的 Co(Ⅱ)进入酶中；比 

较 酶 中 Zn(Ⅱ)的丢 失量与进 入酶 中 Co(Ⅱ)的量发 现， 

两者大致相当，说明外加 CoC1 中 Co(Ⅱ)部分置换了 

核酸酶 P1活性 中心处 Zn(Ⅱ)而进入 酶 中。但对于多 

核核酸酶 P1来说，Co(Ⅱ)进入活性中心哪一位置，须 

用下列方法进一步论证 。 

2．2 可见光谱 (VIS)分析 

从图2及表 1相应数据中发现，核酸酶 P1在加 

入 CoC1 后，在 520nm处有一 吸收峰 出现，并且 吸收 

峰强 度随外加 CoC1 量的增 加而增 强， 由于核酸酶 

P1及外加 CoC1 单独在此作图条件下，在此区域内 

无 吸收峰 出现，与文献  ̈1比较 可判定此吸收峰来 源 

于溶液中生成的 “Co(Ⅱ)．P1”酶衍生物中的 Co(Ⅱ)的 

d．d跃迁光谱吸收带。此实验结果也证实了核酸酶 

P1与外加 CoC1 间存在着直接相互作用。结合 ICP 

数据分析结果，可以认为 CoC1 中的 Co(Ⅱ)部分取代 

了 Pl酶 活性 中心 Zn(Ⅱ)而进入 酶活性 中心处，生成 

部分的核酸酶 P1的 C0(Ⅱ)取代酶衍生物，并且此类 

相互作用随外加 CoC1 量的增加而作用愈强，并相 

应使酶的活性逐渐下降 (从 324～2481xg·mg—en． 

zyme)，但外加 CoC1 到一定量 (C0(Ⅱ)：P1≥ 8)后其 

A on 和酶活性不再变化。说明在此条件下。此类相 

互作用趋于平衡(见表 1相应数据，由于在 Co(Ⅱ)：P1 

≥ 8后，图 2中谱线重合，故在图 2中未标出)。 

2．3 核磁共振谱(NMR)分析 

从图 3(A)中可发现在低 场 50ppm，45ppm处有 

二组比较强的各向同性核磁共振信号生成，由于核 

酸酶 P1(酶活性 中心金属离 子 Zn̈ ，d m电子态 )及 

CoC1 单独存在下，在此区域无信号生成，此实验结 

果可充分说明核酸酶 P1与 CoC1 间存在着相互作 

用。相互作用后在溶液中发现有新成分生成，生成的 

新成 分必为 酶的活性 中心 处引 入 了顺磁 金属 离子 ， 

否则不会在如图 3中低场顺磁 区出现核磁共振信 

号 [71。 由于溶 液 中唯一的顺磁金 属离子为 CoC1：中 

Co(Ⅱ)． 因此可 以判定外 加 COC12中 Co(Ⅱ)部分置换 

了核 酸酶 Pl活性 中心处 Zn(Ⅱ)而进 入酶 中 Zn位 ，而 

生成部分“Co—P1”酶衍生物成分。把图 3(A)与本文 

用重组法得到的核酸酶 P1的 Co(Ⅱ)取代酶衍生物的 

H NMR谱图 (图 3(B))相比较发现，两谱图中谱峰 

出现的条数、相应的化学位移、峰形状及相对强度等 

均一致，这说明相互作用后得到的新成分与用重组 

法得到的Co(Ⅱ)取代的酶衍生物是同一成分，否则其 

H NMR谱图不会如此一致。分析图 3(A)、(B)发 

现，图中出现的核磁共振信号相对不是很丰富，从核 

酸酶 P1活性中心配位结构中看到(见图 1)，酶活性 

中 心 Znl位 上 Zn(I1)配 位 四 个 氨 基 酸 (His60， 

Hisll6，Asp45，Aspl20)及一个水分子，如果 C0(Ⅱ)进 

入该 位置上 的话，那 么生成 的酶衍 生物 的 H NMR 

谱图将会出现相当丰富的核磁共振信号，不会如本 

实验图 3(A)、(B)那样只看到简单的谱峰；另外文 

献 已报道了核酸酶 P1中Znl位上 zn(Ⅱ)结合的最 

为牢固(相对其它二个位置上 zn(Ⅱ))，一般不易失去 

此位置上 Zn(Ⅱ)，所 以 Co(Ⅱ)进入该位 的可 能性 可以 

排除。那么对于剩下两个 zn位，由于此位置上 Zn(Ⅱ) 

在溶液中结合相对松动 引̈，因此相互作用后生成的 

Co(Ⅱ)取代的酶衍生物中 Co(Ⅱ)只能进入双核 Zn位 

中的一个位置上，比较文献中 1995年 Ferretti用重 

组法得 到的一个 Co(Ⅱ)进入酶 中 Zn3位 后生成 的酶 

衍生物的 H NMR谱图  ̈，发现与本实验测得的图 

3(A)、(B)有较大差异，这说明本实验条件下得到的 

酶衍 生物为一 个 Co(Ⅱ)进入 酶 中 Zn2位 上 的核 酸酶 

Pl衍生物。分析酶中 Zn2位上的 zn(Ⅱ)的配位结构 

可发 现 (见 图 1)，Zn2与二个组 氨酸 (His126， 

His149)，二个水分子及一个天冬氨酸 Asp135配位， 

而且 两 个 His均 以 M 与 Zn(Ⅱ)相 连， 并 且 与 

Zn(Ⅱ)之间距离及其配位环境也大致相同 1。这与我 

们 已通过 NMR论证 过 的枯 草杆 菌 中性蛋 白酶活性 

中心上 zn(Ⅱ)配位结构相类似，得到的 H NMR谱图 

也类似  ̈1。同样分析如果 Co(Ⅱ)进入酶中Zn2位，那 

么与 C0(Ⅱ)直接配位的 His126，His149，由于它们与 

Co(Ⅱ)配位环境基本相同。因此在 H NMR谱出现的 
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核磁共振信号将大为减少，而形成如图 3中出现的 

二组核磁共振信号，这说明谱图的分析结果与实验 

是互相符合的。以上实验可以充分证实在实验中多 

核核酸酶 P1与外加无机 CoCI：间存在着直接相互 

作用，CoCI：中的 Co(Ⅱ)可部分置换 P1酶中活性中心 

zn位上 zn(Ⅱ)而进入酶中该位，形成部分的酶的 Co 

(Ⅱ)取代衍生物。有关谱 图的详细归属将在另文发 

表 。 

3 结 论 

核酸酶 P1与 CoCI：在水溶液中确实存在直接 

的相互作用，在所进行的实验条件下，Co(Ⅱ)进入酶 

的活性 中心的 Zn2位上，并 相应 的影 响了酶的催化 

活性 。证实 了我们 首次在 Cu：Zn：SOD酶 中发现 的这 

类新相互作用同样存在于核酸酶 P1中，对金属酶来 

说我们发现 的这类新相互作用可能具有普遍的意 

义。此外．还首次获得了 Co(1I)在 Zn2位上的酶活性 

中心配位结构的 H NMR谱图．对重要的核酸酶 P1 

活性中心结构的研究提供了新的结构信息。 
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Study on the Interaction of M etal Ions in Active Center of Nuclease P1 with CoCl2 

ZHENG Xue—Fang · CHI Nai·Yu ZHANG Qing—Fang YUAN Yu—Lian LI Xiao—Yan HU Jie—Han 

( College of Bioengineering，Dalian University，Dalian 1 1 6622) 

( Dalian Institute of Chemical Physics，Chinese Academy ofSciences，Dalian 1 16023) 

The paper using various ways，such as ICP，VIS，NMR and measurement of enzyme activity，extensively study 

the direct interaction of Nuclease P 1 with inorganic metal compound (COC12)．It has been found that in aqueous 

solution，there exists a direct interaction between the metal ions of the active center in the metalloenzyme(Nuclease 

P1)and external added CoCI2．As a result，part of the metalions in metalloenzyme were substituted and the COt- 

responding metalloenzyme derivatives were produced and the catalytic activity of enzyme were changed， and the 

H NMR spectrum of Co(Ⅱ)．substituted nuclease P1 derivative of Co(Ⅱ)in Zn2 site of active center was firstlv 

obtained． 

Keywords： nudease P1 CoCh NM R interaction 
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