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用紫外 一可见吸收光谱研究微过氧化物酶 ．8与 Las+相互作用机理 
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( 南京师范大学化学与环境科学学院，南京 210097) 

( 中国科学院长春应用化学研究所，长春 130022) 

首次用紫外 -可见 (uV．Vis)吸收光谱技术研究了微过氧化物酶 ．8(MP．8)与 La 的相互作用的机理。发现 La +优先与 

MP-8分子ee an~：素卟啉环上的两个丙酸基团的羧基氧发生键合作用，使血红素卟啉环的非平面性增加， 仃．仃‘跃迁所需要的 

能量减少，但几率降低。 与 MP．8肽链上的羰基氧发生弱相互作用，因此对卟啉环 的结构基本上没有影响。 
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0 引 言 

稀 土微 肥 在农 业 上 的 应用 ， 为 我 国科 学 家 首 

创。目前我国农 田施用稀土微肥面积每年达 3．33× 

1O 一4．67×10 ha，为国家每年增产粮、棉 、豆、油、糖 

等 6×10 一8×10 kg，而且作物的品质也得到了改 

善和提高，直接经济效益为 1O一15亿元。但稀土微 

肥使农作物增产和品质得到改善的机理还不了解。 

大量生物机理的研究表明，稀土微肥在一定浓 

度范围内能增强植物细胞保护酶．如过氧化物酶 

(POD)等的生物活性[1· 一1，但其化学机理尚不明白， 

这方面的研究也较少[1．21。其主要原因是由于这些酶 

具有高化学活性 、结构复杂性 、构象易变性等特点， 

使研究这些酶与稀土离子相互作用 比较 困难。因 

此，在 目前可选用一些与酶结构 、性质 、生物活性和 

功能相似的模型化合物来研究与稀土离子的相互作 

用，为进一步研究酶与稀土离子的相互作用打下基 

础。 

MP一8是细胞色素 c水解的产物，其结构保留了 

细胞色素 c中 14—21位的氨基酸残基及活性中心血 

红素，其中 Cys．14和 Cys一17通过硫醚键与血红素基 

团相连，His一18的咪唑基 团作为血红素基团中心 

Fe 0田D的轴向第五配体与血红素相连，而 H O作为 

Fe 0田D的轴向第六配体。但 MP一8在水溶液 中易形成 

二 聚 体， 这 是 由 于一 个 MP一8分 子 的 N端 Cys的 

一 NH 可取代 H O作为另一个 MP一8分子中的血红素 

基团中心 Fe 0田D的轴向第六配体而形成的 1。图 1 

为 MP一8的结构示意 图。 
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图 1 MP．8的结构 示意 图 

Fig．1 Scheme of the MP·8 Structure 

由于 MP一8有 POD相似 的活性 中心和生物活 

性 【5]，所 以本文选择 MP一8作为 POD的模 型化合 物， 

以La 为稀土离子的代表，用 UV．Vis吸收光谱为研 

究手段，研究 了MP．8与 La 相互作用的机理。 
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1 实验部分 

1．1 试剂和仪器 

MP-8为 美 国 Sigma公 司 产 品 ， 分 子 量 为 

1506．5。使用前未经进一步纯化，纯度为91％。其余 

试剂均为分析纯。无水 LaC1 根据文献" 制备：称取 

一 定量的 La O (纯 度大于 99．9％ )，按 比例加入 

NH4Cl。用 l：l的 HC1溶解，趁热过滤，加热蒸发得 

的固体，装入升华管，抽真空并逐渐加热。在 100~C 

左右抽 4h，除去固体中剩余的水分，然后逐步升温， 

固体 NH C1全部升华到横管中，8h左右温度逐渐升 

到 430~C，使氯 化铵 全 部升 华 出来 ，得 到无水 

LaC1 。所有 的溶液都 用三次蒸馏 水配置 。 

UV—Vis吸 收 光 谱 用 德 国 Perkin．Elmer公 司 的 

Lambda 17型 Uv。Vis吸收光谱仪进行。 

1．2 实验方法 

UV—Vis吸 收 光 谱 测 量 用 的 吸 收 池 厚 度 为 

0．5cm．在测量 MP一8的 UV．Vis吸收光谱时，MP-8 

的浓度为 8．5~mol·L。。。测量 MP-8和 Lä 混 合溶 

液的 Uv．Vis吸收光谱时，向 MP一8的溶液中加入一 

定物质的量比的 ¨，混合均匀经 lh平衡后进行测 

量。测量溶液的其它组分在文中标出。所有的测量 

均以不含 MP一8的测量溶液作参比溶液。 

2 结果与讨论 

图 2， 曲线 a为 MP-8溶液的 UV—Vis吸收光谱 

图。由图可见，在 190nm左右 和 396nm处有 两个 强 

吸收峰。它们分别为 MP一8分子中羰基吸收峰和血 
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图 2 不同物质的量 比的 La 和 MP．8的水溶液的 uV-Vis 

吸收光谱 

g．2 UV．Vis absorption spectra of the MP一8 aqueous solutions 

with different molar ratios of La 

Molar ratio of La“ and MP-8：(a)0；(b)3；(b)17． 

红素卟啉环上的 7r．7r 电子跃迁的特征谱带～Soret 

带 【8， 。 由于在 190nm左右 的吸收峰位于吸收光谱 

仪检测极限处，因此，其精确的峰位不能测得。 

图 3为溶 液 中 Lä 和 MP．8的物 质 的量 比为 3 

时，溶液 在 400nm处 的吸光度随加入 Lä 的时间的 

变化曲线。由图可见，在加 Lä 后，400nm处的吸光 

度在开始时随时间迅速下降，在 5min后，吸光度随 

时间缓慢下降，在 1h后，吸光度基本不随时间变化， 

表明 Lä 和 MP一8的反应 已基本完成，因此 ，吸收光 

谱的测定均在 MP．8溶液中加入 Lä 的 1h后进行。 
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图 3 MP-8溶 液在 40Onto 处 的吸光 度 随加入 La“的时间 

的关系曲线 

Fig．3 Relationship between the addition time of La and 

absorbance at 400nm in the UV-Vis absorption spectra 

0fMP．8 

Molar ratio of La“ and MP一8=3． 

图2。曲线 b为溶液中 ¨与 MP．8的物质的量 

比为 3时，MP．8溶液的 UV。Vis吸收光谱。与没有 

Lä 时 的情况相 比(图 2，曲线 a)，首先，在 190nm处 

的吸收峰的吸光度比没有 Lä 时下降了约 18％，表 

明 Lä 与 MP．8分子的肽链或血红素卟啉环上丙酸 

基的羰基氧发生作用，这是由于稀土离子易与 O键 

合的缘故 【21·0l。其次，Soret带的峰位由 396nm红移 

至 404nm，吸光度下降了约 47％，Soret带峰位的红 

移表明血红素的非平面性增加， 7r一7r 跃迁所需要 

的能量减少 ⋯ ”，峰强的下降表明 7r-7r’电子跃迁 

几率降低，这表明 La 优先与 MP．8中血红素卟啉 

环上两个丙酸基中的羧基氧发生作用，因为，血红素 

上两个丙酸基中的羧基氧离卟啉环近，Lä 与其键 

合能使血红素卟啉环结构发生一定变化。而 与 

肽链上的羰基氧发生作用，由于肽链离血红素较远， 

不 能对血红 素的结 构产生 大 的影 响 。当 La 与 
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MP-8的物质 的量 比为 17时 (图 2，曲线 c)，Soret带 

的峰位和吸光度与物质的量比为 3时基本相同，而 

在 190nm处 的吸收峰强度相比物质的量比为 3时 

又下降了约 10％，但下降的幅度比物质的量比为 3 

时小，这表明 La 与 MP．8中血红素上两个丙酸基 

中的羧基氧发生作用后，过量 的 La3 还会 和肽链 上 

羰基 氧相互作用 。 

图 4是 MP．8溶液与不 同物 质 的量 比的 La， 和 

MP．8混合溶液在 400nm处的吸光度差 (A 。一A) 

对 La 和 MP．8的物质的量 比的关系曲线 。其 中， 

A s表示溶液中不含 La 时在 400nm处的吸光度， 

为溶液 中含 La， 时在 400nm处 的吸光 度。由图可 

见，A 。一A值在开始时随物质的量比的增加而迅 

速增加。当La， 与 MP．8物质的量 比为 3时，达到一 

个稳定值。当 La3 与 MP．8物质的量比进一步增加 

时，A 。一A值基本不变。 
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图 4 MP一8溶液 与不 同物 质 的量 比的 La”和 MP-8混合 溶液 

在 400nm处 的吸光度差(A 8一A)与 【丑 和 MP．8的 

物质的量 比的关系曲线 

Fig．4 Relationship of the molar ratio of La“ and MP-8 with 

AMP．8一A at 400nm in the UV-Vis absorption spectrum 

ofMP一8 

图 5是 MP．8溶液 与不 同物质 的量 比的 La3’和 

MP．8混合溶液在 190nm处的吸光度差 (AMP．s—A) 

对 La，+和 MP．8的物质的量比的关系曲线。由图可 

见。A 。一A值在开始时也随物质的量比的增加而 

迅速增加。但当 La， 与 MP．8物质的量比大于 3时， 

A 。一A值随物质的量 比的增加还缓慢地增加。 

上述的结果进一步证明，La 首先与 MP．8中血 

红素卟啉环上两个丙 酸基 中的羧基 氧发 生作 用，然 

后 与肽链 上的羰基氧相互 作用 。虽然血 红素卟啉环 

上只有两个羧基氧，但 由于反应的平衡，因此当 
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图5 MP．8溶液与不 同物质的量比的 【丑 和 MP．8混合溶液 

在 190nm 处 的吸光 度差 (A P． 一A)与 【丑 和 MP．8的 

物质的量 比的关系曲线 

Fig．5 Relationship of the molar ratio of La“ and MP-8 with 

AMP．8一A at 190nm in the UV—Vis absorption spectrum 

0fMP．8 

La3 与 MP．8的物质的量 比为 3时，La 与血红素卟 

啉环上两个丙酸基中的羧基氧才能反应完全。其次， 

这可能也表明 La 和 MP．8中血红素上丙酸基 中的 

羧 基氧 相互 作 用 的性 质 与 La， 和肽链 上 羰 基氧 相 

互作用 的性质不 同。由于稀土离子 与 O易发生键合 

作用，加上血红素上两个丙酸基中的羧基氧的暴露 

程度大及丙酸基带负电， 因此 La 易与丙酸基接 

近，并与其发生强的键合作用，所以，对 190nm处的 

吸收带，在物质的量比小于 3时，A s—A值随物质 

的量 比的增加而迅速增加 。另一方 面，由于肽链 中氢 

键 的作 用，使 得肽链 上 的羰基 基 团被包 埋在 MP．8 

分 子的疏 水基团 中，因此 La3 与肽链 上 的羰基氧 只 

能发生弱 的相互 作用，所 以，对 190nm处 的吸收峰， 

在物质的量 比大于 3时， A s—A值随物质的量比 

的增加而缓慢增加。 

3 结 论 

首次 用 Uv．Vis吸收 光谱 法 研 究 了 MP．8与 

La3 的相互作用机理 。发现 由于血红素上 的两个 丙 

酸基团的羧基氧暴露程度大和带负电荷，La 优先 

与 MP．8分 子 中这 两个 羧基 氧发 生 强 的键合 作 用， 

使血红素卟啉环的非平面性增加， 7r．7r’跃迁所需 

要的能量减少，但 7r．7r’电子跃迁几率降低。由于肽 

链 中氢 键 的作 用， 使 肽链 上 的羰 基 基 团被包 埋 在 

MP．8分子的疏水基团中，暴露程度小，所以，La 与 
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MP．8肽链中的羰基氧发生弱的相互作用，加上肽链 

上的羰基离血红素卟啉环较远，因此，对卟啉环的结 

构基本上没有影 响 。 
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Study on M echanism of Interaction between M icroperoxidase-8 

and La3 Using UV·Vis Absorption Spectroscopy 

CHEN Ting-Ting HUANG Xiao-Hua FENG Yu-Ying 

DU Jiang—Yan LIU Chang—Peng。 XING Wei。 LU Tian-Hong · · 

(‘College of Chemistry and Environment Science,Nanjing Normal University,Nanjing 210097) 

( Changchun Institute ofApplied Chemistry，Chinese Academy ofSciences，Changchun 130022) 

The mechanism of the interaction between microperoxidase．8 and La was studied for the first time using 

UV．Vis absorption spectroscopic technique。It was found that Lä bond firstly to carbonyl oxygen of the metace- 

tonic acid group in the heme group of the MP．8 molecule． It results in the increase in the non—planarity of the 

porphyrin group in the heme group and the decrease in the energy for the 7r-7r transition．However．the proba。 

bilitv of the 7r．7r transition is decreased．La interact with carbonyl oxygen of the amido groups in the peptide of 

the MP-8 molecule based on the weak interaction．Therefore，it does not affect the structure of the prophyrin group． 

Keywords： microperoxydase·8 La3 UV·Vis absorption spectroscopy 
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