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摘要: 本文研究了 La3+对过氧化氢酶(CAT)的直接电化学反应活性和对 H2O2 还原的生物电催化活性的影响。发现当 La3+浓度低

时 , La3+能提高 CAT 的直接电化学反应活性和对 H2O2 还原的电催化活性。当 La3+浓度高时 , La3+会降低 CAT 的直接电化学反应

活性和对 H2O2 还原的电催化活性。这是由于 La3+能与 CAT 的肽链上的氨基酸残基发生作用而使肽链构象发生变化 , 导致血红

素结构发生变化。当 La3+浓度低时 , La3+能使血红素的非平面性增加 , 活性中心 Fe!的暴露程度增加 , 因此 , 低浓度的 La3+能增加

CAT 的电化学和生物电催化活性 , 而高浓度的 La3+却会使血红素的非平面性降低 , 活性中心 Fe!的暴露程度降低 , 因此 , 降低

了 CAT 的电化学和生物电催化活性。
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Effect of La3+ on Electrochemical and Bioelectrocatalytic Activity of Catalase
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Abstract: The effect of La3+ on the electrochemical activity and the bioelectrocatalytic activity of catalase (CAT)

for the H2O2 reduction was investigated. It is found that when the La3+ concentration is low La3+ can increase the

electrochemical and bioelectrocatalytic activity of CAT. When the La3+ concentration is high La3+ can decrease the

electrochemical and bioelectrocatalytic activity of CAT. This is due to that La3 + can interact with amino acid

residues in the peptide of CAT. The interaction would lead to the change in the conformation of the peptide and

then the change in the structure of the heme group. When the La3+ concentration is low, La3+ can increase the

non-planarity of the heme group, leading to the increase in the exposure extent of the heme active center, Fe!.

Thus, La3+ at the low concentration can increase the electrochemical and the bioelectrocatalytic activity of CAT.

When the La3 + concentration is high, La3 + can decrease the non-planarity of the heme group, leading to the

decrease in the exposure extent of Fe! . Thus, La3+ at the high concentration can decrease the electrochemical

and bioelectrocatalytic activity of CAT.
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稀土离子因其特殊的电子结构、物理和化学性

质而被广泛应用于各种行业, 稀土农用为中国科学

家首创[1,2]。在农业上, La3+作为肥料调节剂用于促进

作物生长, 并与杂交水稻一并出口国外。La3+可直接

或通过食物链传递间接进入生物体 , 显著影响诸如

过氧化氢酶、超氧化物歧化酶等酶系统[3,4]。研究表
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明, 适当浓度的 La3+会促进酶系统反应活性, 高浓度

的 La3+则抑制酶系统反应活性 , 但对 La3+调控酶的

化学机理, 尚不十分清楚[5]。

CAT 是一类广泛存在于动物、植物和微生物中

的氧化酶, 其功能是催化细胞内过氧化氢分解, 防

止膜脂发生过氧化。不同生物体内的 CAT 结构虽有

不同 , 但大多是由 4 个亚基组成 , 每个亚基都含有

一个 Fe!-原卟啉活性中心。通过对牛肝 CAT 结构

的分析发现 , 每一个亚基都是由 506 个氨基酸残基

组成, 包含有 13 个螺旋和 9 个折叠。血红素部分被

埋在分子表面下 2 nm 处, 距分子中心 2.3 nm[6]。

我们课题组用紫外可见吸收光谱、同步荧光及

X 射线光电子能谱方法, 研究了生理条件下 La3+对

CAT 活性的影响, 初步探讨了 La3+调控 CAT 的化学

过程[7]。由于 CAT 疏水残基在四聚体内部形成一个

疏水环境[6], 导致 CAT 直接电化学较难实现。换言

之 , 因为缺少 La3+对 CAT 电子传递影响的实验事

实, 无法正确地阐释 La3+与 CAT 相互作用的酶化学

机理。近几年来, 碳纳米管因其独特的几何尺寸、优

良的电子传导特性以及在生物传感和催化方面表

现出的优良性质而受到广泛关注[8]。因此, 本文探讨

了 在 玻 碳 (GC) 电 极 表 面 修 饰 多 壁 碳 纳 米 管

(MWCNTs) 的方法 , 发现固定在 MWCNTs 表面的

CAT 能发生准可逆的直接电化学反应 , 低和高浓度

的 La3+能对 CAT 的电化学活性和生物电催化活性

发生促进和抑制作用, 这可为稀土离子与 CAT 相互

作用的酶化学机理研究提供参考。

1 实验部分

1.1 试 剂

牛肝 CAT 为美国 Sigma 公司产品(c-40, 相对摩

尔质量 240 000 Da, 活性>10 000 U·mg- 1), 使用前未

经进一步纯化 , 其浓度以 405 nm 处、吸光系数 325

mmol- 1·L·cm- 1 的吸光度定量测定[9]。实验中 CAT 浓

度为 1 μmol·L- 1。LaCl3 根据文献 [10]制备 , MWCNTs

管购于上海试剂公司, 缓冲溶液是 0.1 mol·L- 1 的三

羟甲基胺基甲烷(Tris)-HCl(pH=7.0)。其余试剂均为

分析纯试剂。实验用水为三次蒸馏水。

1.2 仪 器

圆二色光谱(CD)在 Jasco500c 型(日本)CD 光谱

仪上进行测定 , 光程为 5 mm, 数据采集间隔 0.5

nm, 检测波长 200~250 nm, 采用 3 次测量求平均值

法消除仪器噪音。使用程序 Selcon 3 拟合 CD 谱数

据来计算 CAT 二级结构含量。循环伏安测量采用美

国 EG&G PAR 公 司 的 Model 273A 恒 电 位 仪 及 常

规的三电极体系电化学池 , 参比电极为饱和甘汞电

极 (SCE), 辅助电极为铂丝 , 工作电极为 CAT 及

MWCNTs 修饰的玻碳电极 , 电解液为 0.1 mol·L- 1

Tris-HCl (pH=7.0)缓冲溶液 , 电 化 学 测 试 前 通 高 纯

氮气 30 min 以除去溶液中的氧。实验过程保持在氮

气气氛中。

1.3 CAT/MWCNTs/GC 电极的制备

GC 电极(直径为 3 mm)在修饰之前 , 分 别 用 6

号砂纸、0.3 和 0.05 μm Al2O3 抛 光 粉 抛 光 至 镜 面 ,

然后分别在无水乙醇和二次蒸馏水中超声清洗各 5

min。

MWCNTs 在使用前经以下步骤纯化处理 : 在 3

mol·L- 1 HNO3 溶液中回流 5 h, 然后用二次蒸馏水

冲洗 , 接着用超声分散的方法将它分散在 N, N-二

甲基甲酰胺中, 形成 0.2 mg·mL- 1 MWCNTs 的均匀

的 黑 色 悬 浊 液 。用 微 量 加 样 器 将 2 μL 处 理 好 的

MWCNTs 滴加到玻碳电极表面 , 在室温下 , 待溶剂

挥发后 , 得到 MWCNTs/GC 电极 , 再将 8 μL 的 1

μmol·L- 1 的 CAT 溶液滴加到 MWCNTs/GC 电极表

面 , 在室温下 , 待溶剂挥发后 , 得到 CAT/MWCNTs/

GC 电极, 即可以进行各种电化学实验。电极不使用

时在 4 ℃下保存。

2 结果与讨论

图 1 为 GC, MWCNTs/GC 和 CAT/MWCNTs/GC

电极在 0.1 mol·L- 1 Tris-HCl 溶液 中 的 循 环 伏 安 曲

线。由图可见, 在曲线 a 和 b 中, 没有观察到一对氧

化还原峰 , 而在曲线 c 中 , 可观察到一对氧化还原

峰 , 很明显 , 这是 CAT 发生直接电化学反应所产生

的循环伏安峰, 对应于 CAT-Fe!和 CAT-Fe#之间

的转换[11]。它们的峰电位分别为- 0.426 和- 0.486 V,

峰电位差为 60 mV, 它们的峰电流基本相等 , 表明

固定在 MWCNTs 上的 CAT 的直接电化学反应是准

可逆的, 其式量电位 E!′为- 0.456 V。

图 2 是 CAT/MWCNTs/GC 电 极 在 含 不 同 浓 度

La3+的 0.1 mol·L- 1 Tris-HCl 溶 液 中 的 循 环 伏 安 曲

线。当溶液中含 0.5 μmol·L- 1 La3+时(曲线 b), 峰电位

与没有 La3+时相同, 但峰电流增加了 2 倍多。当 La3+

的浓度为 5 μmol·L- 1 时 (曲线 c), 峰电位也没有变

化, 但氧化还原峰电流分别减少 44.4%和 33.3%, 表

明低浓度的 La3+能够增加 CAT 的电化学活性 , 而高
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浓度的 La3+则相反。这与适当浓度的稀土离子能够

使植物体内的酶的活性提高的现象一致。

图 3 为 CAT/MWCNTs/GC 电 极 在 含 不 同 浓 度

La3+及含和不含 6 mmol·L- 1 H2O2 的 0.1 mol·L- 1 Tris-

HCl 溶液中的循环伏安曲线。当溶液中不含 La3+和

H2O2 时, 只观察到 CAT 的氧化还原峰(曲线 a)。当溶

液中加入 6 mmol·L- 1 H2O2 后, 可观察到在- 0.5 V 处

的 H2O2 还原峰(曲 线 b), 说 明 CAT 能 催 化 H2O2 电

化学还原反应。如再加入 0.5 μmol·L- 1 La3+, H2O2 还

原峰峰电位基本不变, 但峰电流比没有 La3+时增加

了 60%(曲线 c)。当加入 La3+的浓度为 5 μmol·L- 1

时, H2O2 峰电流比没有 La3+时降低了 50%(曲线 d)。

图 4 与图 3 相似, 只是 H2O2 的浓度增加到 10

mmol·L- 1, 结果也基本相同。当 La3+的浓度为 0.5

μmol·L- 1 时 (曲线 c), 0.01 mol·L- 1 H2O2 的还原峰电

流 比 没 有 La3+时 增 加 了 55%。 当 La3+的 浓 度 为 5

μmol·L- 1 时 , H2O2 的还原峰电流降低了 43%(曲 线

d)。图 3 和图 4 的结果都说明低浓度的 La3+会促进

Scan rate: 100 mV·s- 1

图 1 不同电极在 0.1 mol·L- 1 Tris-HCl(pH=7.0)中的

循环伏安曲线

Fig.1 Cyclic voltammograms of (a) the GC, (b) MWCNTs/

GC and (c) CAT/MWCNTs/GC electrodes in 0.1

mol·L- 1 Tris-HCl buffer solution (pH =7.0)

Scan rate: 100 mV·s- 1

图 2 CAT/MWCNTs/GC 电极在含不同浓度 La3+的

0.1 mol·L- 1 Tris-HCl 溶液中的循环伏安曲线

Fig.2 Cyclic voltammograms of the CAT-MWCNT/GC

electrode in 0.1 mol·L- 1 Tris-HCl solution with

(a) 0, (b) 0.5 μmol·L- 1 La3+ and (c) 5 μmol·L- 1

La3+

Scan rate: 50 mV·s- 1, H2O2 concentration: 6 mmol·L- 1

图 3 CAT/MWCNTs/GC 电极在含有不同浓度 La3 +及含

和不含 6 mmol·L- 1 H2O2 的 0.1 mol·L- 1 Tris-HCl

溶液中的循环伏安曲线

Fig.3 Cyclic voltammograms of 0.1 mol·L- 1 Tris-HCl

solution (a) without H2O2 and La3+, (b) with H2O2

and without La3+, (c) with H2O2 and 0.5 μmol·

L- 1 La3+ and (d) with H2O2 and 5 μmol·L- 1 La3+

at the CAT/MWCNTs/GC electrode

Scan rate: 50 mV·s- 1, H2O2 concentration: 10 mmol·L- 1

图 4 CAT/MWCNTs/GC 电极在含有不同浓度 La3+及含

和不含 10 mmol·L- 1 H2O2 的 0.1 mol·L- 1 Tris-HCl

溶液中的循环伏安曲线

Fig.4 Cyclic voltammograms of 0.1 mol·L- 1 Tris-HCl

solution (a) without H2O2 and La3+, (b) with H2O2

and without La3+, (c) with H2O2 and 0.5 μmol·

L- 1 La3+ and (d) with H2O2 and 5 μmol·L- 1 La3+

at the CAT/MWCNTs/GC electrode
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CAT 的生物电催化活性 , 而高浓度的 La3+则抑制了

CAT 的生物电催化活性。这结果与前面的循环伏安

研究的结果一致。

生命科学研究报道 , 酶和蛋白质的天然构象的

保持 , 是生物活性的实质 [12]。我们以前的研究 [13]表

明, La3+能与酶的肽链上的氨基酸残基发生作用, 使

酶的肽链的构象发生变化。而肽链构象的变化能导

致血红素结构的变化。当 La3+浓度低时, 血红素的非

平面性增加, 活性中心 Fe!的暴露程度增加, 因此,

电化学反应活性和电催化活性增加。但当 La3+浓度

高时 , 血红素的非平面性降低 , 活性中心 Fe!的暴

露程度降低 , 因此 , 电化学反应活性和电催化活性

也降低。这就是上述的低浓度的 La3+能够增加 CAT

的电化学活性和对 H2O2 还原的电催化活性 , 而高

浓度的 La3+却会降低 CAT 的电化学活性和对 H2O2

还原的电催化活性的原因。

远紫外 CD 光 谱 的 实 验 证 明 , La3+也 能 与 CAT

发生作用, 并改变 CAT 的构象。在图 5 曲线 a 中, 可

观察到在 208 和 222 nm 处 2 个负峰 , 它们分别对

应于酰氨带 π-π* 跃迁的和 n-π* 跃迁, 主要反映的

是分子中的 α-螺旋结构[14,15],但在加入高浓度(5 μmol

·L- 1)La3+后 , 在 208 和 222 nm 处的负峰的强度降低

(曲线 b), 表明 CAT 分子肽链的 α-螺旋构象含量降

低[16]。

从远紫外 CD 光谱计算得到 La3+与 CAT 相互作

用后的二级结构数据列于表 1 中。从表 1 可清楚地

看到, 当高浓度 La3+与 CAT 相互作用后,与不含 La3+

的 CAT 溶液相比 , CAT 分子的 α-螺旋 , β-折叠的含

量减少 , 而 β-转角和无规卷曲含量增加 , 即 CAT 有

序的二级结构大幅度减少了。上述结果证明, La3+的

确与 CAT 发生了作用, 改变了 CAT 分子肽链的二

级构象。

图 5 含与不含 La3+的 CAT 溶液在远紫外区的 CD 光谱

Fig.5 Far-UV CD spectra of 1.0 μmol·L- 1 CAT solution

with (a) 0 and (b) 5 μmol·L- 1 La3+

表 1 由图 5 计算得的 CAT 结构数据

Table 1 Structure data of CAT calculated from Fig.5

Condition α-helix / % β-sheet / % β-turn / % Random coil / %

C
La

3+∶CCAT=0 40.3 12.8 0.0 46.9

C
La

3+∶CCAT=5 31.5 10.4 8.3 49.8

图 6 为含和不含 La3+的 CAT 溶液的 Soret 带区

域的 CD 光谱。由图可见 , 在没有 La3+时 , CAT 的

Soret 带位于 409 nm 处(曲线 a)。当 La3+与 CAT 相互

作用后, Soret 带从 409 nm 蓝移到 402 nm 处 (曲线

b)。且其摩尔椭圆度增加了 32.2%。这说明 La3+改变

了 CAT 分子血红素的结构, 导致 CAT 分子中血红

素中心 Fe!的非平面性降低 , 因此 , 降低了 CAT 分

子 Fe!的暴露程度[17]。

3 结 论

由上述的结果可得到以下结论: 由于 La3+能与

CAT 的肽链上的氨基酸残基发生作用 , 使酶的肽链

的构象发生变化。而肽链构象的变化能导致血红素

结构的变化。当 La3+浓度低时, La3+能使血红素的非

平面性增加, 活性中心 Fe!的暴露程度增加, 因此,

低浓度的 La3+能增加 CAT 的电化学活性和对 H2O2

Scan rate:100 mV·s- 1.

图 6 含与不含 La3+的 CAT 溶液在 Soret 带区的 CD 光谱

Fig.6 CD spectra at Soret region of 1.0 μmol·L- 1 CAT
solution with (a) 0 and (b) 5 μmol·L- 1 La3+
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还原的电催化活性, 而高浓度的 La3+却会使血红素

的非平面性降低, 活性中心 Fe!的暴露程度降低,

因此, 降低了 CAT 的电化学活性和对 H2O2 还原的

电催化活性。这说明不同浓度的 La3+对 CAT 的活性

影响不同, 所以选择适当浓度的 La3+对植物的生长

具有促进作用。
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