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模拟酶轴向配体激活过氧化氢酶的研究
提高天然酶活性的新方法
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摘　要　曾报道了以铁卟啉作为细胞色素 P450模拟酶的活性中心 , 轴向配体例如巯基苯甲

酸、 半胱氨酸作为激活剂 , 提高模拟酶体系催化活性的研究 . 而过氧化氢酶的活性中心也为铁

卟啉 . 进一步报道模拟酶的轴向配体提高过氧化氢酶的活性 , 并提出了一种提高天然酶活性的

新方法 . 硫代硫酸钠 、 维生素 C、 巯基乙酸和 L-半胱氨酸可作为过氧化氢酶的轴向配体 , 而激

活过氧化氢酶 .
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过氧化氢酶 ( CAT) 是一种含铁卟啉的酶 , 其活性中心是铁 (Ⅲ ) 卟啉 , 轴向第 5个配

体是酪氨酸 ( Ty r357) , 第 6个配体为水 ; 在催化过程 CAT经历了 3个氧化中间体: 化合物

Ⅰ 、 Ⅱ、 Ⅲ . 其中化合物Ⅰ是含 FeⅣ = O的卟啉中间体 , 具有催化活性 ; 而化合物Ⅱ、 Ⅲ是

没有催化活性的 [1～ 3 ] . 曾报道利用黑曲霉产生的葡萄糖氧化酶氧化葡萄糖产生 D-葡萄糖酸

-δ-内酯过程中会同时产生 H2O2 ,又利用黑曲霉产生的 CAT进一步分解 H2O2以防止其对葡

萄糖氧化酶的抑制失活作用 [4 ] . Kleppe
[ 5]研究发现 H2O2会抑制葡萄糖氧化酶活性 , 认为其

主要原因是将葡萄糖氧化酶活性中心的甲硫氨酸氧化成甲硫氨酸亚砜 . 为了提高葡萄糖氧

化成葡萄糖酸的产率 , 将 CAT和葡萄糖氧化酶共同固定在载体上的方法已有一些报道
[ 6] .

但是利用微生物直接氧化葡萄糖的过程 , 添加过氧化氢酶无论在经济上还是在实际操作上

都是不现实的 . 为此 , 本文提出一种用模拟酶轴向配体成功地激活 CAT活性的新方法 ,迄

今还未见有类似报道 . 1991年我们 [7 ]报道了以金属卟啉为细胞色素 P450单加氧酶的活性中

心 , 在常温常压下将环己烷氧化为环己酮和环己醇 , 特别指出加入含巯基轴向配体 , 如巯

基乙酸、 半胱氨酸及邻巯基苯甲酸等 , 可以激活活性中心 , 特别是加入巯基乙酸 -吡啶类

含氮、 硫配体作为轴向配体 , 增加了中心离子的电荷密度和改变了其氧化还原电位 , 使催

化活性大大提高 . 这个规律已被 Lyons等
[8 ]
所引用 . 在此基础上 , 本文根据 CAT的活性中

心的特征 , 提出利用轴向配体来改变 CAT的构象 , 使其更适合底物 ( H2O2 ) 的结合 , 从而

提高 CAT活性 , 最终达到提高葡萄糖酸发酵转化率的目的 .

 广东省自然科学基金 ( 970840) 资助项目

收稿日期: 1998-02-20　　刘建忠 , 男 , 32岁 , 讲师



1　材料与方法

1. 1　 CAT的制备　采用本室保存的黑曲霉菌种 ZBY-7,按文献 [9]报道方法进行 CA T制

备 .

1. 2　 CA T活力的测定　 CA T活力采用紫外分光光度法
[10 ]
进行测定 . 在 1 cm的石英比色

杯中添加 3 m L反应底物和 CAT酶液 , 底物为含 30 mmol /L H2O2磷酸盐缓冲液 ( 0. 05

mmol /L , pH 7. 0) , 在 30℃、 240 nm下测定其吸光度的变化 .

1. 3　实验仪器　 Shimadzu M PS-2000紫外可见分光光度计 .

2　结果与讨论

在 CAT测活底物中 , 添加不同浓度的各种配体 , 测定 CAT活力 , 结果见表 1.

表 1　轴向配体对过氧化氢酶活性的影响
Tab. 1　 Effect o f ax ia l lig ands on catalase activity

轴向配体 c1) 相对酶活 /% 轴向配体 c 相对酶活 /%

无 100. 00 Cys 0. 6 140. 71

Na2 S2O4 0. 6 155. 41 M et 0. 2 101. 30

Vc 0. 4 150. 26 His 0. 2 108. 72

r educed g luta thion 0. 4 94. 09 Arg 0. 2 100. 00

S HCH2 COOH 0. 6 153. 49 Try 0. 2 90. 32

SHCH2CH2COOH 0. 2 107. 29 Lys 0. 2 74. 00

SHCH2O H 0. 4 83. 33 Ty r 0. 2 100. 40

　　　　 1)对 CAT激活、 抑制效果最大的配体浓度 , mmol /L

从表 1可看出 , 0. 6 mmol /L Na2 S2O3、 0. 4 mmol /L Vc、 0. 6 mmol /L SHCH2 COOH、 0. 6

mmol /L Cys对 CAT有激活作用 , 0. 2 mmol /L Ly s、 0. 4 mmol /L SHCH2OH、 0. 2 mmo l /

L Try对 CA T有抑制作用 , 其它配体对 CAT影响不大 . 其中 Na2 S2O3、 Vc和还原性谷胱

苷肽都是具有还原性的物质 , 由于 Na2 S2O3分子体积小 , 能够穿过 CA T的通道 , 进入铁卟

啉轴向第 5配位位置 , 提供电子给 CAT, 导致含 Fe
Ⅳ = O中心的中间体化合物Ⅰ 容易形成 ,

促使底物 H2O2更容易取代第 6位的水而形成 CAT-H2O2配合物 , 最终提高 CAT活性 ; 还原

性谷胱苷肽因体积较大 , 不能穿过 CAT通道进入卟啉第 5轴向位置而没有起这种作用 .

对含巯基配体而言 , 它们能够穿过 CAT通道进入铁卟啉轴向第 5配位位置 , 由于巯基

硫原子具有给电子性质与 Fe形成的配位键具有双键性质 ( d-dπ键 ) , 而 Fe的轴向第 5个配

体 Ty r357形成的 Fe- O键是单键 , 键能较弱 ; 因此这些含巯基配体能够取代 Ty r357成为

Fe的轴向第 5个配位配体 , 这些含巯基配体分子的另一端与 Ty r357相连 . 由于推电子作用

提高了 Fe的电子密度 ,进而将电子给予 H2O2的氧的反键轨道 ,促进 O- O键断裂 ,生成含

Fe
Ⅳ = O中心的中间体化合物Ⅰ , 从而提高 CAT酶活 . SHCH2 COOH激活能力比

SHCH2 CH2 COOH大 ,是由于前者体积比后者小 ,容易穿过 CAT蛋白环境而占据铁的轴向

第 5配位位置 , 且它们的羧基和周围氨基酸存在较强的氢键而稳定 ; SHCH2OH由于醇的氢

键较弱 , 故起抑制作用 . 这也表明轴向配体激活能力和周围氨基酸的分子识别有关 .

表 1中所有氨基酸唯有含巯基的 Cys具有显著的激活能力 , 这也与我们在模拟酶体系

中早期报道所得结论相一致 .

曾报道了 Na2 S2O3、 Vc及 Cys都能够激活葡萄糖氧化酶的活性
[9 ] , 其真实原因应是它
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们作为 CAT的轴向配体激活了与葡萄糖氧化酶共存的 CAT活力 , 使葡萄糖氧化酶氧化葡

萄糖过程所产生的 H2O2能及时分解 .
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A Study on Axial Ligands of Model Enzyme to Activize Catalase

ANew Method of Enhancement Natural Enzyme Activity

Liu Jianzhong 　 Yang Huiying　 Zhao J ilun　 Weng Liping　 J i L iangnian

Abstract　 Ironic porphyrin as an activ e center of model enzyme of cy tochrome P450 and

axial ligands w hich were thio salicy lic acid, L-cy stein, etc. and can enhance cataly tic activi-

ty o f model system was repo rted. The active center of catalase is also ironic po rphy rin.

This paper repo rts further that ax ial ligands of model enzyme can enhance simi la rly activi-

ty o f catalase and put forw ard a new method of enhancement natural enzyme activi ty. Sodi-

um thiosulfate, vi tamin C, thiog lycolic acid, and L-cy stein can activize catalase a s an axial

lig and of i ts i ron porphyrin, respectiv ely.

Keywords　 catalase, axia l ligands, enzyme activ ation
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