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血红素的电荷与其催化活性关系的研究

欧光南

（集美大学食品与生物工程学院， 福建 厦门 ３６１０２１）

［摘要］ 研究血红素催化过氧化氢氧化愈创木酚反应动力学， 并对不同的血红素催化剂进行量子化学

计算。 结果表明， 顺式血红素具有更高效的催化作用， 反式血红素催化效果较差， 这种差异可能与铁卟啉

的前线轨道能级有关。 对于同一催化剂， 无论是顺式还是反式， 随着 ｐＨ 值升高， 反应活化能都降低， 铁

卟啉所带的负电荷增加是其中因素之一。 可见， 铁卟啉所带的负电荷与其催化活性具有相关性。
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０　 引言
酶具有非常高的催化活性， 长期以来， 众多研究者认为， 过渡态的稳定作用 （ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ⁃ｓｔａｔｅ ｓｔａ⁃

ｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ， ＴＳＳ） 是其主要因素［１ － ３］ 。 然而， 也有研究者持否定态度， 认为反应物的活化作用 （ ｒｅａｃｔ⁃
ａｎｔ⁃ｓｔａｔｅ ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ， ＲＳＤ） 占主导地位［４ － ５］ 。 不管持 ＴＳＳ 观点， 还是 ＲＳＤ 观点， 双方都认为酶催

化作用的本质是静电相互作用［２ － ４］ 。
显然， ＲＳＤ 和 ＴＳＳ 共同作用将极大地加速反应。 此外， 根据反应微观可逆观点， 反应最后还必

须经过产物的活化 （ ｐｒｏｄｕｃｔ⁃ｓｔａｔｅ ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ， ＰＳＤ） 阶段。 因此， 酶催化过程要经历 ３ 个阶段：
ＲＳＤ→ＴＳＳ→ＰＳＤ。 上述过程可能与酶结构中具有独特的电荷转接系统 （ｃｈａｒｇｅ ｒｅｌａｙ ｓｙｓｔｅｍ） 有关。 这

可以从糜蛋白酶催化酰胺键水解的反应机理［６］ 中得到启示： 在反应过程中， 反应物和产物受到带负

电的天冬氨酸作用， 而过渡态则受到带正电的组氨酸作用。 不同的电场必将对酶反应的反应物、 过渡

态和产物的分子轨道能级产生不同的影响。 为了从静电场角度解释酶的催化作用， ２００１ 年， 文献
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［７］ 利用量子化学方法计算了模型分子甲醛的能级， 发现正离子、 负离子对甲醛分子轨道能级的影

响各不相同， 正离子 （氢离子） 能使甲醛分子轨道能级降低， 而负离子 （氢氧根离子） 能使甲醛分

子轨道能级升高。 此结果与唐敖庆等［８］ 对荷电不同的碳硼烷分子的轨道能级计算结果一致。 结合酶

反应过程中负电场、 正电场交替作用的特点， 文献 ［７］ 提出了酶催化的非等权电场催化模式 （ｎｏｎ⁃
ｕｎｉｆｏｒｍ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｉｅｌｄ ｃａｔａｌｙｓｉｓ）： 负电荷中心是酶催化反应中反应物或产物的活性位， 而正电荷中心则

是过渡态的活性位， 正负电场协同作用极大地降低反应的活化能。
活性酶有其特定的电离状态， 分子表面存在负电基团。 电离状态的改变会导致酶的活性降低， 甚

至完全失活。 文献 ［９］ 发现， 脂肪酶 Ｃａｎｄｉｄａ ａｎｔａｒｃｔｉｃａ ｌｉｐａｓｅ Ｂ （ ＣＡＬＢ） 和 Ｃａｎｄｉｄａ ｒｕｇｏｓａ ｌｉｐａｓｅ
（ＣＲＬ） 溶于碳酸甘油酯后表现出与水体系相当的酶活性， 实验表明， 碳酸甘油酯具有与水相当的电

离 － 解离能力， 溶剂的电离 － 解离能力影响酶的催化性能。 随后， 文献 ［１０ － １１］ 提出了生物溶剂

设计基本原则， 设计并合成了羟甲基甲酰胺和羟烷基磺酸基离子液体， 发现上述溶剂具有与水相当的

电离 － 解离能力， 脂肪酶 ＣＡＬＢ 和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｃｅｐａｃｉａ ｌｉｐａｓｅ （ＰＣＬ） 在上述溶剂中均表现出与水体系相

当的酶活性。 因此， 笔者认为， 电荷在酶催化反应中起了关键作用， 应给予高度重视。
卟啉 （ｐｏｒｐｈｙｒｉｎ） 是由 ４ 个吡咯通过亚甲基相连而形成的共轭大环化合物。 卟啉及其衍生物如血

红素 （铁卟啉）、 血蓝素 （铜卟啉）、 维生素 Ｂ１２ （钴卟啉）、 叶绿素 （镁卟啉） 等广泛存在于生物

体内， 与细胞器的催化、 氧的输运和能量转移等相关， 是生命体新陈代谢过程中至关重要的部分。 辣

根过氧化物酶 （ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ， ＨＲＰ） 和肌红蛋白 Ｍｂ 结构上十分相似， 都是由一条肽链和一

个血红素辅基构成的单链蛋白质， 但前者在生物体内起催化作用， 后者起氧的运输作用。 既然 Ｍｂ 在

结构上与 ＨＲＰ 十分相似， 可以推测 Ｍｂ 也具有催化作用。 本文以过氧化氢氧化愈创木酚反应为模型

反应， 考察 Ｍｂ 的催化性能， 并与 ＨＲＰ、 氯化血红素 （ｈｅｍｉｎ） 进行比较研究， 通过改变反应体系的

ｐＨ 值， 调节 Ｍｂ、 ＨＲＰ 和 ｈｅｍｉｎ 的可电离基团的电离状态， 在荷电改变时， 观察这 ３ 种催化剂催化活

性的变化规律， 以认识血红素的电荷与其催化氧化活性的关系。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 仪器与试剂

辣根过氧化物酶 （Ｔｙｐｅ Ⅱ， １５０ ～ ２５０ Ｕ·ｍｇ － １ ）， 肌红蛋白 （取自马的心脏）， 血红素， 愈创木

酚购自 Ｓｉｇｍａ。 其他试剂均为分析纯。
紫外可见分光光度计 （ Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ， ＤＵ８００， 带电子恒温模块）， ｐＨ 计 （ Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ，

ＦＥ２０ － Ｋ）。
１􀆰 ２　 催化动力学实验

模型反应为：
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， 其产物四邻甲氧基连酚在 ４７０ ｎｍ 处有强吸收，
通过吸光度值测定不同温度下反应初速率。 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的磷酸钠 （ ｐＨ ＝ ７􀆰 ２） 缓冲系统， １􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
的催化剂 （Ｍｂ， ＨＲＰ 或 Ｈｅｍｉｎ）， １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 愈创木酚， 加入终浓度为 ６􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ Ｏ２启动反应，
于一定温度下， 记录 ４７０ ｎｍ 处吸光度值的变化， 测定初速率。
１􀆰 ３　 ＤＦＴ 计算

辣根过氧化物酶和肌红蛋白的血红素辅基结构数据， 采自蛋白质晶体结构： ＨＲＰ （ ＰＤＢ １ＡＴＪ）
和 Ｍｂ （ＰＤＢ １ＭＹＦ）， Ｃ 端添加羟基后对羧基进行局部 ＭＭ ＋ 几何优化。 氯化血红素进行全局 ＭＭ ＋
几何优化。 采用 ＨｙｐｅｒＣｈｅｍ ７􀆰 ０ 软件包中的分子力学 （ＭＭ ＋ ） 进行几何构型优化。 然后， 对所得结

构进行 ＤＦＴ 计算。 所有计算均利用 ＨｙｐｅｒＣｈｅｍ ７􀆰 ０ 软件在 ＰＣ 机上运行。

·９２４·
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２　 结果与讨论
２􀆰 １　 愈创木酚氧化反应活化能

愈创木酚氧化反应的活化能由不同温度的反应初速率 ｒ０求得。 根据反应动力学方程

ｒ ＝ ｋＣａ
ＡＣｂ

Ｂ， （１）
其中： ｒ 为 ｔ 时刻的反应速率； ＣＡ、 ＣＢ 分别为 ｔ 时刻反应物 Ａ 和 Ｂ 的浓度； ａ、 ｂ 分别为反应物 Ａ 和 Ｂ
的级数； ｋ 为该温度下反应速率常数。 对于同一催化剂， 在不同温度下进行反应， 其他条件都相同。

由式 （１） 可见， 反应初速率 ｒ０与反应速率常数 ｋ 成正比， 即 ｌｎ ｋ 与 ｌｎ ｒ０成正比。 再由 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ
公式 ｌｎ ｋ ＝ － Ｅａ ／ （ＲＴ） ＋ Ｂ， 其中： Ｅａ 为活化能； Ｔ 为温度； Ｒ 为气体常数； Ｂ 为常数。 ｌｎ ｒ０对 １ ／ Ｔ 作

图， 由斜率可得反应活化能。 由图 １可见， 相同 ｐＨ 值条件下， 反应活化能 ｈｅｍｉｎ ＞ Ｍｂ ＞ ＨＲＰ， 催化

活性结果与王全林等［１２］研究结果一致。
ｈｅｍｉｎ、 Ｍｂ 和 ＨＲＰ 这 ３ 种催化剂的活性中心相同， 均为铁卟啉， 但催化性能却相去甚远。 为究

其原因， 研究了 ＨＲＰ 和 Ｍｂ 的晶体结构后， 发现血红素辅基的结构存在差异： ＨＲＰ （ＰＤＢ １ＡＴＪ） 是

由单亚基糖蛋白和氨基酸组成的过氧化物酶， 含有 １ 个顺式 （２ 个羧酸根负离子在卟啉环平面同侧）
的血红素辅基 （见图 ２）； Ｍｂ （ＰＤＢ １ＭＹＦ） 也是由一条肽链和一个血红素辅基构成， 不同的是血红

素辅基为反式结构 （２ 个羧酸根负离子在卟啉环平面异侧， 见图 ２）。 因此， 综合实验结果和蛋白质

晶体结构， 可以推断： 顺式血红素具有更高效的催化作用， 反式血红素催化效果较差。 这可能是因为

反式结构中羧酸根负电荷分散在卟啉环平面两侧， 削弱了电场效应， 而顺式血红素羧酸根负电荷集中

在卟啉环平面同侧， 产生强的静电作用， 从而提高其催化活性。
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图 1 愈创木酚氧化反应活化能

Fig.1 Activation energy of guaiacol oxidation

图 2 带负电血红素的前线轨道能量 DFT 计算

Fig.2 Frontier orbital energy of heme in
its negatively鄄charged state by DFT
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对于同一催化剂， 无论是 ｈｅｍｉｎ、 Ｍｂ， 还是 ＨＲＰ， 随着 ｐＨ 值升高， 反应活化能都降低， 因为

ｐＨ 值变化会引起铁卟啉的丙酸侧链的电离发生变化， ｐＨ 值升高， 电离度增大， 铁卟啉所带的负电荷

也增加。 说明铁卟啉所带的负电荷与其催化活性具有相关性。 当然， ｐＨ 值变化对蛋白质分子的构象

也有重要影响， 从而影响其活性。 由于蛋白质表面可电离侧链的存在， 蛋白质的电离状态受溶液 ｐＨ
值控制。 每个蛋白质分子都存在一个 ｐＨ 值使它的表面净电荷为零， 这就是等电点 （ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｉｓｏｅｌｅｃ⁃
ｔｒｉｃ， ＰＩ）。 当 ｐＨ ＞ ＰＩ 时， 该蛋白质带负电荷； 当 ｐＨ ＜ ＰＩ 时， 该蛋白质带正电荷。 试剂信息表明， 辣

根过氧化物酶 （Ｔｙｐｅ Ⅱ） 至少含有 ７ 种同工酶， 其 ＰＩ 范围是 ３􀆰 ０ ～ ９􀆰 ０， 而肌红蛋白 （来自马心脏）
的 ｐＩ 是 ６􀆰 ８ 和 ７􀆰 ２。 可见， 在实验 ｐＨ ＝ ６􀆰 ０ ～ ８􀆰 ０ 范围内， 蛋白质分子的构象变化不是其活性变化的

主要因素， 铁卟啉的丙酸侧链的电离状态的变化有可能是主要控制因素。
２􀆰 ２　 ＤＦＴ 计算

量化计算 （见图 ２） 表明， 铁卟啉的前线轨道能级 ｈｅｍｉｎ ＞ Ｍｂ ＞ ＨＲＰ， 与反应活性也存在负相

关。 王兰芝等［１３］采用量化计算和分子模拟方法， 设计、 合成了 ９ 种不同结构的氯化金属卟啉铁催化
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

剂， 并对其前线轨道能量进行了计算， 将计算结果与其催化氧气液相氧化对硝基甲苯制取对硝基苯甲

酸反应的活性数据相结合， 发现铁卟啉催化剂的催化活性与其分子前线轨道能量有很好的负相关性。
这说明， 根据铁卟啉催化剂结构与活性关系可用来设计催化剂， 从分子层面上设计高活性和高选择性

1.溴化

2.Williamson 法环化

反式
顺式

图 3 血红素修饰以构建过氧化物模拟酶

Fig.3 Hemin modification for mimicking peroxidase

Bromidation

Williamson reation

Trans
Cis

的金属卟啉仿生催化剂。
２􀆰 ３　 过氧化物模拟酶的构建

因为反式结构是血红素的稳定结构， 其中的羧酸

根负电荷分散在卟啉环平面两侧， 削弱了电场效应。
为提高模拟酶的反应活性， 首先要对血红素进行改性，
把反式结构变成顺式结构 （见图 ３）， 使其负电荷集

中， 进而产生强的静电作用， 从而提高其催化活性。
然后， 再设计并合成外围基团为永久负离子的树枝状

分子， 封装顺式血红素来模拟过氧化物酶， 使模拟的

过氧化物酶具有类似于酶分子的非等势电场， 从而开发出类酶性能的树枝状分子催化剂。

３　 结论
顺式血红素具有更高效的催化作用， 反式血红素催化效果较差， 这种差异可能与铁卟啉的前线轨

道能级有关。 对于同一催化剂， 无论是顺式还是反式， 随着 ｐＨ 值升高， 反应活化能都降低， 因为

ｐＨ 值变化会引起铁卟啉的丙酸侧链的电离发生变化， ｐＨ 值升高， 电离度增大， 铁卟啉所带的负电荷

也增加。 说明铁卟啉所带的负电荷与其催化活性具有相关性。
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