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摘要　以 5, 6-二溴 -2, 3-二氰基氢醌 ( DDBQ H2 )为底物 , 在 pH值 4. 4和 30± 0. 2℃条件下 , 用分光光度法考察

了 Ag+ 离子对漆树漆酶催化活性的影响。结果表明 , Ag+ 离子对 DDBQH2的漆酶催化氧化反应有明显的抑制作

用 , 这种作用具有罕见的反竞争性特征 , 抑制剂常数 Ki = ( 2. 1± 0. 5) × 10- 5mol dm- 3。
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Abstract　 Kinetic experiments were designed to examine the ef fects of Ag+ io n on the oxida-
tion of DDBQH2 ( 5, 6-dibromo-2, 3-dicyanohydroquinone) ca taly zed by Rhus vernici f era lac-

case. The resul t was tha t Ag
+
io n could uncompeti tiv ely inhibi t the catalytic activi ty of laccase

at pH4. 4 and 30± 0. 2℃ , the inhibition constant Ki = ( 2. 1± 0. 5) × 10
- 5
mol dm

- 3
.
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　　漆树漆酶 ( Rhus vernici f era laccase, E. C.

1. 10. 3. 2)是含 4个紧密结合 Cu (Ⅱ )的多铜氧化酶 ,

它催化氧分子对二酚类底物 (一级离解种 )的氧化反

应 ,最终生成水和醌类物质 [1, 2 ]。由于大多数二酚类底

物的一级离解都发生在 pH值大于 8. 0的环境中 , 而

在此环境中 ,大多数金属离子都会发生水解 ,因此很

少见到有关金属离子对漆酶催化活性影响的报道。在

研究漆酶催化反应的过程中 , 王光辉等 [3, 4 ]发现 5, 6-

二溴-2, 3-二氰基氢醌 ( DDBQH2 ) 底物的一级离解

(λmax= 389 nm)发生在 pH值 4. 0左右 ,并能很方便地

用吸收光谱追踪它的漆酶催化氧化反应。这个发现 ,

为在酸性环境中考察金属离子对漆酶催化活性的影

响创造了良好条件
[4 ]
。本文以 DDBQH2为底物 , 用分

光光度法考察了 Ag
+
离子对漆酶催化氧化反应的影

响 , 并就作用特征和作用方式进行了探讨。

1　实验

漆酶的分离纯化和底物的合成按文献 [3 ]进行。

AgNO3 , HO Ac和 NaO Ac均为分析纯试剂。底物溶

液用无水乙醇配制 , 其余溶液均用去离子水配

制。 AgNO3溶液的浓度用 NH4 SCN滴定 , 用前新鲜

配制。

实验在 0. 1 mol dm
- 3
HOAc-NaO Ac缓冲液

( pH值 4. 4) 中和 30± 0. 2℃条件下进行。取一定体积

的缓冲液于 1 cm比色皿中 , 加入一定量的底物和

Ag
+
离子溶液 , 预热达热平衡后 , 加入一定量的漆酶

液 (此时比色皿中的溶液总体积为 3. 00± 0. 02 mL)

启动反应。定时追踪反应开始后 3 min内底物特征吸

收处 ( 389 nm )吸光度值随时间的变化 ,求出反应初

速度 v0。

实验用的光谱仪为岛津 UV-240型。

2　结果与讨论

2. 1　Ag
+ 离子对漆酶催化活性的影响

由于 Ag
+
离子具有一定的氧化性 , 首先在实验

条件下观察了 AgNO3对 DDBQH2的氧化情况。发现

在 [DDBQH2 ]为 1. 1× 10
- 3
mol dm

- 3
时 , 当 [Ag

+
]>

2. 27× 10- 4 mo l dm
- 3时 , 开始对 DDBQH2表现出可

以观察到的氧化作用。因此在本文的实验中 , 严格控

制 [DDBQH2 ] [ Ag
+ ]> 5 1。

图 1( a )为未加 Ag+离子时 DDBQH2的漆酶催化氧

化反应的吸收光谱变化 , 389 nm处为底物特征吸收
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峰 ,它随反应的进行而逐渐下降 ; 450 nm～ 600 nm范

围出现的新峰为酶反应的产物半醌自由基阴离子的

特征吸收 , 它在一段时间内随反应的进行而迅速上

升。图 1 ( b)为 Ag+ 离子存在时 DDBQH2的漆酶催化

氧化反应 , 与图 1 ( a) 相比 , 本图中底物特征吸收峰

的下降速度显著变慢 , 450 nm～ 600 nm范围半醌自

由基阴离子的形成和积累急剧减少 , 表明 Ag
+
离子

对酶促反应有明显的抑制作用。

　　图 1　 Ag+ 离子存在时 , DDBQ H2的漆酶催化氧化反应的
吸收光谱变化 ( p H值 4. 4)

　　 Fig. 1　 Abso rption spectr a of oxidation of DDBQH2 ca t-

alyzed by laccase in the presence o f Ag+ io n ( p H4. 4)
( a) 未加 Ag+ Withou t Ag+ ; ( b) Ag+存在时 With Ag+ .

2. 2　抑制特征和抑制剂常数 Ki

　　漆酶的催化活性随 Ag
+ 离子浓度的增加而降

低 ,如图 2所示。图中纵坐标上的相对酶活性 ( Relativ e

activi ty )是指在不同 Ag
+ 离子浓度时 , DDBQH2

图 2　 [ Ag+ ]对漆酶催化活性的影响

Fig. 2　 Effects o f [ Ag+ ] o n the ca talytic activ ity o f laccase

[ DDBQH2 ]: 1. 1× 10
- 3mo l dm- 3

的漆酶催化氧化反应的初速度 ( v0 ) 与实验条件下

DDBQH2的漆酶催化氧化反应的最大速度 ( Vmax )的

比值。经测定 ,在实验条件下 , DDBQH2的漆酶催化氧

化反应的 Km = 6. 23× 10- 4 mol dm- 3 , Vmax = 2. 65

× 10- 5 mo l dm- 3 min- 1。

图 3是在 3个固定的 Ag
+
离子浓度下酶促反应的

Linew eaver-Burk ( L-B) 双倒数图。结果显示 , 随着

Ag
+ 离子浓度的增大而给出了相互平行的一组直线 ,

说明 Ag+ 离子对 DDBQH2的漆酶催化氧化反应的抑

制作用属于十分罕见的反竞争型。抑制剂常数 K i可

用二次作图法求解。由 L-B图得到 (V′max )
- 1
或

( K′m )
- 1
对 [ Ag

+
]作图为线性 , [ Ag

+
]轴上的截距

即为 - Ki。在本文条件下 ,求得 K i = ( 2. 1± 0. 5)×

10- 5mo l dm- 3。

　　 图 3　不同 [ Ag+ ]时酶促反应的 L-B图

　　 Fig. 3　 The Linew eave r-Burk plo t o f laccase enzymatic

ox idation of DDBQH2 inhibited by Ag+ ion

[ Ag+ ]: ● 0μmo l dm- 3 , ▲ 3. 77μmo l dm- 3 , ■ 18. 72μmol

 dm- 3 , ○ 26. 12μmo l dm- 3

2. 3　 Ag
+
离子抑制的动力学模型及可能的作用方式

　　 Ag
+ 离子的反竞争性抑制特征表明 ,在酶促反应

中 Ag
+ 离子不能与自由酶 ( E)结合 , 而只能与酶-底

物 ( ES) 复合物结合。其动力学模型是:

E+ S→ ES→ E+ P
　　　　 + I - I ( 1)

　　　　　 ESI

上式中 S表示底物 , P表示酶反应产物 , I表示抑制

剂。由于 I不能与 E结合 , 故不妨碍 E+ S→ ES, 但 I

与 ES结合生成的 ESI却是一种 “死端” 复合物 , 不

能产生产物
[ 5]
。

Ag
+
离子不会通过影响底物的离解状态来实现

其抑制作用。在实验条件下 , 3 mL 缓冲液中 ,

DDBQH2的浓度为 1. 1× 10
- 3
mol dm

- 3时 ,当 Ag
+离

子的浓度从 0逐渐增加到 2. 0× 10- 4mol dm
- 3时 , 发

现 DDBQH2仍保持在一级离解状态 , 且强度几乎没

有发生变化。

(下转第 114页 Continue on page 114)
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70. 6)则比 V糖上的 2位和 4位碳 ( C-2′: δC 75. 3; C-

4′: δC72. 2)处于高场 , 表明Ⅵ 中咖啡酰基连在糖 3位

碳的氧上 [8 ]。1 HNM R数据显示Ⅵ 糖的 3位碳上氢的

信号明显处于低场 ( 3′-H: δH 5. 01) ,也支持了以上推

论。故Ⅵ 的化学结构鉴定为 3′-O -咖啡酰当药甙。
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　　因此可以推断 , Ag+离子对漆酶的抑制作用可能

是由于结合底物后 , 漆酶的构象发生了变化 ,显露出

抑制剂的结合部位 [5 ]。部位中可能含有氮或硫等配位

原子 , 对 Ag+离子有较强的吸引力 [6 ] , 因而表现为

ESI复合物的解离常数较小。至于具体的结合情况 ,

尚有待于进一步的研究。

已有许多文献报道阴离子可以竞争性地抑制漆

酶的催化活性 [2, 7, 8 ] , 我们也曾报道稀土金属离子对

漆酶的催化活性表现出强烈的竞争性抑制作用
[4 ]
。本

文首次报道了 Ag
+ 离子对漆酶的催化活性表现出反

竞争性抑制的特点 ,这对于深入理解漆酶催化氧化反

应的机理是很有意义的。银的杀菌能力是众所周知

的 ,但它也属于对生物体具有潜在危害性的重金属元

素之一 [9 ] ,因此本文的研究结果也可以为进一步从分

子水平上阐明银的毒理提供一些新的信息。
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