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摘要 应用紫外差光谱和荧光光谱研究了除草剂莠去津对过氧化氢酶中酪氨酸微区的影响 通过紫外差光谱发

现 当 1    1之间变化时 差光谱吸收 ∃Α急剧变化 酪氨酸酚羟基的表观离解常数 πΚ侧链  1 莠

去津与过氧化氢酶作用后 可能是由于氢键的作用 紫外差光谱和荧光光谱都有一定的红移现象产生 但其表观

离解常数未发生改变 ≥⁄≥对其荧光性质有较大的影响 过氧化氢酶的荧光能被 碰撞猝灭 研究表明 酪氨酸

残基可能是处于过氧化氢酶的亲水内核 莠去津可能与过氧化氢酶形成氢键 但对酪氨酸微区影响不大 
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  过氧化氢酶∞≤    广泛存在于土

壤和生物体内 它的生物功能是在细胞中能促

进过氧化氢的分解 使其不进一步产生毒性很

大的氢氧自由基 具有保护酶的作用 对动植物

的生长发育和代谢活动具有重要意义≈  土壤

中过氧化氢酶活性还与土壤呼吸作用和土壤微

生物活动息息相关 是表征土壤生物学特性的

重要酶≈ 

溶液构象的研究是从宏观上了解酶的整体

结构和酶在生理状态下催化活性作用时结构状

态的关键 过氧化氢酶的溶液三级结构的一个

重要内容就是其氨基酸残基的微区结构 因为

蛋白质的活性部位往往就在这些微区上≈ 芳

基氨基酸因常在酶的催化功能方面表现较重要

的作用且便于研究 在氨基酸微区的研究中占

有重要地位 紫外差光谱和荧光光谱可以利用

蛋白质中芳香氨基酸的紫外吸收和荧光特性来

推测蛋白质等生物大分子的溶液构象 生物高

分子结构和功能的关系及生色基团所处微观环

境等信息≈ 目前 应用荧光法或荧光探针法对

蛋白质等大分子的研究 已经引起了广泛的重

视≈ ∗  紫外差光谱和荧光光谱对溶液条件变

化有很高的灵敏度 可以很方便地研究过氧化

氢酶构象的变化 研究这种构象变化对于过氧

化氢酶结构与功能的关系具有重要意义≈ 

本文使用紫外差光谱和荧光光谱研究了国
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内外广泛使用的除草剂莠去津≈对过氧化氢酶

中酪氨酸微区的影响 探讨了莠去津对过氧化

氢酶构象影响的可能机理 以便为在农业上正

确使用莠去津提供理论依据 

1  材料与方法

111  仪器和试剂

莠去津由美国 ≤ ≥√公司提供 

纯度为   1 ≅  #过氧化氢酶标

准溶液德国  公司 使用时逐级稀释 

酪氨酸为生化试剂 其他试剂均为分析纯 水为

二次亚沸蒸馏水 ≥2∂ 型酸度计杭州华光

无线电厂 

112  紫外差光谱的测定

所有紫外差光谱在岛津  ∂2°≤ 型紫

外可见分光光度仪上测定 双光束 狭缝宽度

1 石英吸收池光径  测定时实验室

温度为  ε 

将过氧化氢酶分别用水 !1#盐酸

或   配制成浓度为 #  的溶

液 测定时用蒸馏水为参比 

紫外  差光谱测定采用一套不同  值

的 2°缓冲溶液≈ 而其它条件完全

相同的过氧化氢酶溶液#  以

过氧化氢酶水溶液作为参照调节基线到  取

出测量光路中的比色池 倾出溶液洗净吹干 重

新注入不同  值的酶溶液 扫描差光谱≈ 

113  荧光光谱的测定

所有荧光实验均在岛津  ƒ2型荧光分

光光度仪上进行 发射光谱测定时 激发和发射

狭缝宽度为  氙灯光源 测定时实验室温

度为  ε 荧光测定激发波长  激发与

发射光狭缝宽度均为  扫描速度 #

  扫描范围  ∗  

2  结果与讨论

211  过氧化氢酶紫外吸收光谱

过氧化氢酶在各溶液状态下的紫外可见吸

收光谱见图  从图 可见 过氧化氢酶在酸中的

吸收光谱与在蒸馏水中的吸收光谱基本一致 只

是在 ≥带最大吸收值有所降低 在碱中光谱

则发生红移从 移动到 处 相应

的吸收峰强度也明显提高 而 ≥带的吸收峰

不仅强度降低 而且在 左右出现一肩峰 

1   1 ≤1#   1  1# 

图 1  过氧化氢酶的紫外吸收光谱和 Σορετ带吸收光谱

ƒ   ∂ ∏ ≥∏

  酶的紫外吸收性质是由芳香族氨基酸含量

所决定 在约 处的强吸收带是肽骨架本

身的电子位移的跃迁 苯丙氨酸最长的波长吸

收带在  酪氨酸为  色氨酸为

≈ 在酸和水中 对酶的肽骨架几乎没有

什么影响 酶的结构未发生很大改变 所以两者

的紫外吸收图谱大致相似 而在强碱中 酶分子

内极性基团带电情况发生改变 盐键可能被破

坏 使某些基团从分子内部转移到分子表

面≈ 肽骨架上电子的激发能降低 使 Π2Π3 跃

迁更易发生 所以 Κ¬由 向长波长红移

到  吸光系数也明显增加 在碱中 ≥
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带吸收光谱的变化也说明酶的构象发生了一定

的变化 

212  过氧化氢酶的紫外  差光谱

为了研究过氧化氢酶分子中酪氨酸残基所

处的微环境 对过氧化氢酶的紫外  差光谱

进行了测定 随着  值的变大 酪氨酸逐渐离

解 使吸收光谱发生红移 结果发现 在相对较

低 小于 1和相对较高 大于 1的

条件下 过氧化氢酶的紫外差光谱吸收与 

变化的相关性都不明显 而在 1    1

之间变化时 差光谱吸收 ∃Α急剧变化图

 为了更清楚地描述这种变化规律 取 

处的差吸收值对  作图 绘制酪氨酸  差光

谱曲线图  酪氨酸差光谱曲线的中点即为

过氧化氢酶中酪氨酸侧链酚羟基的表观离解常

数 πΚ侧链  1 ∃Α是由酪氨酸离解引起

的 酪氨酸  差光谱曲线反映了过氧化氢酶

在碱中酪氨酸酚羟基的离解状态 在游离状态

图 2  过氧化氢酶的紫外 πΗ差光谱

曲线从下到上  依次为 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1

ƒ   ∂ ∏ 

下 酪氨酸侧链酚羟基表观离解常数 πΚ侧链 

1 这说明过氧化氢酶中的酪氨酸可能是处

于亲水微区 处于亲水微区的酪氨酸残基较易

受   离子的作用而离解 当  大于 1时 

过氧化氢酶中酪氨酸的酚羟基侧链开始离解 

其结构发生变化 反映在差光谱曲线上表现为

差光谱明显增加 而当   1时 如果再提

高   的浓度 酪氨酸酚羟基已完全离解 差

光谱不再增加 造成表观离解常数有所降低的

原因可能为氨基酸残基在形成蛋白质后本身的

变异 

图 3  过氧化氢酶酪氨酸 πΗ差光谱曲线

ƒ   ∏ ∏√

莠去津与过氧化氢酶作用后紫外  差光

谱如图 所示 从图 可以看出 差光谱的红移

现象更为明显 且 ∃Α比原来也有所增加 

但是酪氨酸  差光谱曲线图 却没有很大

的变化 其原因可能是莠去津与酪氨酸残基之

间有氢键产生 从芳环到羧基的电荷转移作用

增强 从而导致紫外吸收光谱向长波方向移动 

莠去津并未改变酪氨酸残基的亲水微环境 所

以酪氨酸侧链表观离解常数 πΚ侧链未发生改

变 

图 4  莠去津2过氧化氢酶的紫外 πΗ差光谱

曲线从下到上  依次为 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1

ƒ   ∂ ∏  2

213  过氧化氢酶的荧光光谱

在荧光光谱中 化合物在 Κ¬和 Κ处的荧

光强度与其浓度和结构等有关 其构型如果发

生变化 在荧光光谱中表现为 Κ¬和 Κ的移动
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和荧光强度的改变≈ 过氧化氢酶的水溶液和

与莠去津作用后的激发光谱及发射光谱如图 

所示 从图 可以看出 ≤ × 与莠去津作用后

激发光谱和发射光谱强度均有所降低 而且 Κ¬

和 Κ分别红移了 和  其原因可能是

由于氢键效应 从芳环到吸电子取代基团羧

基的电荷转移作用增强 从而导致荧光光谱向

长波方向移动≈ 这与紫外光谱得到的推测是

一致的 

图 5  莠去津2酪氨酸 πΗ差光谱曲线

ƒ   ∏ ∏√ 2

 ≤ × 的激发光谱    ≤ × 的发射光谱

 莠去津2≤ × 的激发光谱   莠去津2≤ × 的发射光谱

图 6  过氧化氢酶(ΧΑΤ) !莠去津2过氧化氢酶的激发

和发射光谱

ƒ  ∞¬  ∏∏

 2

214  ≥⁄≥对荧光强度的影响

为研究过氧化氢酶的三 !四级构象变化与

荧光光谱的关系 测定了不同浓度的 ≥⁄≥对荧

光光谱的影响见图  ≥⁄≥能使肽链伸展 氨

基酸外露 一般加入少量 ≥⁄≥能使蛋白质荧光

增强 随着 ≥⁄≥ 浓度增大 它可能破坏了酶分

子的高级结构和酪氨酸的天然环境 也可能阻

断了分子内能量的转移和传递 表现为荧光强

度下降≈  从图 中可以看出 当 ≥⁄≥浓度低

于 1 左右时 随着 ≥⁄≥浓度的增加 由于

肽链伸展 使得荧光强度加强 这说明酪氨酸残

基可能是处于酶的内核结构 

图 7  不同浓度的 Σ∆Σ对过氧化氢酶荧光强度的影响

ƒ  ƒ∏  ≤ × 

√∏ ≥⁄≥

215  荧光猝灭

是酪氨酸的碰撞猝灭剂 通过其猝灭研

究可以推测分子中酪氨酸残基周围的微观环境

的结构 实验结果见图  从图 可看出 对

过氧化氢酶的荧光猝灭基本符合 ≥2∂ 

规律 酪氨酸残基的微区能允许象 这样带有

电荷的大负离子进入 说明微区是亲水环境的 

但是由于猝灭效率并不是很高 说明酪氨基酸

残基并不是处于酶分子表面 而是处于亲水环

境的内核中 这与紫外差光谱和荧光光谱得到

的结论是吻合的 

图 8  ΚΙ对过氧化氢酶的荧光猝灭

ƒ  ƒ∏∏ 
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3  结论

 通过紫外差光谱发现 当 1   

1之间变化时 差光谱吸收 ∃Α急剧变

化 酪氨酸表观离解常数 πΚ侧链  1 过氧化

氢酶中酪氨酸残基可能是处于亲水微区 

 莠去津与过氧化氢酶作用后 可能是

由于氢键的作用 紫外差光谱和荧光光谱都有

一定的红移现象产生 但其表观离解常数未发

生改变 

 ≥⁄≥对 ≤ × 荧光性质有较大的影响 

酪氨酸残基可能是处于酶的内核结构 过氧化

氢酶的荧光能被 碰撞猝灭 

 研究表明 酪氨酸残基可能是处于过

氧化氢酶的亲水内核 莠去津可能与过氧化氢

酶形成氢键 但对酪氨酸微区影响不大 
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