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铜离子配位甲烷氧化菌素功能化纳米

金模拟过氧化物酶的研究
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摘要：合成了纳米金甲烷氧化菌素（Ｍｂ）铜配合物，该配合物可以作为模拟过氧化物酶用于催化过氧化氢氧化对
苯二酚的反应．通过紫外光谱、荧光光谱、红外光谱对纳米金甲烷氧化菌素（Ｍｂ）铜进行了表征．利用紫外可见
分光光度法研究了配合物催化过氧化氢氧化对苯二酚的动力学．考察了体系ｐＨ、体系温度及过氧化氢／催化剂摩
尔比对催化反应速率的影响．结果表明纳米金甲烷氧化菌素（Ｍｂ）铜配合物符合生物催化剂条件影响的一般规
律，但比生物酶具有更高的热稳定性．
关键词：甲烷氧化菌素；纳米金；模拟过氧化物酶
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　　过氧化物酶（ＰＯＤ）可催化过氧化氢氧化有机
化合物．天然ＰＯＤ可用于工业废水处理、医学临床
分析、食品中微量酚的分析和酚类聚合物合成等许

多领域．目前广泛应用的是辣根过氧化物酶，大多
数是从植物中分离提取得到的．天然辣根过氧化物
酶价格昂贵，并且容易失活，由于其分子较大，因

此在酶联免疫分析的过程中，使得抗原和抗体很难

结合，很难被标记．寻找一种模拟酶和催化体系来
代替辣根过氧化物酶，并探寻一种氧供体底物来提

高模拟酶催化反应灵敏度是酶催化反应的研究热

点．近年来，金属配合物已成为化学模拟ＰＯＤ领域
的研究热点．人工合成的 ＰＯＤ模拟物通常以卟
啉［１］、酞菁［２］或 Ｓｃｈｉｆｆ碱配合物［３－４］作为配体，但

由于天然酶复杂的结构性和 ＰＯＤ催化氧化酚类物
质反应机理的复杂性，根据酶活性中心相似结构设

计合成的模拟酶化合物通常存在活性低、专一性

差、配合物溶解性差及污染环境等问题，而 Ｈ２Ｏ２
由于具有价廉、易得、清洁、环保等优点，因此发

展以Ｈ２Ｏ２作氧化剂的过氧化物酶模型物的研究具
有重要的理论价值和广阔的应用前景．

甲烷氧化菌是自然界中以甲烷为唯一碳源和能

源生长的微生物，通常含有活性中心为双核铁的可

溶性甲烷单加氧酶（ｓＭＭＯ）和活性中心含有铜的颗
粒性甲烷单加氧（ｐＭＭＯ）［５］．铜在甲烷氧化菌中扮
演着重要角色，它不仅对甲烷氧化菌表达何种类型

的甲烷单加氧酶（ＭＭＯ）起到调控作用，还参与了
ｐＭＭＯ活性中心和内膜系统的构建［５－６］．甲烷氧化
菌素（Ｍｂ）是甲烷氧化菌向周围环境中释放的一种
铜捕获小肽，结合铜的 Ｍｂ会被甲烷氧化菌重新识
别吸收并将铜富集在细胞内供 ｐＭＭＯ表达需要［７］．
２００４年，Ｋｉｍ等［８］报道了 Ｍｂ的结构数据，分子量
约为１２００的Ｍｂ由７个氨基酸和包含硫酰羟咪唑
生色团的特殊部分组成，通过２个咪唑Ｎ和２个硫
酰Ｓ与铜配位．２００８年，Ｂｅｈｌｉｎｇ等［９］对Ｍｂ结构进
行了修正，将羟咪唑改为唑酮、异丙酯改为甲基丁

酰基．Ｃｈｏｉ等［１０］发现，Ｍｂ结合铜返回细胞后参与
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了ｐＭＭＯ催化甲烷氧化，同时增加了流向 ｐＭＭＯ
中心Ｃｕ（ＩＩ）的电子量，并且具有催化 Ｏ２．为 Ｈ２Ｏ２
的超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、烟酰胺嘌呤二核苷
酸（ＮＡＤＨ）依赖的过氧化氢还原酶活性和氧化酶活
性，表明Ｍｂ在ｐＭＭＯ催化甲烷氧化中起到催化电
子由ＮＡＤＨ等电子供体向 ｐＭＭＯ传递的作用，同
时具有清除氧化反应中产生的氧自由基的细胞保护

作用．
纳米金由于具有大的比表面积、高的表面自由

能及具有吸附浓缩效应，可增强酶在载体表面上的

固定化．特别是以柠檬酸钠还原法制备的金溶胶，
因为吸附过量的柠檬酸根阴离子而带负电荷，所以

可通过静电吸附作用来固定酶分子．而且，Ｇｒａｂａｒ
等［１１－１２］研究发现纳米金与有机物分子中的硫原子

和氮原子可以形成作用力较强的共价键，这也为酶

分子以纳米金为载体用Ｍｂ对其修饰提供了有效的
途径，采用铜离子配位甲烷氧化菌素功能化纳米金

模拟ＰＯＤ可能从非天然酶角度获得新型高效模拟
ＰＯＤ金属配合物结构信息，设计合成出高效的
ＰＯＤ模拟酶．

１实验部分
１．１试剂与仪器

甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１（Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
ＩＭＶ３０１１）由俄罗斯科学院催化研究所提供；ＮＭＳ
培养基参照文献［１３］方法配制；ＤｉａｉｏｎＨＰ２０大
孔树脂购于日本三菱化工公司；甲醇，氯金酸，

柠檬酸钠，硫酸铜，ＮａＨ２ＰＯ４，Ｎａ２ＨＰＯ４等均为分
析纯．

日本岛津 ＵＶ２５５０型紫外可见分光光度计；
日本日立 Ｆ７０００ＦＬ２２０２４０Ｖ型荧光光谱仪；美国
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ１００傅立叶变换红外光谱仪；美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司Ｚ１６Ｋ型高速冷冻离心机．
１．２实验方法
１．２．１Ｍｂ的制备　　参照文献［１３］方法培养甲烷
氧化菌．参照文献［９－１０］方法，将发酵液于４℃下
以９０００ｒ／ｍｉｎ转速离心，取上清液，采用动态吸附
法使用活化的ＤｉａｉｏｎＨＰ２０大孔径树脂（１．１ｃｍ×
８０ｃｍ层析柱）进行吸附，再用６０％甲醇洗脱吸附
的Ｍｂ，得到的Ｍｂ于６０℃旋转蒸发后，经真空冷
冻干燥得白色粉末状Ｍｂ．
１．２．２纳米金ＭｂＣｕ的制备　　参照文献［１４］方
法制备纳米金，取２ｍＬＭｂ溶液，依次向其中加入

适量纳米金和 ＣｕＳＯ４溶液混合均匀，即得到 Ｍｂ、
Ｃｕ２＋修饰的金纳米粒子，用紫外可见吸收光谱监测
金纳米粒子溶液的变化．
１．２．３动力学检测　　在１００ｍＬ容量瓶中依次加
入催化剂纳米金ＭｂＣｕ、过氧化氢和一定浓度的底
物对苯二酚，并用ｐＨ＝７．０的缓冲溶液定容，使溶
液中纳米金ＭｂＣｕ的浓度为３×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，过氧化
氢的初始浓度为５×１０－３ｍｏｌ／Ｌ，对苯二酚的初始浓
度为６×１０－４ｍｏｌ／Ｌ．密闭反应装置，在恒温下搅拌，
每隔一定时间取出反应液，用紫外可见分光光度
计监测反应物对苯二酚在 λ＝２８８ｎｍ处的吸光度
随时间变化的过程．参考文献［１５］方法，将反应按
准一级处理．采用与反应物和产物浓度成正比的吸
光度（Ａ）代替浓度 ｃ，测定吸光度 Ａ的变化来监测
反应进程，由一级反应的速率方程 ｌｎ（Ａｔ－Ａ∞）－
ｌｎ（Ａ０－Ａ∞）＝－Ｋｏｂｓｔ按最小二乘法拟合得到表观速
率常数Ｋｏｂｓ．

２结果与讨论
２．１催化过氧化氢氧化对苯二酚的ＵＶ光谱分析

采用ＵＶ光谱对纳米金ＭｂＣｕ催化过氧化氢
氧化对苯二酚的反应进行分析，结果如图１所示，

图１ＡｕＭｂＣｕ催化过氧化氢氧化对苯二酚的ＵＶ光谱分析
Ｆｉｇ．１ＵＶＶｉｓｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙｏｆｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄａｔｉｏｎ

ｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙＡｕＭｂＣｕ

随反应时间的增加，对苯二酚在２８８ｎｍ处的特征
峰的吸光度逐渐下降，而在２４６ｎｍ处产生新的吸
收峰，并且其吸光度随时间的增加而增加，据文献

报道［１］，新物质为二氧化醌．因此，可利用２８８ｎｍ
的吸光度变化来研究纳米金ＭｂＣｕ催化过氧化氢
氧化对苯二酚的动力学．
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２．２甲烷氧化菌素（Ｍｂ）结合纳米金前后的光谱分析
如图２所示，紫外可见光谱表明，向 Ｍｂ中加

入纳米金后，随着纳米金含量的增加，３９４、３４０和
２８２ｎｍ处的吸光度值逐渐下降，直至稳定；再向组

图２Ｍｂ结合纳米金的紫外光谱分析
Ｆｉｇ．２ＵＶＳｐｅｃｔｒａｏｆＭｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

装体系中加入铜后，随着铜含量的不断增加，３９４、
３４０ｎｍ处的吸光度值继续下降，而２８２ｎｍ处的吸
光度值逐渐上升，最后分别趋于稳定，说明 Ｍｂ已
经与纳米金和Ｃｕ进行组装．
　　Ｍｂ是一种具有荧光活性的小分子肽，据文献
报道［１６］，Ｍｂ分子在２８２ｎｍ激发波长下在３１０ｎｍ
处有特征发射峰；在３４０ｎｍ激发波长下在４５０ｎｍ
附近有特征发射峰；在３９４ｎｍ激发波长下在４６１、
６１０和６７５ｎｍ处有特征发射峰．如图３所示，添加
Ａｕ（０）后，Ｍｂ在 λｅｘ／λｅｍ＝２８２／３１０ｎｍ处发射峰
明显下降，在 λｅｘ／λｅｍ＝３４０／４４０ｎｍ处发射峰几乎
被淬灭，在 λｅｘ／λｅｍ＝３９４／６１０ｎｍ处发射峰也明显
下降，表明Ｍｂ与Ａｕ（０）结合．

图３Ｍｂ结合纳米金的荧光光谱分析
Ｆｉｇ．３ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＭｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

　　Ｍｂ修饰金纳米粒子和 Ｍｂ的红外光谱检测如

图４所示，结果如下：对比Ｍｂ与偶联产物的红外

图４　Ｍｂ结合纳米金的红外光谱分析
Ｆｉｇ．４ＩｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｏｆＭｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

光谱，Ｍｂ的谱图中可见３４３０ｃｍ－１处为 Ｏ—Ｈ的
伸缩振动．１６７６ｃｍ－１为酰胺Ⅰ带．５３９ｃｍ－１处
为—Ｓ—Ｓ—的伸缩振动．１０２２ｃｍ－１处为 Ｃ—Ｓ键
的伸缩振动吸收峰，加入纳米金后，５３９ｃｍ－１处
的—Ｓ—Ｓ—的伸缩振动明显减弱，酰胺Ⅰ带１６７６
ｃｍ－１峰也明显减弱．表明Ｍｂ是通过二硫键与金纳
米粒子偶联，形成了硫与金的配位键．
２．３动力学模型的建立

ＡｕＭｂＣｕ中的结构类似于卟啉环的作用．添
加Ｈ２Ｏ２会引起水溶液中 ＡｕＭｂＣｕ的 ＵＶ光谱发
生变化，这种变化可能是由于配合物的金属离子与

Ｈ２Ｏ２分子结合形成超共轭体系所致，表明有新物
种ＡｕＭｂＣｕ产生．因此可认为此反应体系是一种
类似酶催化的反应体系．首先，ＡｕＭｂＣｕ在氧化
剂 Ｈ２Ｏ２作用下，变成高氧化态的活性中间体
ＡｕＭｂＣｕ，该中间体与底物Ｓ可逆结合形成四元
中间复合物ＡｕＭｂＣｕＳ，并快速达到预平衡；然
后，四元中间复合物分解生成产物 Ｐ，ＡｕＭｂＣｕ

被还原为初始态 ＡｕＭｂＣｕ，这一步为催化反
应的决速步骤．在此过程中，由于中间体复合
物ＡｕＭｂＣｕ的形成，使 Ｈ２Ｏ２氧化对苯二酚的反
应转化为分子内的电子转移反应，从而降低了反应

的活化能，提高了反应速率．在 Ｈ２Ｏ２的存在下，
ＡｕＭｂＣｕ又继续生成活性的 ＡｕＭｂＣｕ催化反
应．该动力学主要的特征是具有氧化性的活性催化
剂与底物首先通过可逆反应形成中间体复合物

ＡｕＭｂＣｕＳ，该中间体再通过决速步骤形成产
物，同时催化剂被还原成ＡｕＭｂＣｕ．底物Ｓ在水溶
液中自发反应生成产物 Ｐ．反应过程可用式（１）来
表示：
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式中，Ｋｓ为四元复合物的结合常数，Ｋｎ为决速步
骤中由四元复合物生成产物的一级速率常数，Ｋ０′
为底物在水溶液中自发反应的一级速率常数．根据
文献［１５］，反应的速率方程为：
Ｋｏｂｓ［Ｓ］ｔ＝Ｋｎ［ＡｕＭｂＣｕＳ］＋Ｋ０′［Ｓ］ （３）
Ｋｓ＝［ＡｕＭｂＣｕＳ］／［ＡｕＭｂＣｕ］［Ｓ］ （４）
根据物料平衡可得：

［Ｓ］ｔ＝［Ｓ］＋［ＡｕＭｂＣｕＳ］ （５）
［ＡｕＭｂＣｕ］＝［ＡｕＭｂＣｕ］ｔ［ＡｕＭｂＣｕＳ］（６）
［ＡｕＭｂＣｕ］ｔ＝［ＡｕＭｂＣｕ］ｔ （７）
　　式中，Ｋｏｂｓ为反应的表观一级速率常数，［Ｓ］ｔ
和［ＡｕＭｂＣｕ］ｔ分别为底物和 ＡｕＭｂＣｕ的总浓
度．联立（３）－（７），可得：
１／（ＫｏｂｓＫ０′）＝１／（ＫｎＫ０′）＋１／（ＫｎＫ０′）Ｋｓ［Ｓ］ｔ（８）
　　当Ｋｏｂｓ和Ｋｎ远远大于Ｋ０′时，式（８）可以简化
为：

１／Ｋｏｂｓ＝１／Ｋｎ＋１／ＫｎＫｓ［Ｓ］ｔ （９）
以１／Ｋｏｂｓ对１／［Ｓ］ｔ作图，可得一条直线，由直

线的斜率和截距即可分别求出Ｋｓ和Ｋｎ．
２．４ｐＨ对反应速率的影响

图５表明不同 ｐＨ值对 ＡｕＭｂＣｕ催化活性的
影响．由此可以看出，在ｐＨ＝６～８范围内，Ｋｏｂｓ随
ｐＨ增加先上升，在ｐＨ＝７时达到最大值，然后开

图５ｐＨ对催化反应速率的影响
Ｆｉｇ．５ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｃａｔａｌｙｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

始逐渐下降．这一结果类似于 ｐＨ对天然过氧化物

酶活性的影响．因此，ＡｕＭｂＣｕ模拟酶催化反应
体系的最适ｐＨ在７．０左右．
　　在表示机理的式（１）中，ＡｕＭｂＣｕ →Ｓ Ａｕ
ＭｂＣｕ＋Ｐ这步可能包含两个中间反应：ＡｕＭｂ
Ｃｕ →Ｓ ＡｕＭｂＣｕＳ－＋Ｈ＋（中间体复合物ＡｕＭｂ
ＣｕＳ的酸式电离）和 ＡｕＭｂＣｕＳ＋ＯＨ →－ Ａｕ
ＭｂＣｕＯＨ－＋Ｓ（中间体复合物 ＡｕＭｂＣｕＳ中的
对苯二酚被ＯＨ－取代），ＡｕＭｂＣｕＳ－进一步反应
形成产物Ｐ．在此过程中，反应体系中Ｈ＋和ＯＨ－浓
度过大都不利于 ＡｕＭｂＣｕＳ－的形成，因此反应
产物也难于形成．
２．５温度对反应速率的影响

天然酶的催化活性受反应温度的影响，不同结

构的酶的最适温度不同．图６表示ＡｕＭｂＣｕ催化

图６温度对催化反应速率的影响
Ｆｉｇ．６Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｃａｔａｌｙｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

过氧化氢氧化对苯二酚的表观一级速率常数随温度

的变化情况．温度对催化反应的影响符合生物催化
剂的一般规律．在２５～７０℃范围内，催化反应的
Ｋｏｂｓ随着反应体系温度的升高而升高，在７０℃达
到最大值，在此之后，催化反应的 Ｋｏｂｓ随着反应体
系温度的升高而降低．这是由于在达到催化反应的
最适温度前，升高温度可加速活性配合物和中间复

合物形成，从而提高反应速率，但温度过高则活性

配合物和中间复合物的结构可能发生变化，因而降

低催化速率．该反应体系的最适催化温度大约为７０
℃．文献报道天然过氧化物酶在水溶液中的最适温
度一般为３０～４０℃左右，这表明ＡｕＭｂＣｕ比天然
酶更稳定，在较高温度下活性配合物仍能保持较高

的催化活性，不会失活和变性．
２．６过氧化氢／催化剂摩尔比对反应速率的影响
　　图７反映了过氧化氢／催化剂摩尔比对表观一
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图７过氧化氢／催化剂摩尔比对催化反应速率的影响
Ｆｉｇ．７Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ／ｃａｔａｌｙｓｔｒａｔｉｏｏｎ

ｃａｔａｌｙｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

级速率常数Ｋｏｂｓ的影响．从图中可以看出，当过氧
化氢／催化剂摩尔比从低于３０时，随着过氧化氢／
催化剂摩尔比的量增加，催化反应的表观一级速率

常数Ｋｏｂｓ大幅度增加，到 ３０左右时，Ｋｏｂｓ达到最
大．当摩尔比大于 ３０后，Ｋｏｂｓ基本不再随过氧化
氢／催化剂摩尔比的增加而变化．这在一定程度上
表明了ＡｕＭｂＣｕ催化过氧化氢氧化对苯二酚是按
照前述的四元复合物模型：即 ＡｕＭｂＣｕ在氧化剂
过氧化氢作用下变成高氧化态活性中间体 ＡｕＭｂ
Ｃｕ为快速步骤，但过氧化氢浓度过高可能阻碍中
间体复合物的产生，因此过氧化氢可能起抑制剂的

作用［１７］．

３结论
我们以甲烷氧化菌素参与甲烷单加氧酶催化反

应中电子传递过程为依据，通过 ＡｕＭｂＣｕ催化过
氧化氢氧化对苯二酚的反应，表明其具有良好的过

氧化物酶活性．纳米金甲烷氧化菌素（Ｍｂ）铜配合
物催化氧化对苯二酚符合酶催化的动力学规律．反
应体系温度、ｐＨ值、过氧化氢／催化剂摩尔比对配
合物催化活性的影响符合生物催化剂条件影响的一

般规律．
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