
第 31 卷第 1 期
2010 年 1 月

华南农业大学学报 VoI. 31 , No.1 
Jan. 2010 Joumal of South China Agricultural University 

三元甘氨酷 -L- 绷氨酸-铜( II ) -多毗睫配合物
SOD 活性及电化学性质

丁 杨，任祥祥，沈淑仪，王彩霞，刘英菊，乐学义
(华南农业大学理学院，广东广州 510642)

摘要:应用改进的氯化硝基四氮略蓝(NBT) 光照还原法研究了甘氨酸 -L- 绩氨酸-铜( II ) -多毗院型配合物:

[Cu(Gly-L-Val) (Phen) ] . 3H2 0 (1)、 [Cu( Gly-L-Val) (Tatp) ] • 2H2 0 (2) 、 [Cu( Gly-L-Val) (Dppz) ] . 2H2 0 (3) 

[其中 :Gly-L-Val =甘氨酸-L-缴氨酸;Phen = 1 ， 10-邻菲咯琳; Tatp = 1 人8 ，9- 四氮三联苯;Dppz =二毗皖并(3 ， 2-a:2' ，

3' -c) 吩嚓]在水溶液中催化超氧阴离子自由基(02- • )歧化分解活性，并用循环伏安法研究了配合物的电化学性质.结果

表明:3 种配合物均具有良好的 SOD 活性，表观催化速率常数分别为I.æ x 107 、0.96 X 107和 O. 79 X 107 L • mol -1 • S -1 . 
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SOD-Like Activities and Electrochemical Properties of 

Gly-L-Val -Copper( II ) - Polypyridyl Complexes 

DING Yang , REN Xiang-xiang , SHEN Shu-yi , W ANG Cai叹ia ， LIU Ying-ju , LE Xue-yi 

(College of Sciences , South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: The SOD-like activities of complexes: [ Cu ( Gly-L-Val) (Phen) ] • 3Hz 0 (1) , [ Cu (Gly- L­

Val) (Tatp) ] • 2Hz 0 (2) , [ Cu ( Gly-L-Val) ( Dppz) ] • 2Hz 0 (3) [Gly-L-Val = Glycyl-L-valine; Phen 

= 1 , lO-phenanthroline; Tatp = 1 ,4 ,8 ,9-tetranitrogen; Dppz = dipyrido [ 3 ,2-a: 2' ,3' -c ] phenazineJ were 

investigated in water solution by improved nitroblue tetrazolium ( NBT) -illumination method. The electro町'

chemical properties of the complexes were studied by cyclic voltammetry method. The results indicated that 

the complexes possess excellent SOD-like activities ,and the rate constants (KQ) of complexes 1 ,2 and 3 for 

catalyzing the dismutation of Oz-' are 1. 03 x 107 ,0. 96 x 107 ,and O. 79 x 107 L • mol -1 • S - 1 , respectively. 
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超氧化物11'化酶(SOD)是一类广泛存在于生物

体内的重要金属酶，按其活性中心不同，可分为 Cu­

Zn-SOD 、 Fe-SOD 、 Mn-SOD 和 Ni-SOD 等，其中 Cu闰Zn­

SOD 是存在最为普遍和最重要的一类[1.Z J • SOD 能够

催化超氧阴离子自由基发生歧化反应，从而清除生

物体内过量的超氧阴离子自由基，平衡机体内的活

性氧，不仅具有抗癌、抗炎、抗衰老及治疗自身免疫

性疾病和心肌缺血与缺血再灌注综合征等疾病，同

时也能提高植物的抗旱捞、抗盐碱、抗寒和抗病虫害

能力[3] ，在医学、食品、化妆品、农业等领域有着广泛
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的应用前景.然而，天然 SOD 存在着相对分子质量

大、不易透过细胞膜、稳定性低、难以提纯和价格昂

贵等不足，使其应用受到极大限制.因此，研究既能

避免天然 SOD 不足，又具有 SOD 催化活性的物

质一-SOD 模型化合物成了生物无机化学界的热门

研究课题[47]. 依据多毗院铜配合物具有一定的 SOD

活性 ， L - α- 氨基酸是重要的生物配体，近年来华南

农业大学生物无机化学研究室研究了系列 L-α- 氨

基酸-铜( II) -多毗睫型 SOD 模型化合物，并发现

这些化合物具有良好的 SOD 活性和生物活性[ML
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为了深入这方面的研究，最近把研究的重心转移到

另一重要生物配体小肤方面，而开展二肤-铜

( n) -多毗院型 SOD 模拟物研究.本文通过改进的

氯化硝基四氮瞠蓝(NBT) 光照还原法研究了 3 个甘

氨眈 -L- 蝴氨酸-铜( n) -多毗睫配合物催化超
氧阴离子自由基( O2- • )歧化分解的作用，同时应用

循环伏安法研究了这些配合物的电化学性质.旨在

为设计、合成新型 SOD 模拟物，开发具有应用前景的

植物抗逆生长剂提供科学依据

1 材料与方法

1. 1 试剂与仪器

天然 SOD 酶(32000 ，比活力 :6000 U /mg ，纯度:

989毛，广东大洋生化技术研究所) ，核黄素( V B2 ) (上

海伯奥生物科技有限公司)、四甲基乙二胶(上海前

进化学试剂厂)和氯化硝基四氮哇蓝(NBT) (国药集

团化学试剂有限公司)均为生化试剂，其他试剂均为

市售分析纯;整个试验过程均使用二次石英蒸馆水-

3 个甘氨酷 -L- 嫩氨酸-铜( n) -多毗院配合物
[Cu( Gly-L-Val) (Phen)] • 3H2 0 (1)、[ Cu ( Gly-L­

Val)(Tatp)] • 2H20 (2) 、 [Cu(Gly-L-Val) (Dppz)] • 

2H2 0 (3) [其中: Gly-L-Val =甘氨酷 -L- 撤氨酸;

Phen = 1 ， 10-邻菲咯琳;Tatp = 1 ， 4 ， 8 ， 9-四氮三联苯;

Dppz =二毗院并[334:2' ， 3'-c] 吩嗦]由华南农业

大学生物无机化学研究室制备与表征 [M].

SOD 活性测定所用仪器:721 型分光光度计(上

海精密科学仪器有限公司) ， 501 型超级恒温器(上

海市实验仪器厂) , TES-1332A 型照度计(台湾泰仕

电子工业股份有限公司) ,26 W 节能冷光灯(江苏三

雄极光照明公司) , SVC-500 V A 高精密全自动交流

稳压器(香港利泰集团深圳市利泰电子有限公司) . 

配合物电化学性质研究在 CHI660C 电化学工作站

(上海辰华仪器有限公司)上进行.

1. 2 SOD 活性测定

采用改进的 NBT 光照还原法测定配合物的 SOD

活性[町.用磷酸缓冲液(pH7. 8) 配制含 6.80 x 10-6 

moVL 核黄素、1. 0 X 10-4 moνL 四甲基乙二胶、9.32 x 

10 -5 moVL NBT 及系列浓度 (0. 1 - O. 8μmoVL) 配

合物或天然 SOD 的泪合溶液.室温下用恒定光强

[(505∞士 5∞) lx] 的冷光灯照射，固定波长 5ωnm ，

用分光光度计测定混合搭液在不同光照时间的光密

度.每种混合溶液至少平行测定 3 次，取平均值.

1. 3 电化学性质测定

室温和氮气保护下，用 0.1 moνL KCl 作为支持

电解质，金电极作为工作电极，铅电极作为对电极，

银/氯化银电极作为参比电极，控制扫描速度为 200

mV/s，使用电化学工作站测定 4 X 10-5 moVL 配合

物水溶液的循环伏安图.

2 结果与分析

2.1 配合物 SOD 活性

光照射下，四甲基乙二胶与 VB2作用产生超氧阴

离子自由基( O2-' ) ，而 O2- .使 NBT 还原为蓝紫色的

化合物甲替( Formazane) ，即:

V B
2 

+ ( CH3 ) 2 N ( CH2 CH2 ) N ( CH3 ) 2 主主O2-' , 

速率常数
NBT + O2-' 一一→→甲替

甲智在 560 nm 处具有最大光密度，且光密度与

其浓度成正比，因此由试验测得不同时间光密度

(D5fIJ nm) 对光照时间 (t) 作图可得一直线(配合物 1

的 Dm m-t 图如图 1 所示，另 2 个配合物类似) ，直

线斜率(k) 的大小反映了甲替产生的速度.然而，当

向上述反应体系中加人天然 SOD 或配合物时，这些

化合物能催化 O2- .歧化分解为 H202 和 O2 ，即:
而;Jþ.地知百e c;;:，(、E、

20
2
-' +2H+ H~ 口问!:!-.Jt.t 0.,) V .u 、 H2 02 + O

2
, 

从而降低了 O2- .还原 NBT 成甲智的速度.图 1 表

明，随着反应体系中加人的配合物浓度增加(由直线

α~ρ ，直线的斜率逐渐变小， O2-' 还原 NBT 为化合

物甲智的速度降低，表明配合物催化 O2- .歧化分解
速度随着浓度的增加而增加.
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图 1 配合物 1 在不同浓度溶液的光密度随时间的变化曲线

Fig. 1 Absorbency of various concentrations of complex 1 in so-
lution 

由 :η= (1 -k'/k) x 100% 可求出配合物或 SOD

对 O2- .的抑制率(η).其中 k'为加入配合物或 SOD

后 D5fIJ nm对 t 所作直线(图 l 中 b -f) 的斜率，而 k 为

空白反应液直线(图 1 中 α) 的斜率，即 I:::. D560 nm/ I:::. t. 

以配合物浓度 C 为 Z 轴，抑制率为 y 轴作图可获得一

曲线(配合物 1 对 O2- .的抑制率随浓度变化曲线如
图 2 所示，另 2 个配合物类似) ，由此曲线可求得抑

制率为 50% 时所需配合物的浓度，即为一个活性单

位值(IC50 )(表 1 ) .另外，据F式可求出配合物对 O2-
.的表观催化速率常数 KQ :
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KQ = KN • CNBT ' (k/ k' -1)/cQ , 

其中 ， KN 为 6.O × 104L ·mol-1·iUCNBT和 CQ 分别

为 NBT 和配合物(或 SOD) 的浓度，计算结果见表1.
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图 2 抑制率(η) 随配合物 1 的浓度(c)变化曲线

Fig. 2 Relationship between the inhibition rate and concentra­

tion of complex 1 

表 1 配合物及天然 Cu-Zn-SOD 的 ICso和 KQ 值
Tab. 1 ICso and KQ values of the complexes and native Cu­

Zn-SOD 

IC~l KQ/ 

(ω1101 • L -1 
) (x 107 L • mol -1 • S ~) 

化合物

天然 Cu-Zn-50D 0.015 38.20 

配合物 1 0.544 1.03 

配合物 2 0.585 0.96 

配合物 3 0.712 0.79 

Lmα-氨基酸-铜( II )-多毗睫
1) 0.225 -0.854 0.57 -3.27 

1) L-α-氨基酸-铜( 11 )-多吭吭的数据源于文献[8-13 ] 

天然 Cu-Zn-SOD 酶的 ICso实验值与文献[16J 报

道十分接近，表明本实验方法可靠.研究表明，天然

Cu-Zn-SOD 酶的活性中心 Cu ( II )具有变形四方锥
配位结构[1] ，在催化 0;. 歧化分解过程中， Cu ( II ) 
变形四方锥结构与 Cu( 1 )变形四面体结构容易相
互转化，氧化还原循环容易进行，从而能较快地催化

歧化 O2-' .本文研究的 3 种配合物在水溶液中均具

有类似于天然 Cu-Zn-SOD 酶活性中心的 Cu ( II )变
形四方锥配位结构(图 3 ) ，容易与 O2

- .作用转化成

Cu( 1 )的变形四面体配位结构，因此这些配合物与
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图 3 配合物分子的配位结构

Fig. 3 The molecular structure of the complexes 

L- α- 氨基酸-铜( II) -多毗睫型配合物类
似[843] ，均具有较高的 SOD 活性.

所研究配合物 SOD 活性较 L- α- 氨基酸-铜

( II ) -多口比睫型配合物[8-13] 稍小，推测可能主要归
因于 2 个方面:一方面 ，L - α- 氨基酸-铜( II ) -多
毗睫型配合物在溶液中功能性结构为带有一正电荷

的配离子[ Cu ( L-α-amino acid) (polypyridyl) 

(H2 0) J + ，而甘氨酷 -L- 蝴氨酸-铜( II ) -多毗
院型配合物为中性分子[ Cu ( dipeptide) (polypyri­

dyl) J ，因此前者更有利于带负电荷的。二·接近;另

一方面，相对于配位 H20 ，甘氨酷 -L- 绷氨酸为多

齿整合配体，结合能力较强，因而配合物相对较难由

四方锥配位结构转化为变形四面体结构.另外，所研

究的 3 个配合物 SOD 活性彼此之间也有所差别.由

于配合物分子中中心金属铜( II )离子、二肤配体及
测定条件均相同，因此推测影响其 SOD 活性的主要

因素是多毗院配体的结构. Phen 、 Tatp 和 Dppz 均为

疏水性配体，且其疏水性作用随着芳环增大而增加，

即: Phen < Tatp < Dppz. 疏水性作用不利于带有负电
荷的 O2- .接近中心铜离子，故推测配合物催化 O2

- • 

歧化分解的活性随着多口比院配体芳环增大而减小，

即 3 个配合物催化歧化活性大小次序为:配合物 1 > 

配合物 2>配合物 3 ，与上述实验测定结果一致.

2.2 配合物电化学性质

为了进→步深入研究配合物的 SOD 活性，本文

应用循环伏安法研究了配合物的电化学性质.获得

配合物的氧化峰电位(Epa ) 、还原峰电位(EpJ 、氧化
还原电位(El/2 ) 和峰电位差( l':. Ep ) 均列于表 2 中.

表 2 配合物的 E严、Epc ，E1/2和 /':， E p 数据
Tab. 2 The data of E酬， Epc ,E1I2 and /':, Ep of the complexes 

配合物 Ep/V Ep/V ElIzlV /':, E/V 
1 0.315 -0.339 -0.012 0.654 

2 0.389 - 0.348 0.020 0.737 

3 0.406 - O. 102 O. 152 0.508 

从表 2 可知，与 KCl 溶液对比，配合物在

- O. 049 - O. 362 V 内均有一对氧化还原峰，结合表

中 l':. E p 数据推测配合物在实验条件下的氧化还原过
程是一准可逆过程[口] . 3 个配合物的峰电位比较接
近，可能归因于 3 个配合物分子在溶液中存在类似的

变形四方锥铜( II) 配位结构.为了有效催化超氧阴离

子自由基歧化分解 (202-' + H +旦空些+H2 02 + O2 ) , 

配合物的氧化还原电位必须处于- O. 16 - O. 89 V 

(相对于 NHE)或 -0.36 -0. 69 V(相对于 AgIAgCl) 

范围之内 [IB]. 因此，推测这些配合物均具有催化超氧
阴离子自由基歧化分解的 SOD 活性，与上述配合物
SOD 活性测定结果一致.
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3 讨论与结论

本文应用改进的 NBT 光照还原法研究了 3 个三

元甘氨酌 -L- 蝴氨酸-铜( n) -多口比院配合物
SOD 活性.结果表明，这些配合物具有良好的 SOD

活性，其活性大小与多毗脏芳环结构有关，芳环愈

大，疏水性愈大，不利于带有负电荷的 O2- .接近中，心
铜离子，导致 SOD 活性降低.与对应的 L- α- 氨基

酸-铜( n )一多毗院配合物相比，由于所研究配合
物中心铜原子正电荷减少、电子云密度增加以及甘

氨眈 -L- 蝴氨酸三齿配体整合作用不利于配合物

由四方锥铜( n) 配位结构转化为变形四面体铜(1)

配位结构，反应过程所需活化能较高，催化 O2- .歧化
分解速率较低，因而表现出相对较小的 SOD 活性.

配合物的 SOD 活性通常与配合物的氧化还原电

位有关，只有当配合物的氧化还原电位处于 -0.36 -

0.69 V( 相对于 Ag/AgCl) 范围之内时，才能有效地催

化 O2-.歧化分解.本文通过循环伏安法研究了配合
物的电化学性质，进一步证实了配合物所具有的

SOD 活性.

另外，由于所研究配合物分子内含有对生物生

长具有生理活性的二肤及微量元素 CJ+ ，因此这些

配合物可作为 SOD 模拟物而具有良好的应用前景.

有关配合物生物活性如植物生长抗逆性(抗干旱、抗

盐碱和抗病虫害等)研究正在进行之中.
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