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摘要 考察 了磷脂酶 � 催化反应中有机溶 剂的疏水参数
,

如海德溶解参数 占
、

介 电

常数 。、

偶极矩 产 和 分配系数对数 �� � � 与酶转化活性的关系
。

并应用相 关分 析
、

主

成分分析等方法建立 了磷脂 晦 � 转化活性与各疏水性指标的 综合 关系式
。
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在前文仁’〕我们对磷脂酶 � 转化反应中的有机溶剂效应进行了探讨
。

在实际应用中
,

尽

管有大量的潜在溶剂可供选择
,

但直到现在酶催化反应中溶剂的选择还是经验性的
。

�� �� �

和 � � � �� � � � �� 首先提出了利用海德堡溶解参数 � 来表征这种关系
,

他们发现低极性和高分

子量 �� � �� � � �的溶剂增加催化活性
。

同样 �
� � � � �

等
「�」也发现溶剂的疏水性与生物催化剂

的活性有关
,

他们提出具有高 �� � � �� 是指定溶剂在水和辛醇两相体系中的分配系数�的溶

剂对于酶活性最佳的
。

� � � �� 和 � � � � � �“ �认 为介电常数与酶活性有关
。

所有这些处理方法并

不完备
,

因为它们将所有溶剂都看成是连续介质而不是由单个分子所组成的非连续介质
,

而

且没有顾 及溶剂和溶质分子之间的专一性 相互作用
。

在溶剂化复杂体系中不可能有单一的

宏观物理参数能够在分子微观水平上计算溶质
一

溶剂相互作用的大小
。

迄今
,

溶剂化作用的

复杂性 仍然阻碍着推导可以计算发生于不同极性的溶剂中各种反应普遍适用的数学表示

式
。

本文考察 了�� 种有机溶剂的常见疏水性 参数与磷脂酶 � 转化反应的关系
,

并应用多元

统计的方法建立了磷脂酶 � 转化活性与各疏水性指标的综合关系式
。

� 疏水性的定量

目前
,

普遍认为溶剂的亲水疏水性对酶催化反应有影响
,

常用的疏水性定量指标见表仁
�〕

。

本文所测试的�� 种有机溶剂的疏水性参数见表 �
,

磷脂酶 � 相对活力的测定方法见 � � 
�
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�
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表 � 常见的疏水性指标
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表 � 常见有机溶剂的疏水性指标及相对活力
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表 1中第一个参数为海德堡经验溶解参数 占
,

它是由海德堡等川 于 1970 年提出的
,

其关

系式为
:

占一 (
△
U
钟)
1/:_ (望些尧2 2 型二巫2卫

、l/2 _ 越旦
对 何

(1)

式中
:

G 为摩尔引力常数 △H 二 为蒸发热 P 为溶剂密度

V 为溶剂的摩尔体积 M 为溶剂分子量 R 为气体常数

△E v 为摩尔内聚能
,

为一摩尔溶剂中与总的分子间相互作用有关的能量
,

或者为相同

温度下溶剂相对于其理想蒸汽的能量
。

海德堡等发现对于一定的非电解质
,

优 良的溶剂其 占

值通常都接近于溶质的 占值
。

占值可由蒸发热 △H
7) 根据式 (1) 计算得到

,

或 由摩尔引力常数

乏G 根据式 (l) 计算得到
。

常见的疏水碎片常数见表 3
.
计算得到的 占值见表 2

.
图 1 为 占与

磷脂酶 D 相对碱基转移活性的关 系
。

由图可知
,

占和相对转移活性 的关系是离散型的
,

但是

高的转移活性主要集 中在 占值为 9 左右
。

第二个参数 尸 为分子的偶极矩
,

通常称分子具有水

久偶极矩的溶剂为极性溶剂
,

而没有偶极矩的溶剂称为无极性或非极性溶剂
。

如果分子在
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一切可能的构象中都有一个对

称中心
、

一个 以上 n 重对 称轴

或者有一个垂直于某一
I,
重对

称轴的对称面
,

则 由于对 称的

缘故它们都不可能有永久偶极

矩
。

因而
,

只有那些属 于点群

C .
、

C

s 、

C

。

或 C
。v

的分子才可能

有永久偶极矩
。

有机溶剂 的永

久偶极矩在 。一 5
.
5 (I〕) 德拜

表 3 常见基团的摩尔引力常数

基基团 摩尔引力常数(G )))
{

基团 摩尔引力常数(G333
一一 C H 3 2 1 444

}
一 e 三 e 一 22 222

一一 C H Z 一 单键 12333 甲苯 73555

一一 C H < 2 888 二 甲苯(邻
、

间
、

对 ) 65888

>>> C < 一 9333 H 80 一 1 0 000

CCC H Z = 19 000 () 7 000

一一 C H 一 双键 Innn C () 27555

))) C = 1999 C ()() 31000

CCC H 三 C 28555 C 1 27000

之间变化
。

图 2 为 产与磷脂酶 D 相对转移活性的关系
,

偶极矩范围 1一 3
.
5 德拜

,

高转移活性

主要集中在 1
.
5 ~ 2

.
5 德拜之间

。
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图 l 占和转移活性关系图 图 2 拼和转移活性关系图

第三个参数为介电常数
。 ,

它在表示溶剂的特性方面起特别重要的作用
。

其重要性超过

其他许多判据
,

是 由于溶剂化静电模型简单
,

因而它们已成为衡量溶剂极性的有效量度
。

介

电常数表示某种溶剂分离出电荷的能力和使它的偶极定向的能力
。

有机溶剂的介电常数大

致在 2 一 1 00 间
。

图 3 为 ￡ 与磷脂酶 D 相对转移活性的关系
。

其关系也是离散性 的
。

八甘n甘n�n�
0

O‘nUO��h呼

只肥怡试罕

...

…’’
..... .....只姐友班

30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

Et(K ca l/com )

图3
￡
和转移活性关系图 图4 价 和转移活性关系图

第四个参数 E
, 为溶剂化色度指标是指随着介质极性的改变

,

在紫外 / 可见吸收谱带的

位置 (有时还有强度 ) 上的显著变化
。

随着溶剂极性的增加
,

向波长较短方向(或 向兰)位移

通常称为负向溶剂化显色
,

反之向波长较长方向 (或向红) 位移通常称为正向溶剂化显色
。

由于电子跃迁而引起的光谱的溶剂效应主要取决于发色基和跃迁的性质(占~ 占
* , 。

~ 占
’ , ‘

~
7r ’ ,

n

~

7T
,

和电荷迁移吸收 )
。

其中在紫外 / 可见光谱有意义的电子跃迁是
二
~

二 * , n

~

二* 和电荷迁移吸收
。

Di m
r
ot h 等闭根据毗陡一 N 一苯氧内盐染料的最长波长溶剂化显色吸

收谱带的跃迁能
,

提出了一种溶剂极性参数 Et (30 )(30 表示文献 中染料序号)
。

其大小可 由

式(2)求得
。
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E I(30 ) (keal/m
ol) = h

· 。
·

舀
·

N ( 2 )

式中
:

h 为普朗克 (Pl
an k ) 常数 ‘

为光速

云为使电子激发的光子的波数 N 为阿佛加德罗 (A vo gad
r。

) 常数

这种方法的优点是呈现溶剂化显色特性的范围大
,

并且溶剂化显色的大部分范围都在

光谱的可见区内
,

所以能够 目测溶剂的极性
。

图 4 为 Et (30) 与磷脂酶 D 相对转移活性的关

系
。

高转移活性主要集中在35 一41 之间
。

最后一个参数为 lo gP 表示在标准辛醇一水两相体系中某种溶剂的分配系数的对数
:

p = [浓度〕
辛,

/ [ 浓度〕
水 。

对于简单分子 l
o gp 值可由疏水碎片常数 (hyd

rop hob ie fragm en tal

con sta nt s )计算或由实验测定
,

常见基团的疏水碎片常数(h fe )见表4
.
对于某化合物 其各基

团疏水常数之和
,

即为 fo g尸 值
。

图5为 logp 与磷脂酶 D 相对转移活性的关系
,

由图可知在

lo g p 小于1
.
5时

,

随 fo g尸 增大相对活性增加
;在 109 尸 大于 1

.
5时 !og p 与相对活性成离散状

n�OC甘on甘咋‘OR��b‘,

友只胆军

表4 常见基团的疏水碎片常数

基团

C H

C H 3

C H Z= C H

()H

C ()()

Br

疏水碎片常数

0. 337

0. 701

0. 856

一 1
.
4 7 0

一 1
.
2 5 1

0
.
24 9

基团

C H Z

C 石H ;

( )

C ( )

C H ( )

C l

疏水碎片常数

0. 519

1
.
658

一 1
.
59 5

一 1
.
64 3

一 1
.
17 2

0
.
0 5 7

··

三三
}}}}}... 一一

}}}}}

丁丁丁

一 2 一 1 0 1 2 3

lo
gP

图5 10 g p 和转移活性关系

2 1容剂化效应的综合表征

由上面分析可知
,

在磷脂酶 D 的碱基交换反应中
,

各个溶剂的单一物化指标难 以描述

相对转化活性的变化规律
。

用多元统计方法进行结构简化
、

分类
、

变量分组以及互依性分析
,

可以深入了解实验数据所提供的信息
。

表2每个样本都具有 7项属性
,

它们从不同方面反映了溶剂的物化特性及磷脂酶 D 碱基

交换的特性
。

因而
,

相互必然存在某种关联
,

这种联系的紧密程度可以从相关系数 (表 5) 看

出
。

表 5 各因素的相关系数

占 〔 刀 艺r 10 只P 夕 魂

1
.
0 0 0

0
.
1 3 8

户

E t

lo g P

刁

0
.
1 60

0
.
1 7 8

一 0
.
30 7

1
.
()0 0

0
.
9 1 6

0
.
8 8 4

0
.
0 6 6

()
.
1 3 ()

一 0
.
5 7 8

一 0
.
1 8 1

一 0
.
0 4 0

]
.
0 0 0

0
.
8 2 8

一 0
.
4 5 4

一 0
.
2 4 8

0
.
1 9 9

1
.
0 0 0

一 0
.
7 3 3

一 0
.
0 8 1

一 0
.
0 5 7

1
.
0 0 0

0
.
2 1 5

一 0
.
00 1

1
.
0 0 0

一 0
.
2 5 9 1

.
0 0 0

在此基础上
,

通过聚类分析 (C lu
ste: A naly siS)

,

将溶剂 的各项属性按照相关 系数的大
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小
,

通过一定的方式加以分析
,

从而得到如图 6所示的树型图(D end ro gra m )
。

由图明显看出
,

7 个指标可以分成两大类
,

一类包括 fo g p 和粘

度
,

另一类包括 Et沼
、 ￡、

占及相对 活力
,

也就是

说
,

磷脂酶 D 的相对活力与反映分子相互作用

力的参数及结构参数关系更紧密
。

由于各参数之间存在相互的关联
,

即所谓

的
“

多元 共线性
”
( M

u
l
t i
e o

l l i
n e r

it y )

,

使 得酶 活

性难以直接与各变量进行 回归分析得到显著的

回归方程
。

解决这一问题的方法是先对变量进

行 主 成 分 分 析 ( p rin eipal C om pon en t

距离

图6 聚类分析的树型图

A na ly
s is )

,

求得若干相互正交的主成分
,

然后对酶活性进行 回归
。

用 占
、 。、

甲
、

产
、

Et 和 lo gp 六

项变量进 行主成分分析
,

表 6为各主成分所解释 的变 异 (V
arianc e )

,

对应主成分的本 征值

(E igenv alue )及解释变异的百分数
。

从表 中可看出前3个主成分 已经能够解释全部原始数据的88
.
6% 的变异

,

也就是说前3

个主成分包含了原始 6个变量提供信息的88
.
6%

。

为了确定主成分的意义
,

需对其进行旋转

分析(R ot
ate A na lysi s)

,

结果见表7
.
第一主成分 p

,

主要 。 、

产
、

E t
、

1
0

g P 由组成
,

可解释 58
.

6 % 的变异
,

第二主成分 P
Z
由占和 lo g P 组成

,

可解释21
.
52 % 的变异

,

第三主成分主要 由甲组

成
,

可解释 19
.
81 % 的变异

。

通过对主成分的旋转分析不难发现各主成分实际上反映不同相

互作用力
。

表6 主成分本征值及解释变异 表7 旋转后各主成分载荷及本征值

主成分序数 本征值

3
.
333

1
.
09 1

0. 89 3

0. 54 7

0
.
078

0
.
05 9

解释的变异(% )

55
.
553

18
.177

14.877

9
.
114

1
.
293

0
.
983

尸! 尸2 P
3

占 0
.
0 6 9 0

.
95 6 0

.
0 6 5

〔 0
.
9 6 2 0

.
0 3 6 一 0

.
0 7 2

户 0
.
9 1 6 0

.
0 1 7 一 0

.
1 3 2

艺t 0
.
9 5 8 0

.
14 7 0

.
0 1 1

lo g P 一 0
.
6 5 0 一 。一 53 0

.
2]7

甲 一 0
.
10 3 0

.
0 3 5 0

.
9 9 0

本征值 3
.
119 1

.
144 2.05 3

以酶转化活性 为自变量
,

P
,

~ P
3

3 个主成分为应变量进行向后逐步多元回归分析
,

结果

见表 8
,

得到关于酶转化活性高度显著的线性模型
。

表示成函数形式即为
:

A = 79
.
702 + 38

.
00 4P ;一 5 5

.
4 1 6 P .“ 十 35

.
613P ,

P
:

+ 2 4

.

0 7 5 P
2 2

+ 8 7

.

6 0 1 P
2

P
3

由式可知第一主成分和第二主成分存在二次项
,

因此它们对酶活性影响较显著
,

而第三

主成成分不存在二次项
,

因此它对酶活性影响不显著
。

表 8 回归分析和方差分析数据

变 量 系 数

常 数

尸:

P
12

尸 1 K P Z

P 厂

79
.
702

38
.
004

一 5 5
.
4 1 6

3 5
.
6 1 3

24
.
0 7 5

标准差

8
.
273

9
.
558

11
.
689

13
.
687

6
.
172

:::

1
.
741

2
.
602

3
.
901

0
.
000

0
.
001

0
.
000

0.0 18

0
.
00 1
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续表 8

变 量

P Z X P 。

系 数 值 尸

8 7
.
60 1

标准差

23
.
468 3

.
733 0

.
002

方差分析

方差来源

回 归

剩 余

平方和 自由度 均方差

19243
.947 3848

.589

F 值

6
.
379

P 值

0
.
()01

10860
.
386 l8 603

.
355

3 结 论

在前文基础上
,

首先对磷脂酶 D 催化反应中24 种有机溶剂的常见疏水参数 占
、 。、

Et

、

产
、

lo g p 与磷脂的转化活力进行了考察
,

并应用多元统计的方法建立了磷脂酶 D 转化活性与各

疏水性指标的综合关系式
,

即 A = 79
.
702 + 38

.
o o4P ,

一 5 5
.
4 16 P 12 + 3 5

.
6 1 3P IP Z + 2 4

.

0 7 5 P 2’ + 8 7

.

6 0 1 P
2
P

3
.
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