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摘要： 以酶活和相对酶活为指标考察了极低频交变磁场对过氧化氢酶活性的影响。 结果表明：
不同磁场强度、频率及酶液 pH、处理温度都会造成过氧化氢酶的活性变化，其变化趋势是随着
磁场处理时间的延长，总体上其酶活和相对酶活降低。 但就温度而言，当处理温度 55 ℃下，相对
酶活远高于 100%，4 h 达到最高值 2 142.86%。 圆二色谱测定表明，25 ℃磁场处理后酶的 α-螺
旋和 β-折叠的总量小于对照组，55 ℃磁场处理后酶的 α-螺旋和 β-折叠的总量大于对照组，可
推测过氧化氢酶在此条件下形成具有相对耐高温的结构。
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Abstract： In this manuscript，effect of the extremely low frequency alternating magnetic field on the
specific and relative activity of catalase was investigated. The results suggested that magnetic field
intensity，frequency and pH would generally decrease the specific and relative activity with the
treatment time. But temperature changed specific and relative activity in a different way. The
relative activity increased dramatically in the temperature of 55 ℃，reaching 2 142.86% at the time
of 4 hours which was the highest point. According to circular dichroism（CD） results，the number of
α helix and β fold in 25 ℃ magnetic field treatment was less than the control group，but the result
was opposite in 55 ℃ ，which indicated that catalase might form a relatively resistant to high
temperature structure.
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过 氧 化 氢 酶（Catalase，CAT）可 以 催 化 H2O2 分

解成 H2O 和 O2，广泛存在于动物、植物和微生物体

内。 该酶结构中特殊的铁卟啉环是其主要的活性中

心[1]。 过氧化氢酶不仅是生物演化过程中建立起来

的生物防御系统的关键酶之一，并在食品、医药、纺

织、造纸、环保等行业具有重要的应用[1-2]。 对于许多

带金属活性中心基团的酶，其运动方向会在磁场作

用下发生变化，并且洛仑兹力会使拉默半径发生改

变，从而导致大分子构相发生扭曲或变形，最终改

变酶的活性，细胞正常的生理活动也会受到影响 [3]。
Haberditzl W 首次报道了在非匀强磁场的作用下，
过氧化氢酶的酶活发生可预估的增加，这可能是一

种继发效应，即顺磁性氧被加速从反应部位移除 [4]。
Vainer L M 等在 1978 年报道了静磁场暴露下对过

氧化氢酶和[Fe3+（EDTA）]2 催化 H2O2 分解速率的影

响， 当磁场强度达到 0.8 T 时， 过氧化氢酶和 [Fe3+

（EDTA）]2 的催化速率分别提高了（20±5）%和（24±
5）%[5]。 张军等研究了强稳恒磁场对离体牛肝 CAT
构象的影响， 过氧化氢酶经过 0.23～0.61 T 磁场处

理， 其紫外光谱和荧光光谱都出现了吸收峰的改

变，同时酶活也有一定程度的增加 [6]。 目前，关于磁

场对过氧化氢酶的影响的研究主要集中于脉冲磁

场或者静磁场， 研究参数主要是磁场强度和脉冲

数，而关于极低频交变磁场对过氧化氢酶影响的研

究较少。 磁场是在一定空间区域内连续分布的矢量

场，N、S 极不断的交替变化的磁场称为交变磁场。极

低频磁场通常是指频率在 0～300 Hz 之间的磁场 [7]。
而世界卫生组织（World Health Organization，WHO）
则将频率在 0～100 kHz 之间的磁场统称为极低频

磁场[8]。
作者所在课题组采用通电螺线管产生的交变

磁场对过氧化氢酶进行处理， 考察了不同温度、频

率、pH、 磁场强度及时间对过氧化氢酶的活性和二

级结构的影响，初步探讨极低频交变磁场对过氧化

氢酶的作用机理。

1.1 主要材料与仪器

过 氧 化 氢 酶 2 000~5 000 U/mg Protein，Sigma
进口分装；磷酸二氢钾、氢氧化钠、过氧化氢（质量

分数 30%）、去离子水，国产。

1.2 仪器与设备

螺线管极低频交变磁场处理装置，作者自行研

制；TU-1900 型双光束紫外可见分光光度计、 恒温

水浴锅、MOS-450 型 AF-CD 圆二色光谱仪， 法国

Biologic 公司制造；AL204 型电子天平、 特斯拉计，
国产。
1.3 实验方法

1.3.1 极低频交变磁场试验环境 极低频交变磁

场采用变频电源生成 35~400 Hz、最大功率 2 000 W
的正弦波， 信号电流经限流电阻并激励螺线管，生

成低频交变磁场。 样品置于双螺线管中心，且温度

由恒温循环水浴控制，装置如图 1 所示。 交变磁场

强度由 HT108 型特斯拉计的纵向传感器检测，交变

磁场频率分别为 50、100、200、400 Hz； 磁场强度分

别为 200、300、400、500 mT。

图 1 极低频交变磁场装置示意图

Fig. 1 Extremely low frequency alternating magnetic field
devices

1.3.2 酶活测定 将过氧化氢酶液放入极低频磁

场中处理一定时间后测定酶活，以相同温度、相同

时间且未经过磁场处理的酶液作为对照。 酶活测定

方法参考 Beers and Sizers 方法并进行改进 [9]。 反应

池：1 cm 石英比色皿，1 mL 质量分数 0.18%过氧化

氢 （溶于 0.05 mol/L pH 7.0 磷酸盐缓冲液），0.1 mL
酶液（溶于 0.05 mol/L pH 7.0 磷酸盐缓冲液），1 mL
去离子水，以去离子水为参比。 混合前分别在 25 ℃
水浴中保温 5 min。 底物与酶液混合后立即在 240 nm
波长下测定吸光度变化， 每 10 s 记录一次吸光度

A，根据酶反应动力学曲线最初直线段的斜率（△A/t）
计算酶活力。 在 1 min 内引起吸光度增加 0.001 所

需的酶量为一个酶活单位（以 U/min 表示）。 相对酶

活的计算如式（1）。

材料与方法1
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相对酶活= 磁场处理后酶活
未经磁场处理酶活

×100% （1）

1.3.3 不同磁场条件对过氧化氢酶酶活的影响
1）不同磁场暴露时间：固定温度为 25 ℃，酶液

pH 7.0，磁场强度 200 mT，磁场频率 50 Hz，磁化时

间分别为 0.5、1、2、4、6、8 h。
2）不同磁场强度：固定温度为 25℃，酶液 pH 7.0，

磁化时间 8 h， 磁场频率 50 Hz， 磁场强度分别为

200、300、400、500 mT。
3）不同交变频率：固定温度为 25℃，酶液 pH 7.0，

磁场强度 200 mT，磁化时间 8 h，磁场频率分别为

50、100、200、400 Hz。
4）不同温度：固定酶液 pH 7.0，磁场强度200 mT，

磁化时间 8 h，磁场频率 50 Hz，温度分别为 25、35、
45、55 ℃。

5）不同酶液 pH：固定温度为 25 ℃，时间 8 h，
磁场强度 200 mT，磁场频率 50 Hz，酶液 pH 分别为

5.0、6.0、7.0、8.0。
1.3.4 二级结构测定 将过氧化氢酶溶液在不同

的磁场环境中暴露 2 h， 以未进行磁化处理的酶液

作为对照样，通过圆二色谱仪测定，石英样品池的

光程为 0.1 cm，扫描速度 1 nm/s，过氧化氢 酶 质 量

浓度为 0.1 mg/mL， 测定波长范围为 190～250 nm，
圆二色谱数据为 3 次扫描平均值。

2.1 磁场暴露时间对过氧化氢酶的影响

从图 2 可以看出， 不论是否经过磁场暴露，实

验体系下过氧化氢酶的酶活都随着时间的增加逐

渐下降，并且呈现一定的波动。在磁场强度 200 mT，
磁场频率 50 Hz 的条件下， 酶活在前 2 h 下降速度

较快，而 4 h 处小幅上升，之后又缓慢下降。 而对照

组的酶活下降趋势则较为平缓。 从相对酶活的变化

趋势可以看出， 前 1 h 的相对酶活都在 100%以上，
说明在此磁场条件下可以造成酶活提高。 此后相对

酶活的下降速度较快，同时在 4 h 处出现了波动。本

实验结果与刘勇等 [10]报道的研究结果有相似之处，
即 0.15、0.30、0.45 T 磁场处理后酶活性降低比较缓

慢，并在开始一段时间内酶活性明显增大。 本研究

中酶活降低的速率大于对照样品且波动较大，这可

能是由于本实验中采用了极低频交变磁场，在环境

体系中会造成带电蛋白质表面形成不同方向的感

应电流，产生安培力而造成蛋白质空间构象变化 [11]。
而已有的文献报道， 采用稳恒磁场和静态磁化法，
对酶的作用力较小。

图 2 过氧化氢酶在磁场处理不同时间的酶活和相对酶活变化

Fig. 2 Effect of time on the specific and relative enzyme
activity of catalase under magnetic field

2.2 磁场强度对过氧化氢酶的影响

从图 3 可以看出，不同磁场强度下，酶活都呈

现下降趋势，但变化趋势不一。 总体上，随着磁场强

度的增加，酶活下降速率增加。 可以看出，在前 1 h，
500 mT 磁场下酶活和相对酶活的下降速率最大，但

同时此磁场条件下相对酶活出现了较大波动，从2 h
处的 47.26%增加到 4 h 处的 73.06%， 可能是因为

过氧化氢酶在较强的磁场强度下，侧链形状发生了

变化，从而产生了不同的变化趋势。
同时，相对酶活的变化趋势波动性更大，说明

磁场强度可以更大程度地改变酶的结构。 酶活性随

磁场改变的无规律性是磁场改变酶活性效应的一

个特征，反映了磁场对酶的作用是高度非线性的生

物学过程。 酶的磁效应极其复杂， 影响因素众多，
“非线性” 的表象正是其非线性作用本质规律的反

映[12]。

结果与分析2
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图 3 过氧化氢酶在不同磁场强度下的酶活和相对变化

Fig. 3 Effect of the magnetic field intensity on the specific
and relative enzyme activity of catalase

2.3 交变频率对过氧化氢酶酶活的影响

从图 4 可以看出，在不同交变频率下酶活和相

对酶活都呈现下降趋势且不同频率下酶活减小的

速率不同。 随着频率的增加，酶活减小的程度放缓。
50 Hz 频率下的酶活始终大于其他 3 种转速下的酶

活 。 100 Hz 下 前 2 h， 酶 活 较 高 ， 相 对 酶 活 为

102.84%，暴露 4 h 后则急剧减小到 28.24%。 200 Hz
和 400 Hz 下酶活变化大体相同，都维持在较低的数

值。 说明频率升高会影响酶的活性，尤其是较高的

频率会抑制酶活。 频率越高在蛋白质表面感应的环形

分子电流频率就越高，相邻蛋白质之间或蛋白质内部

产生的交变安培力可能对其酶活有较大的影响。

图 4 过氧化氢酶在不同磁场频率下的酶活和相对酶活变化

Fig. 4 Effect of the magnetic field frequency on the
specific and relative enzyme activity of catalase

2.4 磁场暴露下温度对过氧化氢酶酶活的影响

从图 5 中可以发现， 在实验的 4 个不同温度

下，酶活的变化趋势基本相同，酶活随着时间的增

加逐渐减小，同时在 2~4 h 之间出现了波动，与前面

所述时间变化趋势大体相似。 25 ℃条件下酶活始终

高于其他条件下的，35 ℃和 45 ℃条件下酶活大小

交替增加，55 ℃下酶活始终处于较低的状态。 张军
[13]等对 4 ℃和 25 ℃、0.23 T 磁场处理下离体过氧化

氢酶研究发现， 相同磁场在处理温度不同的条件

下，引起的磁效应是不相同的，并且影响效应随温

度的增加趋于显著。
与此同时， 可以发现 25、35、45 ℃的相对酶活

变化趋势相差不大，只是减少的程度不同，这可能

是过氧化氢酶的最适温度不同造成的。 而 55 ℃的变

化趋势却和前三者差异巨大，55 ℃条件下相对酶活

急剧增加，最高点为相同时间、温度下对照酶活的

2 142.86%，由于过氧化氢酶在 55 ℃放置 8 h 已经完

全失活酶活值为 0，故 8 h 处相对酶活无法计算。 究

其原因，可能是因为极低频磁场和高温共同作用下

较大程度地改变了过氧化氢酶的结构，使其更加趋

于稳定，获得较好的相对耐高温特性。 这个推论将

在后面的实验中进一步验证。
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图 5 过氧化氢酶在不同温度下的酶活和相对酶活变化

Fig. 5 Effect of temperature on the specific and relative
enzyme activity of catalase

2.5 酶液 pH 对过氧化氢酶酶活的影响

从图 6 看出，pH 影响酶活变化的趋势较为 明

朗，且与之前所述变化趋势大体一致。 由于过氧化

氢酶的最适 pH 是 7.0，故最适 pH 周围酶活较高，而

在 pH 5 情况下酶活受到抑制，故酶活较低。 相对酶

活的变化趋势与酶活变化相似，说明在磁场条件相

同时，对酶的影响因素主要是 pH，而这也是酶活和

相对酶活变化较为规律的原因。 pH 不同则酶表面

所带电荷量有差异，在交变磁场下于酶表面产生的感

应电流大小有异则是对酶活造成影响的主要原因。

图 6 过氧化氢酶在不同 pH 下的酶活和相对酶活变化

Fig. 6 Effect of pH value on the specific and relative
enzyme activity of catalase

2.6 磁场处理对二级结构的影响

圆二色谱法（CD）是最常用的分析蛋白质二级

结构的方法，通过 CD 图谱能分析计算 α-螺旋、 β-
折叠、 β-转角、无规卷曲等各组分的含量。 典型 α-
螺旋结构在 208、222 nm 处有两个负峰，典型 β-折

叠结构在 216 nm 处有一个负峰 [14]。 由于温度和磁

场强度对酶活影响较大， 故选择了 25 ℃、200 mT，
25 ℃、500 mT，55 ℃、200 mT 3 个磁场条件进行 CD
远紫外图谱扫描，并且做了对照组的扫描。

从图 7 可以看到， 在 25 ℃下不同的磁场条件

对过氧化氢酶的二级结构有一定的影响， 但是 CD
图谱的形状相差不大，可见二级结构差异不大。 对

照组的圆二色光谱图中在 209、215 nm 处有两个明

显负峰，表明过氧化氢酶的二级构象中同时存在 α-
螺旋和 β-折叠结构，经过 200、500 mT 磁场处理后，
过氧化氢酶的 CD 图谱发生了一些变化，209 和 215 nm
处的负峰值略有上升， 并且随着磁场强度的增强，
负峰值逐渐上升。

1-25 磁 场 处 理 条 件 ：25 ℃、200 mT；2-25 磁 场 处 理 条 件 ：

25 ℃、500 mT；3-25 为 25 ℃对照样品

图 7 25 ℃下不同处理方式过氧化氢酶的圆二色谱

Fig. 7 CD spectra of catalase treated under 25 ℃ at
different conditions

从表 1 的数据可以看出，经过磁场处理，过氧

化氢酶的 α-螺旋、 β-折叠、 β-转角、无规卷曲的含

量都有不同程度的变化。磁场条件 25 ℃、200 mT 处

理的酶液与对照相比，α-螺旋含量急剧减少， β-折

叠含量略有增加， β-转角含量增加， 无规卷曲含量

减少。磁场条件 25 ℃、500 mT 处理的酶液与对照相

比，α-螺旋含量急剧减少， β-折叠略有增加， β-转

角含量减少，无规卷曲含量增加。
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表 1 25 ℃不同处理条件下过氧化氢酶的二级结构组成

Table 1 Composition of catalase secondary structure on
25 ℃ under different treatment conditions

注：1-25 磁场条件为温度 25 ℃、 磁场强度 200 mT，2-25 磁

场条件为温度 25 ℃、温度 500 mT，3-25 为 25 ℃无磁场对照

样品。

在蛋白质二级结构中，α-螺旋和 β-折叠均为有

序结构，α-螺旋和 β-折叠结构的增加将会增加酶的

活性，反之减小则会减小酶的活性，因此又选择了

将 α-螺旋和 β-折叠总量作为一个参数来衡量酶二

级结构变化。 从表 1 中数据可以发现，经过磁场处

理后 α-螺旋和 β-折叠的总量小于对照组， 且磁场

强度越大，含量越少，这与之前的酶活结果一致。
同样， 如图 8 所示，55 ℃对照的 CD 光谱图中

也存在两个负峰，分别在 210、222 nm 附近，表明二

级构象中同时含有 α-螺旋和 β-折叠两种结构。 55 ℃
磁场处理的过氧化氢酶 CD 光谱图中 210、224 nm
的负峰值明显上升，且图谱形状发生较大变化。

1-55 磁场处理条件：55 ℃、200 mT；2-55 为 55 ℃对照样品

图 8 55 ℃下不同处理方式过氧化氢酶的圆二色谱

Fig. 8 CD spectra of catalase treated under 25 ℃ at
different conditions

见表 2，55 ℃、200 mT 条件下与对照相比，α-螺

旋含量增加， β-折叠含量减少， β-转角含量减少，
无规卷曲含量也减少。 由表 2 数据可知，55 ℃磁场

处理后 α-螺旋和 β-折叠的总量大于对照组， 且酶

的二级结构整体上有向 α-螺旋转化的趋势，因而提

高了酶的活性。

表 2 55 ℃不同处理条件下过氧化氢酶的二级结构组成

Table 2 Composition of catalase secondary structure on
55 ℃ under different treatment conditions

注：1-55 磁场条件为温度 55 ℃、 磁场强度 200 mT；2-55 为

55 ℃无磁场对照样品。

综合以上结果说明，在55 ℃、200 mT 的磁场条

件下， 过氧化氢酶的二级结构发生了较大变化，这

也与之前酶活变化的结果吻合。 故而推测过氧化氢

酶在此极端条件下形成了具有相对耐高温的结构。
同时可以看到，经过磁场暴露处理后，无论是

25 ℃还是 55 ℃， 过氧化氢酶的二级结构各组分含

量差别不大，但是跟对照样品相比，各组分含量都

有一定的变化， 尤其是 55 ℃条件下。 这说明可能

55 ℃、200 mT 磁场会促使过氧化氢酶形成某种稳

定结构来抵抗外界条件的变化。
另外，由于过氧化氢酶的活性中心铁卟啉环存

在高自旋的 Fe3+，25℃、200 mT，25℃、500 mT 和 55℃、
200 mT 3 种磁场对其的扰动会影响酶的活性。 由于

蛋白质分子的主链较为稳固，而侧链具有较大的柔

性，有自由运动的能力。由此推测可能在 25℃、200 mT，
25 ℃、500 mT 和 55 ℃、200 mT 3 种磁场的作用下

侧链发生了一定程度的扭转， 形成了新的分布取

向，从而改变了二级结构各组分的数量。 温度升高，
酶的构象逐渐从钝化态转为活化态，其侧链的运动

自由度也增加[6]。 温度越高，磁场对侧链分布的影响

就越大， 这也可能是 55 ℃磁场处理后过氧化氢酶

二级结构与对照样品相差较大的原因。 同时，猜测

高自旋的 Fe3+很可能是一个主要的推动力。 由此推

测磁场处理后过氧化氢酶的三级结构可能也有较

大变化，而文献也有类似报道 [3]，具体的情况还有待

进一步研究。

1） 过氧化氢酶在 25~55 ℃、200~500 mT、50~
400 Hz 磁场处理下酶活随着时间延长而出现不同

程度的降低，并且伴有波动。

不同

条件

1-25 46.3 15.3 18.2 21.9 61.6

2-25 42.2 13.1 14.1 31.8 55.3

3-25 66.0 12.7 17.2 29.1 78.7
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1-55 41.5 14.3 16.1 30.4 55.8

2-55 21.8 25.2 21.0 33.6 47.0
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2） 不同磁场处理条件对过氧化氢酶的相对酶

活影响程度不同，其中频率、pH 对相对酶活的影响

较为平缓且有规律性，温度和磁场强度对相对酶活

的影响比较复杂， 并且在 55 ℃、200 mT 条件下，形

成了具有相对耐高温的结构。 过氧化氢酶的二级结

构 CD 图谱显示，55 ℃磁场处理后过氧化氢酶的 α-
螺旋和 β-折叠的总量大于对照组，这与相对酶活变

化的结果吻合。
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