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采用 乙 二醉基 阴 离子作 为活检 头 可通过水解除去的双 配 位 赘形配 位体
,

对前 文
’“
提 出的 合成方法柞 了重要改进

,
以 期 所 合成的 铁铂辅 基 模型化合物 中

 ! “ ‘第一宋 位界内两个不稳 定 的配位体处于积 邻的位笠
,

如厦门模型 皿 或

厦 门模型 卫 所 要求
。

合 成和重 妇 活性评价结果
,

重 组 活性比 使 用 乙睛等为活

插 头的提高 个
‘

数量级
,

化学催化活性和选择性接近于天然
一

水 平
。

很据固氮酶各种底物的 已知酶促反应和络合催化原理
,

提出的骄联双座双活 口双立

方烷型原 子簇结构的  !∀ 氮酶活性中心模型
棒

兮  ’」蓄 勺 厦门模型

工 ,

为铁钥辅基模型化合物的合成提供了依据
。

一
、

铁相辅基模型化合物合成方案的设计

双立方烷型原子簇结构化合物的合成和结构测定
,

见于 凡 等「“工 年的报

导
。

他们从 出发
,

通过甲醇醇解
,

方便地获得了带有甲氧锌结构的双立方烷

簇 旧 从配位化学的角度看
,

这种双立烷型原子簇的形成
,

应 与中央离

子取八面体配位倾向的大小有密切的关系
,

也和适兴的 户 一型 桥式 配 位体的存在以 及

六个角上的金属 离子取四面体配位的倾向有关
。 ‘ ‘

川
’
形成 八面体六配位的倾向比

起
”
要强得多 又从 育原子簇容易形成来看

, 非是 已知的
一
型配位体

,

本文曾在全国化学摸拟生物固氮协作组领导小组扩大会议 昆明
, ,

上宣读
。
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’“ ’‘ 也有取得四面体配位的倾向
。

所以
,

如果选用适当的产
一
型的活动配位体 ’

,

合成上述结构的模型化合物应是可能的
。

这一点前文川 已予指出
。

根据所提出的模型
,

我们设计了如下方案 用 某与过量的 或 力匡

适当的还原刘反应
,

并使用适当的活动配位体
,

毯以保护
‘ 小 〔’工” 相邻的两个空配位

,

然后加 添加适当的碱 进行补硫
,

使反应系统的钊琉比达到 石
。

制备以氯

为外配位体的骄联双座双立方烷型铁钳辅基模型化合物 氯化物系列
。

再以柠檬酸盐

或叔丁
一

基硫醇进行外配位体交换
,

分别制备柠檬酸盐系列或硫代系列的模型化合物
。

从所提出的模型可见
,

个  
’ 》是和 个

拾 〔无机硫 和结合的
。

文献也曾

经报告
, 一旦白经酸碱处理后

,

会析出 滚
一 。

所以选用 寻
一

钾盐或季 按

盐 作为起始原料之一
。

为了使得化学平衡能朝有利于一扣多铁原子簇络合物生成的方

向进行
,

我们认为过量的亚铁盐或铁盐的使用是必要的
。

对于这样的体系
,

如果使用硫

醇
、

硫酚等琉基化合物作还原剂
,

则由于疏丛对铆有很大的亲和力
,

根据文献报导’
,

得到的是桥联的双立方烷型原子簇化合物
,
其中 川

’
是配位饱和的

,

因而基 本丧

失催化活性
。

因此
,

我们选用金属氢化物〔如
、

或 , ,

而不用琉基化合物

作还原剂
。

这时
,

所形成的原子簇较之所提出的模型还缺两个 气 因此必须补
货 。

考

虑到铂 由六价还原到四 价
,

其 配 位数便由 斗增 加至吵 为了使所补加的
铃
不致 占领

护 〔
川 的这两个配位

,

就要在补
诊
之前

,

选择一种 当的活动配位体来加 以保护
,

并

根据上述模型 的要求
,

使其处于相邻的位笠
。

要求所选用 的活动配位体对银具有相当的络
二乙

合能力
,

而又能在以后的活性测定中通过还原加氢或水解
、

或底物分子的排代而方便地移

去
。

最先我们
’】采用的是 或过量的

,

以后选用了赘形的双配位体
,

如 乙二醇

基阴离子
。

在上述甲氧锌双立方烷簇中
,

已知甲氧基是很好的 户 一
型配位体

。

所以这种双

烷氧基的配位体应有利于相邻两个活动配位的保护
,

这是合成过程中的一个关键性改进
,

二
、

实 验

关于使用乙腊作活动配位体的实验
,

我们已作过详细介绍川
。

下面只介绍使用乙二

醇基阴离子作为活动配位体的一个典型例子
。

在搅拌下
,

将以下三种原料的混合物  翔
、

功

翔 和 灿
‘的 字容液 内含 加入到 工 的

溶液 内含 工
,

搅拌下反应 斗小时
,

再加入 的 洛

液 内含 切
,

继续反应 斗小时
,

得到一黑色的反应生成物混合液
。

这样的

棍合液经 乙醚重结晶分离
,

得到棕黑色微晶或针状结晶样品
。
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采用  。。等
【“
和 等丫 所使用的方法和相同的测试条件

,

在室温和 ,

‘

石条件下
,

测定所合成的模型化合物及各步反应中间产物对
‘
还原乙炔为 乙烯的

催化活性和选择性
,

以检验合成方案的每一步骤
。

产物分析使用国产 一 书气相色

谱仪
。

重组实验中
,

丫  突变种的生长条件
、

固氮酶合成的抑制
、

粗酶的制备
、

活化条件

和鉴定均参照 等 〕的方法
。

重组活化反应温度为 ℃
,

反应时间为 分钟
。

还原 乙块

为 乙烯反应产物的分析同上
。

固氮成氨的产物 任一 经 吸收后
,

可用常

规的 习 定氨法测定
,

并严格与三种空白实验对比
。

有关重组活性评价的实验
,

详

见我校固氮生化方面的报告川
。

三
、

结 果 与 讨 论

一 原子簇活性中心多核络合活化底物的初步判据

我 们 提 出 的 关 子固氮酶底物分子 。一 三
、 刀一

、 一 “
、

获

和 二 的 拜 刁“ 型络合方式
,

是从这些 己知醉促反应的底物作为化学探针并根据络

合催化原理推论出来的 ‘王’
。

乙炔灼高选择性顺式还原加氢成 乙烯是作为多核活化底物这

一推论的一个出发点
‘ 。

由于 乙炔底物分子中两对 二键〔二
二 ,

二广 二 , , 二 ,
勺 以双侧基加准

端基汇
。 粉 型 络合在三核上

,

在结合力方面要比乙蹄【只有一对 二键〔二
二 , 二二 林

月对单

核作单侧撼络合强得多
。

因此 乙炔还原加氢生成的乙烯配位体
,

应是容易被未反应的乙炔

分于从活性中心置换出来的
,

从而防止进一步还原而生成 乙烷
。

这样
,

对于生成乙烯的选

择性应 当是高的
。

如果是单核的
,

乙烯则以一对 二键络合
,

乙 炔 也基 本上是以一对 二

键洛合的
,

这祥
,

络合能力相差就不很多
,

乙炔置换乙烯配位体也就不是那么快了
。

乙

炔按 尸 。 型的络合
,

也有利于 个 从同一侧按顺式加上去
。

因此对于生成顺式

加成产物的选择性也应当是高的
。

上述论点后来从 ’ 等 〕的实验得到了有力

佑支持
。

他们发现原子簇络合物催 化 剂 场 卜 三 对于 三 炔键

的顺式加氢为烯键
,

具有很高的催化选择性
。

在反应中
, 、 。 的三个桥连的异睛

配位体之一被 一 二 一 所置换
,

形成 二 的 ” 尹 型络合物
。

此外
,
由于固

撼秘底物分子在混合立方烷原子簇骨架中形成一种三桥式配位体
,

电子容易从催化剂传

递到底物分子
,

这样就保证了高催化活性
。

表一的实验数据支持了我们的这些看法
。

我们可以采用对 还原乙炔为 乙烯 的

催化活性和选择性作为原子簇活性中心多核络合活化底物的一种判据
,

对合成的每一步

骤作初步检验
,

并做以下的讨论
,
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表
一 、

不同模拟体系的活性比较

模模 拟 体 系系 加
、

录录 转 变 数数 选 择 性性 备 注注
北‘‘

!

‘

n

M

C 只上坠 111 %%%%%
巴巴巴巴n M M

O ,

分 」」」」

MMM
o o 录一e ys HHH 1 X 10 555 6

.
4 X 10一 222 6 777 前 文「9 ]]]

IIIII X 上0 444 0
.
1 888 5 33333

11111 父 1 0 了了 0
.
2 000 5 55555

MMM
o
O 写一胰岛素素 6

.
000 23 .444 6888 文献〔5」」

IIIII222 1222 744444

人人江0 9豪
--- 2。 1 义 1 0

222 1
.
222 8 999 前 文「9 ]]]

99999999999999999999999999999999999999999999999999999 33333333333333333333333覆覆}}}一
122oCCC 1.3 只 1 0 222 1 99999 C H

3
C N 为活动配位体体

兀兀
JJ {{{{{{{{{{{ 前 文L3)))

111’匕 {{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{{

藕藕⋯⋯
70122222 丁7

.
444 9 444

一
O C

Z
H

;
O

---

77777 1 5 22222 2 444 9 666 为活动配位体体

FFF eM o
一 e ooo

1 lll 2 555 9 888 文自又〔1 3〕〕

22222
.
555 3 4444444

, 反应瓶体积为25 m l
,

泣反应溶液体积为3
.
5 m l

。

( 二 ) 反应原料物中合适的相
、

铁
、

硫配 比

我们报导[3J 过
,

在以C H
3C N 为活动配位体的反应体系中

,

不同锢
、

铁
、

硫配比的

情况
。

在这种体系中
,

当 铁铝比小十 6 时
,

活性较差
。

在未经柠檬酸盐交换前
,

过量的

铁似
一

乎也异致活性 的略为 下降
。

但采用 乙二醇 基阴离子作活动配位体之后
,

这种情况下

活性 也有所提高
。

而 挂发现
,

要获得高的活性和选择性
,

铂铁比应在 l :切 左右
。

C
o u c o o v o n 主s 等” ‘,

最近报导
,

铆铁硫原子簇(功
4p ): [C I

,
F 佗‘S 株 ) : M o ( S

斗
) ; F 弓C 1

2了

有解离出F
e
CI
: 的 倾向

。

看来妥形成 一钥多铁的铁姐较基模型化合物就更有必要采用过

量的铁盐来有效地抑低这种解离倾}句
。

此外
,

过量铁对于 防止钊钡之lhJ 通过硫桥缔合而

形成 双泪或多钥 化合物
,

看来也是必要的t1
2, 。

至于补硫的效果
,

不管在 C H
。
C N 还是

一
O C

Z

H

;
O

一

作 活动 配位体 的情 况下
,

都

有助于活性和选择性的明显提高 (衷二 )
。

很可 能是S
聋
补角之后

,

双活目双立方烷的沟

型就相当稳定了
,

这样
,

在化学催化活性测试实验的水溶液里
,

原子簇络合物解离脱铁

的程度大大减小
,

而能对底物作 汽核络台活化的相铁硫原子簇浓度就较大
。

位得指出的是
,

我们 以上关于钥铁硫比例的讨论 以及粗结晶样品铂铁硫比例的初步

分析结果
,

都是和厦门模型 皿相一致的
。

这可 以看成是对 X M
一
l 的实验支持

。

但由于

目前的粗结晶样品纯度还有待子进一步捉高
,

单凭目前这钥铁硫比例的初步分析结果还

不能完全排除X M
一
I ( 或其单体 ) 结构的可能性

。

况且目前也尚未见报导能确凿 说明
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钊铂之间距 离大于 X M
一 卫所假设的距离 ( 又

有趣的是本 实验室洪满水等最近观察到
,

的简单混合: 也能得到拉好的廷性和选择性
,

3一3
.
乡A ) 的实验事实

。

厂定比例的 F
eC 12 (或 砂凡0

4 ) 和 M
o S寻
-

一个可能的解析是一部分亚铁 充 当 还 原

剂
,

将电子传递给铝 (如通过硫桥 )
,

同样导致能对底物分子作多核络合活化的一铝多

铁(如一相四铁
,

钥铁之间以硫桥联结)原子簇的形成
。

但这种原子簇尚未见重组活性
。

表二
、

补加N
a
H S 前后反应混合物活性比较

样样 品 编 号号 122 0 CCC 715222

转转变数数 888 1666

999333 9444

转转变数数 I999 2444

9993

{

g” ___

、、 二 ’作
瞿裔森森

一
O C

Z
H

4
O

---

作作作活动内己位f不不

( 三 ) 钥上相邻两个空配位的保护

比较了 J月某些底物 (如 乙睛 ) 和用鳌形配位体 (如乙二醇基阴离子 ) 对钥上两个空

祝位的保护效果
。

乙肪本身是固氮酶的底物
,

能 以产
3一键型络合

,

在一定程度上保护M 。四L川 〕上的两

个配位不被S
瀚
占据

。

在活性i妞定中
,

又可被 H C 二 C H 等底物分子所排代或通过酶促还

原加氢反应除掉
。

但其络合能力很弱
,

所以这种保护作用有限
。

更大的缺点是这样的活动

配位体不能保证双立方烷中M ol v( 川
’
的两个可利用配位处于相邻的位置

,

可能更多是处

于间位
。

这样
,

虽然也能构成对底物作三核络合活化的构型
,

使得化学催化活性
、

选择

性都不错
,

但由于这种构型和铁钥辅基不同
,

粗结晶样品的重组活性很低 (
.
丧三9上3 c)

。

表三
、

模型化合物的重组生物活性

样样品编号号 还原乙决为乙烯烯 固 抓 成 氨氨 附 注注
[[[[[n M C ZH :/n M M o

‘

分]]] [n M N Z/n M M o
·

分JJJJJ

99913 CCCCC C H 3C N 为活动配位体体

333 18 AAA 5 .9(1子
。

7 )
***

777 0 1 2 5
之之 5

.
9

,

6

.

888

777 1 6
eee

( 1 3

.

1

,

1 8

.

3 )
半半

22222 888

.
括号内数据为柠檬酸盐交换后的重组活性
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—一一

一
一

一一
乙 二醇钠可通过它的两个烷氧基都络合到 M ol v 《’n

’
上

,

形成 叱较稳定的五元环
,

来

保证两个空配位是在相邻的位置上
。

这样的络合
,

在活性测定中又可通过水解解络
。

如

果所合成 的原子簇是双立方烷型的
,

则其作用机理如厦门模型 l ; 而如果是单立方烷型

的
,

则其作用机理如矍门模型 l
。

两者都应该导致较高的催化活性和较好的选择性
。

实验表明
,

采用这样的鳌形配位体
,

还原 乙炔为乙灯的选择性达9:一% 肠 (生成物

中 也有少量e
;
组分 )

。

而且在与 U w 好 重组后
,

酶变数提高百倍以上
。

从表三 可见
,

一

般为 6 左右 (柠檬酸盐交换后还会有明显提高
,

见下一点讨论 )
,

个 别 样品忿曾达 到 28

扣M C
ZH Z位M M

。
·

分l
。

最近
,

我们用其中两个样品,( 夕0125
2
和 入石

e )
,

测定 它 们

还原 N
Z 为N H

3的催化活性
,

酶变数分别达到 1
.
8 和 7

.
1In M N

:
/九 M M

o ,

分]
,

数次

实验都能很好地重复
,

约为这些样品还 原 乙炔为 乙 烯 酶变数的 工/4 (见表三 )
。

这与固

氮酶对 N
: 和对 C

ZH :还原酶变数的比例相符合
。

并且
,

样品经氧化后
,

对 c ZH : 还原

拍酶变数为 O 时
,

对 N
:
还原的酶变数也同时为 。

。

( 四 ) 外配位体的交换

我们曾报导I3J
,

以乙腊为活动配位体时
,

氯化物系列用柠檬酸盐进行外配位基置换

后
,

能显著地提高其催化活性
·

实验还表明
,

采用乙二醇基鳌形配位体时
, 以氯为夕嗜

位体的模型化合物
,

已经具有一定的重组活性
。

但在用柠檬酸盐处理后
,
重组生物活性

有显著提高
。

如样品 318 A 的酶变数由 ‘
.
9 提高到 17

.
7 , 样品 70卫25

2
由 6左右提高到

月一1权见表三 )
。

可能是在中性的济液中
,

这种 乙二醇基鳌形配位体更容易水解的缘故
。

( 五 ) 其 它

电化学方面实验 ( 由许书楷等测试 ) 表明
,

所合成的模型化合物还具有还原乙炔为

乙烯的电催化能力
,

选择性也在9, 务左右
。

顺磁共振实验 (由许金来等测试 ) 也有一些

初步的结果 砚用 M i
c了

os , 谊
一
E S R 3 型波谱仪在x 波段

、

夕7’ K 液氮温度下测定
,

因液氦

冷却循环装置尚未建 亿 )
。

这些工作以及电子光谱和拉曼光谱表征都正在电化组
、

波谱

组和光谱组进行
,

将另行报导
。
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