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大环多胺金属模拟酶催化水解梭曼机理研究
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摘要：为解决生物酶在战场应用环境中易失活且环境耐受性差的问题，我们合成了大环多胺双锌模拟酶配合物
２，６双｛［双（２羟乙基）氨基］甲基｝４甲基酚（ＺｎＬ２）．ＺｎＬ２对ＧＤ（Ｓｏｍａｎ，梭曼）具有较高的催化活性，能够实现
多次催化循环，并且在ＺｎＬ２与ＧＤ化学计量比为（０．５６∶１）的条件下水解率为１００％．使用高效液相色谱质谱与
核磁共振确定催化产物为甲氟膦酸酯、甲氟膦酸、甲基膦酸频哪酯与甲基膦酸，说明 ＺｎＬ２水解 ＧＤ为双平行反
应，反应途径分别为ＧＤ的Ｐ—Ｆ与Ｐ—Ｏ键的断裂．建立在实验的基础上，使用密度泛函理论（ＤＦＴ）的Ｂ３ＬＹＰ方
法，从Ｐ—Ｏ与Ｐ—Ｆ键断裂这两个平行反应方向对催化过程进行计算．计算结果表明：ＺｎＬ２上Ｏｔ末端醇盐作为
一个碱试剂去激活水分子，使其成为羟基并作为亲核试剂进攻中心磷原子，形成一个五配位的磷酰中间体，通过

进一步亲核进攻水解中间体形成最终Ｐ—Ｏ与Ｐ—Ｆ键断裂产物．ＺｎＬ２催化ＧＤ水解的活化能为分别为５．６ｋｃａｌ／
ｍｏｌ（Ｐ—Ｆ键断裂）和１１．５ｋｃａｌ／ｍｏｌ（Ｐ—Ｏ键断裂），说明Ｐ—Ｏ键断裂过程是ＧＤ酶促水解反应的速控步骤．
关键词：大环多胺金属模拟酶；催化水解；梭曼；密度泛函理论；亲核进攻
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　　神经性毒剂通过磷酰化乙酰胆碱酯酶活性位点
上的丝氨酸使其失去对乙酰胆碱酯的酶活性，因此

是化学战剂中致死性最强的一种毒剂［１］，制备能够

高效洗消神经性毒剂的催化剂一直是各国军方探究

的重点．近年来，国内外学者开始致力研究绿色环
保型神经性毒剂洗消剂［２－５］，以期能够在高效洗消

的同时对环境无损．其中，生物酶洗消剂因其绿
色、温和与高效的特性而倍受关注［６－７］．酶基洗消
剂虽然对神经性毒剂能够高效洗消，但仍存在生物

酶易受温度、ｐＨ值、溶剂、离子强度甚至湿度的影
响而失活的问题．为了在环境复杂的战场条件下，
保持生物酶洗消剂高催化活性的同时提高其环境耐

受性，国内外学者［８－１１］从上个世纪７０年代开始，就
开始研究人工模拟酶消毒剂，以期能够以其稳定、

不易失活、制备方便和成本低廉等优势，在战场上

取代生物酶产品而成为新一代的仿生洗消药剂．虽
然人工合成模拟酶消毒材料是模拟天然酶的活性中

心与作用机制设计与合成的，但是它的催化活性与

天然酶相比还存在差距．目前所报道的用于军用毒

剂的模拟酶有聚乙撑亚胺衍生物模拟酶［８］，改性聚

乙撑亚胺金属胶束模拟酶［９］，长链烷烃联氨配合物

铜离子胶束模拟酶［１１］，β环糊精单取代派生物
等［１２］．聚乙撑亚胺类模拟酶［８－９］只能对初始浓度

０．００８８ｍｇ／ｍＬ的 ＶＸ（维埃克斯）与０．０１２６ｍｇ／
ｍＬ的ＧＤ（Ｓｏｍａｎ，梭曼）具有较高的催化效率（

!

９９．９％），当提高底物浓度后，对 ０．１８ｍｇ／ｍＬ的
ＧＢ（Ｓａｒｉｎ，沙林）的半衰期最高仅为３７．７ｍｉｎ，对
０．２２ｍｇ／ｍＬ的ＧＤ的半衰期最高仅为６４．５ｍｉｎ，其
他模拟酶也只对初始浓度较低的军用毒剂有降解效

率，难以满足军用毒剂的降解需求（３０ｍｉｎ内对初
始浓度１０ｍｇ／ｍＬ的底物降解率需

!

９９．５％）．分
析其原因，现有的模拟酶大都以长链烷烃和环状β
环糊精为主要结构，更偏重于模拟酶的疏水性，弱

化了亲核进攻基团与金属协同的作用，作用机制也

与磷酸三酯酶（Ｐｈｏｓｐｈｏｔｒｉｅｓｔｅｒａｓｅ，ＰＴＥ）对ＧＤ的第
一步“碱性亲核试剂”（ＢａｓｅＮｕｃｌｅｏｐｈｉｌｅ）机理［１３－１５］

（见图１）并不相同，而且无法实现第二步的“亲核
试剂”（Ｎｕｃｌｅｏｐｈｉｌｅ）水解（见图２）．
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图１ＰＴＥ水解ＧＤ的“碱性亲核试剂”机理
Ｆｉｇ．１ＢａｓｅｎｕｃｌｅｏｐｈｉｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＧＤｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｂｙＰＴＥ

图２ＰＴＥ水解ＧＤ的“亲核试剂”机理
Ｆｉｇ．２ＮｕｃｌｅｏｐｈｉｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＧＤｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｂｙＰＴＥ

　　我们通过剖析磷酸三酯酶的活性中心结构与反
应机理，在国内外首次提出使用与磷酸三酯酶活性

中心结构相近、作用机制相同的大环多胺金属模拟

酶作为神经性毒剂水解酶的模型，研究了对神经性

毒剂ＶＸ的催化活性与反应机理［１６］．随后，我们又
使用活性较高的大环多胺双核金属模拟酶模板

ＺｎＬ１对ＧＢ进行了水解效率与机理分析，提出在配
合物ＺｎＬ１中引入比吡啶基团碱性更强的醇盐，以
减小ＺｎＬ１的正电荷，增加末端醇盐碱性的设计思
路，并最终获得对ＧＢ具有更高催化活性的模拟酶
配合物ＺｎＬ２［１７］．

为验证模拟酶配合物 ＺｎＬ２的高催化活性与广
谱性，探索其对ＧＤ的催化反应机理，我们将 ＺｎＬ２
应用于催化水解结构更加复杂的神经性毒剂 ＧＤ，
采用量化计算方法，结合实验数据，进一步探索了

ＺｎＬ２对ＧＤ的催化活性与机理，为神经性毒剂水解
模拟酶的制备与应用提供技术支持．

１实验部分

１．１实验仪器与试剂
２，６双（氯甲基）对甲基酚（实验室合成，纯度

!

９５％）；２吡啶甲醛（Ａｃｒｏｓ，纯度
!

９９％）；甲醇
（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，纯度

!

９９．９％）；乙醇胺（Ａｃｒｏｓ，
纯度

!

９９％）；硼氢化钠（Ａｃｒｏｓ，纯度
!

９９％）；四
氢呋喃（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，纯度

!

９９．９％）；二水合乙
酸锌（西陇化工股份有限公司，纯度

!

９９％）；二乙
醇胺（西陇化工股份有限公司，纯度
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９９％）；三乙
胺（Ａｃｒｏｓ，纯度

!

９９％）；六氟磷酸钾（Ａｃｒｏｓ，纯度

!

９９％）；ＨＥＰＥＳ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，纯度
!

９９．５％）；
ＧＤ（纯度

!

９９％）；所有溶液均用去离子水配制．
核磁共振波谱仪（ＮＭＲ）（Ｖａｒｉａｎ６００ＭＨｚＮＭＲ，

防化研究院），ＡｕｔｏＸＢＢ探头，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司，
１Ｈ共振频率为５９９．８ＭＨｚ，３１Ｐ共振频率为２４０．０
ＭＨｚ．Ａｎｇｉｌｅｎｔ６５２０ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳＱＴＯＦ高效液相
色谱四级杆飞行时间串联质谱仪．液相色谱条件：
Ａｎｇｉｌｅｎｔ１２００系列高效液相色谱仪，ＺＯＲＢＡＸＳＢ
Ｃ１８柱 （１５０ｍｍ×２．１ｍｍ，粒径 １．８μｍ），柱温
２５℃，进样量２０μＬ，流速０．２５ｍＬ／ｍｉｎ，流动相：
Ａ为甲醇，Ｂ为０．１％甲醇水溶液．梯度洗脱：０～
３ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为５∶９５；３～９ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为５０∶５０；
９～１４ｍｉｎ，Ａ为１００％；１４～２１ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为５∶
９５．质谱条件：ＡｎｇｉｌｅｎｔＧ６５２０ＭＳＱＴＯＦ质谱仪，
电喷雾离子源（ＥＳＩ），负离子电离模式（ＧＤ）．扫描
范围质荷比５０～１０００质量数，干燥气温度３５０℃，
流速８Ｌ／ｍｉｎ，雾化器压力３０ｐｓｉ，Ｖｃａｐ：３２００Ｖ．
１．２神经性毒剂水解模拟酶的合成与表征

配合物ＺｎＬ２（图３）的合成、表征方法与结果见
文献［１７］．
１．３量化计算方法

所有的计算都使用 ＤＦＴ理论中的 Ｂ３ＬＹＰ泛函
方法［１８－２０］，在 Ｇａｕｓｓｉａｎ０９软件包［２１］下运行，使用

Ｇａｕｓｓｉａｎ软件优化初始反应结构和反应过渡态结
构，获取相应能量，通过机理的确定得到结构改造

的方法．在几何结构的优化中，Ｃ、Ｈ、Ｏ、Ｎ和Ｆ元
素使用６３１Ｇ（ｄ，ｐ）基组，Ｐ使用６３１１＋Ｇ（２ｄ）基
组，Ｚｎ使用ＳＤＤ赝势基组［２２］，既考虑了重原子相
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图３配合物Ｌ２与ＺｎＬ２结构
Ｆｉｇ．３ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｌｉｇａｎｄＬ２ａｎｄｃｏｍｐｌｅｘＺｎＬ２

Ｌｉｇａｎｄａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓ：Ｌ２＝２，６ｂｉｓ｛［ｂｉｓ（２ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ）
ａｍｉｎｏ］ｍｅｔｈｙｌ｝４ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｏｌ

对论效应又考虑到计算资源的节省．基于这些优化
好的结构，更精确的能量通过对所有元素使用更大

的６３１１＋Ｇ（２ｄ，２ｐ）基组的单点计算获得．溶剂化
效应通过对优化好的结构运行连续极化模式

（ＣＰＣＭ）单点计算［２２－２５］获得．介电常数（ε）设为
８０．在与构型优化一样的理论水平上，针对优化好
的结构，运行频率计算来获得零点的能量（ＺＰＥ），
并确定驻点本质．必须指出，ＤＦＴ理论中范德华效
应的缺失，将导致彼此的原子之间过大的排斥作

用，特别是对于较大的基团或配体［２６］．因此，在研
究中，将使用Ｇｒｉｍｍｅ发展的经验公式［２７］进行色散

力校正．分子结构优化和能量单点计算都运用了色
散力校正．如果没有特别注明，文中的能量计算都
进行了ＺＰＥ、溶剂化效应和色散力校正．
１．４催化反应实验与机理分析

催化循环实验：每１ｍＬ模拟酶洗消液中包含
０．１４６ｍｍｏｌ催化剂，ＧＤ加入量为 ０．０６３ｍｏｌ（１０
ｍｇ），反应温度为２９８Ｋ，使用核磁３１Ｐ｛１Ｈ｝在线监
测ＧＤ浓度随时间的变化．每隔３０ｍｉｎ在反应体系
中加入０．０６３ｍｏｌ的ＧＤ，通过观察反应产物分析反
应机理．

机理分析：使用核磁３１Ｐ｛１Ｈ｝谱检测 ＧＤ不同
时间段的水解产物，使用二维氢磷相关核磁检测与

磷核相耦合的烷基或烷基酯基团结构信息［２８］，使

用高效液相色谱四级杆飞行时间串联质谱仪检测
终产物组成．

２结果与讨论
２．１催化循环反应结果

使用ＺｎＬ２对 ＧＤ进行催化循环，每隔３０ｍｉｎ
在含有０．１４６ｍｏｌ／ＬＺｎＬ２的反应体系中加入０．０６３

ｍｏｌ／Ｌ的 ＧＤ，通过 ＧＤ浓度随时间的变化确定
ＺｎＬ２对ＧＤ的催化活性（图４）．

图４ＺｎＬ２催化循环水解ＧＤ的浓度曲线
Ｆｉｇ．４ＴｈｅｐｌｏｔｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＧＤｖｓｔｉｍｅｉｎｔｈｅ

ＧＤｃｙｃｌｉｃｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙＺｎＬ２

　　从图４可以看出，ＺｎＬ２对ＧＤ具有较高的催化
循环活性，在１２３ｍｉｎ前，能够对初始浓度为０．０６３
ｍｏｌ／Ｌ的ＧＤ实现４次１００％水解的催化循环，１２３
ｍｉｎ后，第５次循环水解率为９８．８％，第６次催化
循环水解率为 ９１．１％，第 ７次为 ５５．５％．可见
ＺｎＬ２对ＧＤ的催化能力（０．５６∶１）远小于化学计量
比，是一个能够高效水解且催化循环 ＧＤ的模拟酶
催化剂．ＺｎＬ２作为神经性毒剂水解模拟酶，对高初
始浓度的ＧＤ（０．０６３ｍｏｌ／Ｌ）能够实现高效水解和催
化循环，目前报道的模拟酶对 ＧＤ的水解初始浓度
最高仅为１．１８×１０３ｍｏｌ／Ｌ［８］，还未见能够对神经性
毒剂实现高效催化循环的模拟酶催化剂的相关报

道．为了进一步了解ＺｎＬ２对 ＧＤ的催化循环机理，
我们使用核磁与高效液相色谱质谱仪进一步分析
产物．
２．２ＺｎＬ２对ＧＤ的催化水解产物与机理

使用核磁监测ＧＤ反应过程中目标物与产物的
变化情况，由于３１Ｐ｛１Ｈ｝丧失了耦合关系，只能通
过化学位移提供大致的结构信息，加上化学位移对

周围化学环境非常敏感，若对化合物进行准确指

认，还需要合成标准化合物进行比对，而二维氢磷

相关核磁共振检测能够提供与磷核相耦合的烷基或

烷基酯基团结构信息［２８］，且检测限比３１Ｐ｛１Ｈ｝低，
是较为准确化合物结构与组成的判定方法．因此，
为了准确监测消毒反应过程中的产物形成与变化规

律，将ＺｎＬ２对 ＧＤ的反应过程进行磷谱采集的同
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时又进行了二维氢磷相关分析．在反应刚开始时
（图５），反应产物中出现了少量的甲氟膦酸（化学
位移２６．０５与３０．０５ｐｐｍ）与大量的甲基膦酸频哪
酯（化学位移２４．７ｐｐｍ），磷谱上化学位移为２４．７

图５ＺｎＬ２催化水解ＧＤ的核磁１Ｈ３１Ｐ相关图谱

Ｆｉｇ．５１Ｈ３１ＰＨＭＱＣｓｐｅｃｔｒｕｍ

ｐｐｍ的谱峰与氢谱上的化学位移为１．２８ｐｐｍ的谱
峰相关，确认为甲基膦酸频哪酯．磷谱化学位移为
２６．０５与３０．０５ｐｐｍ的谱峰与氢谱１．４ｐｐｍ相关，
确认为甲氟膦酸．由此 ＺｎＬ２对 ＧＤ的主要水解产
物为甲基膦酸频哪酯，说明在反应过程中，主要朝

着Ｐ—Ｆ键断裂的方向进行，并产生了一个中间产
物甲氟膦酸．为此，我们通过催化循环的核磁图近
一步剖析反应机理．
　　反应８０ｍｉｎ时，出现了少量的甲氟膦酸酯（化
学位移３２．８８９ｐｐｍ）与大量的甲氟膦酸和甲基膦酸

图６ＺｎＬ２催化水解ＧＤ８０ｍｉｎ的核磁共振图
Ｆｉｇ．６ＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｒｅｃｏｒｄｅｄｏｆｔｈｅＺｎＬ２ｃａｔａｌｙｚｅｄ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＧＤｆｏｒ８０ｍｉｎ

频哪酯（见图６），说明当体系中Ｆ浓度达到一定比

例，Ｐ—Ｆ键的反应开始放缓，Ｐ—Ｏ键的反应仍继
续进行，因此产物甲氟膦酸酯与甲氟膦酸的比例增

加．随着反应继续进行，甲氟膦酸酯消失，反应产
物中只含有甲氟膦酸与甲基膦酸频哪酯（图７），说
明甲氟膦酸中的 Ｏ—Ｒ键比 Ｐ—Ｆ键更易断裂并生
成中间产物甲氟膦酸．

图７ＺｎＬ２催化水解ＧＤ１１０ｍｉｎ的核磁共振图
Ｆｉｇ．７ＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｒｅｃｏｒｄｅｄｏｆｔｈｅＺｎＬ２ｃａｔａｌｙｚｅｄ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＧＤｆｏｒ１１０ｍｉｎ

　　当反应完成，体系中的甲氟膦酸消失（图８），
甲基膦酸频哪酯减少，产物中开始出现甲基膦酸并

逐渐增多，可见大部分的甲氟膦酸已经转化为甲基

膦酸，但是甲基膦酸频哪酯并未完全转化，可见甲

氟膦酸中的 Ｐ—Ｆ键较甲基膦酸频哪酯中的 Ｐ—Ｏ
键更易断裂．

图８ＺｎＬ２催化水解ＧＤ酶促终产物核磁共振图
Ｆｉｇ．８ＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｒｅｃｏｒｄｅｄｏｆｆｉｎａｌｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｔｈｅＧＤ

ｃａｔａｌｙｚｅｄｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｂｙＺｎＬ２

　　使用高效液相色谱质谱仪分析 ＧＤ水解最终
产物组成，进一步确定核磁的检测结果，见图９．
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图９ＺｎＬ２催化水解ＧＤ的产物高效液相气相质谱图
Ｆｉｇ．９ＨＰＬＣＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎＧＤｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙＺｎＬ２
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　　由液相色谱质谱分析结果可见，ＺｎＬ２催化水
解ＧＤ过程中，产生的主要产物为：甲基膦酸（图
９．Ｂ，在负离子响应模式下，质荷比９４．９９０４ｍ／ｚ，
实测质荷比９４．９９０７ｍ／ｚ），甲基膦酸频哪基酯（图
９．Ｃ，保留时间为 ９．４ｍｉｎ，质谱图含有质荷比
９４．９９０４ｍ／ｚ的碎片，在负离子响应模式下，准分
子离子峰为１７９．０８４３ｍ／ｚ，实测质荷比１７９．０８４０
ｍ／ｚ，因为在电喷雾离子源模式下，甲基膦酸频哪
基酯的频哪基非常容易脱落，产生质荷比９４．９９０４
ｍ／ｚ的特征碎片，可根据此特征碎片刻判定为甲基
膦酸频哪基酯）与甲氟膦酸（图 ９．Ｄ，在负离子响

应模式下，质荷比 ９６．９８６０ｍ／ｚ，实测质荷比
９６．９８６４ｍ／ｚ），进一步验证了核磁的分析结果．由
此可分析ＺｎＬ２催化水解 ＧＤ的机理为（图１０）：在
ＺｎＬ２进攻ＧＤ中心磷原子的过程中，Ｐ—Ｆ键首先
断裂，随着产物甲基膦酸频哪基酯的大量生成，反

应速度降低，反应开始朝着 Ｐ—Ｏ键断裂的方向进
行，逐渐生成甲基膦酸频哪基酯与甲氟膦酸酯，随

着亲核进攻的进一步深入，甲基膦酸频哪基酯中的

Ｐ—Ｏ键断裂形成甲基膦酸．而甲氟膦酸酯中的
Ｐ—Ｆ键断裂生成甲氟膦酸酯，随后Ｐ—Ｏ键断裂生
成甲基膦酸．

图１０ＺｎＬ２催化水解ＧＤ的产物及路径
Ｆｉｇ．１０ＰｒｏｄｕｃｔｓａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＧＤｃａｔａｌｙｚｅｄｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｂｙＺｎＬ２

　　ＧＤ的反应机理中，Ｐ—Ｆ键断裂过程与 ＧＢ中
羟基自由基进攻Ｐ原子的方式基本相同，不同的是
Ｐ—Ｏ键的断裂．分析原因，是因为ＧＤ中 Ｐ—Ｏ键
上的烷基链的扩大，导致空间位阻增强，使得 ＧＤ
的烷基链比ＧＢ的烷基链更容易离去，因此，在反
应过程中产生了 Ｐ—Ｏ键断裂的产物．而甲基膦酸
频哪酯并不能算真正意义上亲核进攻的最终产物，

只有Ｐ—Ｏ键与Ｐ—Ｆ键同时断裂，产生甲基膦酸，
才意味着模拟酶对底物的亲核进攻过程真正完成．

从ＧＤ酶促水解机理分析可知，ＧＤ的酶促反
应是一个典型的平行反应，在平行反应中，当各产

物的起始浓度为零时，在任一瞬间，各产物浓度之

比等于速率系数之比，因此活化能之比也与产物的

浓度有关，可根据活化能之比计算出各个产物浓度

所占的比例，也可以通过各个平行反应的活化能来

计算平行反应速率之比．但是在实际的 ＧＤ酶促反
应中，无法控制平行反应的进行方向．因此，各个
平行反应的活化能是无法通过实验获得的．为此，
我们提出，使用密度泛函理论（ＤＦＴ）的 Ｂ３ＬＹＰ方
法（包含Ｇｒｉｍｍｅ范德华力校正）优化驻点结构，并

计算驻点能量，推测 ＧＤ酶促反应的机理，得到各
个平行反应的活化能．
２．３量化计算机理分析

在计算过程中，从 Ｐ—Ｏ与 Ｐ—Ｆ键断裂这两
个方向进行反应复合物结构（命名为 Ｒｅａｃｔ）、中间
体（命名为Ｉｎｔ１）、过渡态（命名为 ＴＳ１和 ＴＳ２）与
产物结构（命名为Ｐｒｏｄ）的优化．

首先，从Ｐ—Ｆ键断裂的反应方向，我们优化
得到了 ＺｎＬ２、ＧＤ与各水分子结合的复合物（图
１１），其中３个水分子分别定义为 Ｗａｔ１、Ｗａｔ２与
Ｗａｔ３（图１１）．从图１１可以看到，Ｗａｔ１水分子与
Ｏｔ和Ｏμ形成两个氢键，并与 ＧＤ中心 Ｐ原子保持
在合理的距离上（Ｐ—ＯＷ＝３．２５?）．从 Ｒｅａｃｔ开
始，Ｗａｔ１对Ｐ原子亲核进攻的过渡态已经被优化
出来，并被频率分析确证为一级鞍点．虚拟频率为
６３ｉｃｍ－１．结果表明，随着 Ｐ—ＯＷ 键的形成，一个
Ｗａｔ１中的质子被传递到Ｏｔ原子上，形成一个五配
位的磷酰中间体．这清晰地表明，Ｏｔ末端醇盐实质
上作为一个碱试剂来激活 Ｗａｔ１，使后者成为一个
羟基并最终作为亲核试剂．在过渡态ＴＳ１和中间产

０８５ 　　　　　　　　　　　　　　分　　子　　催　　化　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第２９卷　



图１１ＺｎＬ２催化水解ＧＤ驻点优化结构（Ｐ—Ｆ键断裂）
Ｆｉｇ．１１ＯｐｔｉｍｉｚｅｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｏｉｎｔｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅＺｎＬ２ｃａｔａｌｙｚｅｄｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＧＤ（ｃｌｅａｖａｇｅｏｆＰＦｂｏｎｄ）

物Ｉｎｔ１中，Ｐ—ＯＷ距离分别为２．２３和１．７５?．随
着Ｐ—ＯＷ键的形成，Ｐ—ＯＰ双键从１．４８?伸长到
１．５３?，表明 ＯＰ的负电荷增加了．同时，ＯＰ与
Ｚｎ２之间的距离从 Ｒｅａｃｔ的２．２?减小到 ２．０５?，

Ｚｎ２离子通过稳定 ＯＰ原子的负电荷发挥了主要的
催化作用．这个反应步骤的能垒非常低（５．８ｋｃａｌ／
ｍｏｌ，图１２），说明这步亲核进攻过程是非常快速
的．Ｉｎｔ１中间产物的能量比Ｒｅａｃｔ高２．８ｋｃａｌ／ｍｏｌ．
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图１２ＺｎＬ２催化水解ＧＤ的势能面
Ｆｉｇ．１２ＰｏｔｅｎｔｉａｌｅｎｅｒｇｙｓｕｒｆａｃｅｆｏｒｔｈｅＺｎＬ２ｃａｔａｌｙｚｅｄ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＧＤ

　　因为中心 Ｐ原子在 Ｉｎｔ１中变成五配位，所以
原则上 Ｐ—Ｆ键已经很容易断裂了，因此 Ｐ—Ｆ键
断裂的过渡态被进一步优化处理，计算出它的虚拟

频率为８７ｉｃｍ－１．ＴＳ２是一个非常延迟的过渡态，
它的 Ｐ—Ｆ间距为 ２．６７?．随后的中间产物（即
Ｐｒｏｄ，图１２）比Ｒｅａｃｔ低１７．１ｋｃａｌ／ｍｏｌ．第二步

Ｐ—Ｆ键断裂的反应步骤的能垒同样很低（４．０ｋｃａｌ／
ｍｏｌ，以Ｒｅａｃｔ为参考），甚至比ＴＳ１还要低．这表明
Ｗａｔ１亲核进攻中心磷原子的第一阶段是决速步骤，
并且计算所得的ＺｎＬ２催化ＧＤ水解的综合活化能为
５．６ｋｃａｌ／ｍｏｌ．值得一提的是，在计算过程中，我们
将介电常数从水的介电常数值（８０）变换为表面活性
剂ＣＴＡＢ的介电常数值（３０）［２９］，并重新进行活化能
的计算，计算结果与原值仅相差０．３ｋｃａｌ／ｍｏｌ，说明
从计算的角度来说，在ＺｎＬ２的水解体系中介电常数
值的影响并不显著．然而我们在实验中发现，当
ＺｎＬ２体系中的介质从水变换为ＣＴＡＢ胶束溶剂的时
候，反应速率增加了 ３．９倍，活化能减小了 ３．１５
ｋｃａｌ／ｍｏｌ，由此可见，量化计算的精度仅限于不含表
面活性剂的介质体系，对于含有表面活性剂或者助

溶剂的体系，由于成分复杂，需要加入助溶剂分子与

底物的计算才能够达到较为精确的结果．
　　随后，我们从 Ｐ—Ｏ键断裂的角度，优化了
ＺｎＬ２与ＧＤ底物及３个小分子形成的复合物（定义
为Ｒｅａｃｔ，见图 １３）．从图中可见，Ｗａｔ１水分子

图１３ＺｎＬ２催化水解ＧＤ驻点优化结构（Ｐ—Ｏ键断裂）
Ｆｉｇ．１３ＯｐｔｉｍｉｚｅｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｏｉｎｔｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅＺｎＬ２ｃａｔａｌｙｚｅｄｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＧＤ（ｃｌｅａｖａｇｅｏｆＰ—Ｏｂｏｎｄ）
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分别与桥接醇盐（Ｏμ）和端基醇盐（Ｏｔ）形成氢键．
Ｗａｔ１的氧原子（ＯＷ）与底物磷原子之间的距离为
２．７５?．
　　从Ｒｅａｃｔ开始，我们优化得到了一个 Ｗａｔ１进
攻底物磷原子的过渡态（即图１３中的ＴＳ）．频率分
析计算证明，该过渡态为一级鞍点，具有一个４５０
ｃｍ－１的虚拟频率．该虚拟频率的振动模式指出，随
着Ｐ—ＯＷ键的生成，Ｗａｔ１水分子中的一个质子迁
移给了 Ｏｔ氧原子，生成了一个五配位的磷酰基中
间体（即图１３中的Ｉｎｔ）．这表明，Ｏｔ端基醇盐担任
了激活Ｗａｔ１水分子的一个碱，使得后者转变为一
个亲核能力更强的氢氧根，从而促进针对底物的亲

核进攻的发生．随着 Ｐ—ＯＷ 键的生成，磷酰基氧
（ＯＰ）到Ｐ的距离从Ｒｅａｃｔ的１．４７?拉长到Ｉｎｔ中的
１．５２?（ＴＳ中的距离为１．５１?）．同时，ＯＰ到Ｚｎ２
离子的距离从Ｒｅａｃｔ的２．１３?拉长到Ｉｎｔ中的２．０４
?（ＴＳ中的距离为２．０７?）．这些结果表明，Ｚｎ２
离子通过稳定磷酰基氧上形成的负电荷，发挥了主

要的催化作用．这步反应的能垒很低，只有 ７．８
ｋｃａｌ／ｍｏｌ，表明这是一步极为快速的过程．生成的
Ｉｎｔ中间体比反应物高６．８ｋｃａｌ／ｍｏｌ．

随着五配位的中间体（Ｉｎｔ）的生成，Ｉｎｔ中离去
基团的Ｐ—Ｏ键应该比较容易断裂，并最终生成一
个醇和一个四配位的膦酸酯产物．然而，我们没能
成功优化出相应的过渡态，只优化得到了最终的产

物（即图１３中的Ｐｒｏｄ）．该产物的能量比 Ｒｅａｃｔ低
２３．９ｋｃａｌ／ｍｏｌ（见图１４）．为估计该步反应的活化
能，扫描了Ｐ—Ｏ键断裂的过程，其中的能量最高
点结构作为猜测的过渡态（即图１４中的 ＴＳ＇），其

图１４ＺｎＬ２催化水解ＧＤ的势能面
Ｆｉｇ．１４ＰｏｔｅｎｔｉａｌｅｎｅｒｇｙｓｕｒｆａｃｅｆｏｒｔｈｅＺｎＬ２ｃａｔａｌｙｚｅｄ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＧＤ

能量为估计的 Ｐ—Ｏ键断裂活化能（１１．５ｋｃａｌ／
ｍｏｌ）．这个能量值比 Ｐ—Ｆ键断裂的能量值要高

５．９ｋｃａｌ／ｍｏｌ．可见Ｐ—Ｏ键断裂是ＧＤ酶促反应的
速控步骤．根据活化能计算出各个平行反应速率，
见表１．

表１ＺｎＬ２对ＧＤ的酶促水解平行反应动力学参数
Ｔａｂｌｅ．１Ｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐａｒａｌｌｅｌｒｅａｃｔｉｏｎｉｎ

ＺｎＬ２ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＧＤ

Ｅａ／（ｋｃａｌ／ｍｏｌ） ｋｃａｔ／（ｓ
－１）

Ｐ—Ｆ ５．６ ４．９×１０８

Ｐ—Ｏ １１．５ ２．３×１０４

表１的数据表明，Ｐ—Ｆ键和Ｐ—Ｏ键断裂的反
应速率都很高，表明 ＺｎＬ２能够快速催化 ＧＤ的分
解，相对来说，Ｐ—Ｆ键断裂的反应速率比Ｐ—Ｏ键
断裂快了约２万倍，因此Ｐ—Ｆ键断裂的产物更多．

从量化计算结果可以看出，在 ＺｎＬ２催化水解
ＧＤ的过程中，催化剂只是起到了激活体系中的水
分子成为亲核进攻试剂，同时稳定质子的作用，本

身没有消耗，因此能够实现多次高效催化循环．

３结论
根据磷酸三酯酶活性中心的剖析结果，设计并

合成了大环多胺金属模拟酶配合物．我们将配合物
ＺｎＬ２用于ＧＤ的催化水解，实验结果表明 ＺｎＬ２对
ＧＤ具有很高的催化活性，在１２３ｍｉｎ内，就能够对
初始浓度为 ０．０６３ｍｏｌ／Ｌ的 ＧＤ实现水解率为
１００％的４次催化循环．使用核磁共振的３１Ｐ｛１Ｈ｝
谱、１Ｈ３１Ｐ相关谱以及高效液相色谱质谱在线监
测ＺｎＬ２对ＧＤ的催化循环产物，得出反应机理为：
反应初期，ＧＤ的Ｐ—Ｆ键断裂为主要反应方向，随
着 Ｐ—Ｆ键断裂产物的增加，反应逐渐开始向着
Ｐ—Ｏ键断裂方向前进，最后Ｐ—Ｆ键与Ｐ—Ｏ键反
应中间产物进一步断键转化为甲基膦酸．使用 ＤＦＴ
中的Ｂ３ＬＹＰ方法，从 Ｐ—Ｏ与 Ｐ—Ｆ键断裂这两个
方向进行反应结构、中间体、过渡态与产物结构的

优化，计算结果表明：Ｗａｔ１水分子与 Ｏｔ和 Ｏμ形
成两个氢键，随着Ｐ—ＯＷ键的形成，一个Ｗａｔ１中
的质子被传递到 Ｏｔ原子上，形成一个五配位的磷
酰中间体，Ｏｔ末端醇盐实质上作为一个碱试剂来激
活Ｗａｔ１，使后者成为一个羟基并最终作为亲核试
剂．ＺｎＬ２催化ＧＤ水解的综合活化能为分别为５．６
ｋｃａｌ／ｍｏｌ（Ｐ—Ｆ键断裂）和１１．５ｋｃａｌ／ｍｏｌ（Ｐ—Ｏ键
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断裂），反应速率分别为４．９×１０８与２．３×１０４ｓ－１，
证明ＺｎＬ２是一个对 ＧＤ具有高催化水解活性且能
多次催化循环的模拟酶催化剂．
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ｅｌｅｃｔｒｏｎｄｅｎｓｉｔｙ［Ｊ］．ＰｈｙｓＲｅｖＢ，１９８８，３７（２）：７８５－
７８９．
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［２１］ＦｒｉｓｃｈＭＪ，ＴｒｕｃｋｓＧＷ，ＳｃｈｌｅｇｅｌＨＢ．Ｇａｕｓｓｉａｎ０９ｒｅ
ｖｉｓｉｏｎＤ．０１［ＤＢ／ＣＤ］．ＷａｌｌｉｎｇｆｏｒｄＣＴ：ＧａｕｓｓｉａｎＩｎｃ，
２００９．

［２２］ＣａｏＸＹ，ＭｉｃｈａｅｌＤ．Ｖａｌｅｎｃｅｂａｓｉｓｓｅｔｓｆｏｒｒｅｌａｔｉｖｉｓｔｉｃ
ｅｎｅｒｇｙｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｓｍａｌｌｃｏｒｅｌａｎｔｈａｎｉｄｅｐｓｅｕｄｏｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ
［Ｊ］．ＪＣｈｅｍＰｈｙｓ，２００１，１１５（１６）：７３４８－７３５５．

［２３］ ＫｌａｍｔＡ，ＳｃｈｕｕｒｍａｎｎＧ．ＣＯＳＭＯ：Ａｎｅｗａｐｐｒｏａｃｈｔｏ
ｄｉｅｌｅｃｔｒｉｃｓｃｒｅｅｎｉｎｇｉｎｓｏｌｖｅｎｔｓｗｉｔｈｅｘｐｌｉｃｉｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｆｏｒｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｅｎｅｒｇｙａｎｄｉｔｓｇｒａｄｉｅｎｔ［Ｊ］．ＪＣｈｅｍＳｏｃ
ＰｅｒｋｉｎＴｒａｎｓ，１９９３，２（５）：７９９－８０５．

［２４］ＣａｍｍｉＲ，ＭｅｎｎｕｃｃｉＢ，ＴｏｍａｓｉＪ．ＳｅｃｏｎｄｏｒｄｅｒＭｌｌｅｒ
ｐｌｅｓｓｅｔａｎａｌｙｔｉｃａｌｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｆｏｒｔｈｅｐｏｌａｒｉｚａｂｌｅｃｏｎｔｉｎｕ
ｕｍｍｏｄｅｌｕｓｉｎｇｔｈｅｒｅｌａｘｅｄｄｅｎｓｉｔｙａｐｐｒｏａｃｈ［Ｊ］．ＪＰｈｙｓ
ＣｈｅｍＡ，１９９９，１０３（４５）：９１００－９１０８．

［２５］ ＢａｒｏｎｅＶ，ＣｏｓｓｉＭ．Ｑｕａｎｔｕｍｃａｌｃｕａｔｉｏｎｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｅｎｅｒｇｉｅｓａｎｄｅｎｅｒｇｙｇｒａｄｉｅｎｔｓｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎｂｙａｃｏｎｄｕｃｔｏｒ
ｓｏｌｖｅｎｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＪＰｈｙｓＣｈｅｍＡ，１９９８，１０２（１１）：
１９９５－２００１．

［２６］ＳｉｅｇｂａｈｎＰＥＭ，ＢｌｏｍｂｅｒｇＭＲＡ，ＣｈｅｎＳＬ．Ｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｖａｎｄｅｒｗａａｌｓｅｆｆｅｃｔｓｉｎｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｍｅｔａｌｃｏｍｐｌｅｘｅｓ

［Ｊ］．ＪＣｈｅｍＴｈｅｏｒｙＣｏｍｐｕｔ，２０１０，６（７）：２０４０－
２０４４．

［２７］ＧｒｉｍｍｅＳ，ＡｎｔｏｎｙＪ，ＥｈｒｌｉｃｈＳ，ｅｔａｌ．Ａｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔａｎｄ
ａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｉｎｉｔｉｏｐａｒａｍｅｔｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｄｅｎｓｉｔｙｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ（ＤＦＴＤ）ｆｏｒｔｈｅ９４ｅｌｅｍｅｎｔｓＨＰｕ
［Ｊ］．ＪＣｈｅｍＰｈｙｓ，２０１０，１３２（１５）：１５４１０１－１５４１０４．

［２８］ＺｈｏｎｇＪｉｎｙｉ（钟近艺），ＺｈｅｎｇＨｅ（郑 禾），ＣｕｉＹａｎ（崔
燕）．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ１Ｈ３１Ｐ ｉｎｖｅｒｓｅ
ＮＭＲｐｕｌｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
ｃｈｅｍｉｃａｌｗａｒｆａｒｅａｇｅｎｔｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓ（二维反
式氢磷相关脉冲序列设计及在含磷化学毒剂分析中

的应用）［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＡｎａｌｙＣｈｅｍ（分析化学研究报
告）．２０１４，４２（７）：９７５－９７９．

［２９］ ＱｉＷｅｎｂｉｎｇ（戚文彬），ＷａｎｇＧｅｎｇ（王 耕）．Ｓｔｕｄｉｅｓ
ｏｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＩｏｎｉｃＮｏｎｉｏｎｉｃｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓｏｎｃｏｌｏｒｒｅａｃ
ｔｉｏｎａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＩＶ：Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓａｎｄ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｄｉｅｌｅｃｔｒｉｃｃｏｎｓｔａｎｔｓｏｆｃｏｌｏｒｒｅａｇｅｎｔｓｉｎｍｉｃｅｌｌａｒ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ（离子型非离子型混合表面活性剂对显色反
应作用的研究及应用）［Ｊ］．ＡｃｔａＣｈｉｍＳｉｎ（化学学
报），１９８８，４６（２）：１８７－１９０．

ＴｈｅＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＧＤＨｙｄｒｏｌｙｓｉｓＣａｔａｌｙｚｅｄｂｙ
ＭａｃｒｏｃｙｃｌｉｃＰｌｏｙａｍｉｎｏＭｅｔａｌＡｒｔｉｆｉｃｉａｌＥｎｚｙｍｅ

ＧＵＯＮａｎ１，ＣＨＥＮＳｈｉｌｕ２，ＬＩＵＪｉｎｇｑｕａｎ１，ＳＨＩＲｕｉｘｕｅ１，ＺＨＯＮＧＪｉｎｙｉ１

（１．ＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＤｅｆｅｎｃｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０２２０５，Ｃｈｉｎａ；
２．ＢｅｉｊｉｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｆｏｒｓｏｌｖｉｎｇｔｈｅｐｒｏｂｌｅｍｓｏｆｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｗｅａｋｅｎｄｕｒａｎｃｅｏｆｎａｔｕｒａｌｅｎｚｙｍｅｓｉｎｂａｔｔｌｅｆｉｅｌｄｅｎｖｉｒｏｎ
ｍｅｎｔ，ｔｈｉｓｐａｐｅｒｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔａｂｉｎｕｃｌｅａｒｚｉｎｃａｒｔｉｆｉｃｉａｌｅｎｚｙｍｅ（ＺｎＬ２），ｉ．ｅ．ａｃｏｍｐｌｅｘｏｆｔｗｏＺｎ（ＩＩ）ｉｏｎｓｗｉｔｈ
ａｍａｃｒｏｃｙｃｌｉｃｐｌｏｙａｍｉｎｏｌｉｇａｎｄ（２，６ｂｉｓ｛［ｂｉｓ（２ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ）ａｍｉｎｏ］ｍｅｔｈｙｌ｝４ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｏｌ，ＺｎＬ２），ｈａｓａ
ｈｉｇｈｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｒｃｙｃｌｉｃｃａｔａｌｙｚｉｎｇｏｆＧＤ（Ｓｏｍａｎ），ｗｉｔｈａ１００％ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｂｔａｉｎｅｄａｔａｓｔｏｉｃｈｉｏｍｅｔｒｙｒａ
ｔｉｏｏｆ０．５６∶１（ＺｎＬ２∶ＧＤ）．ＵｓｉｎｇｉｎｓｉｔｕＮＭＲａｎｄＨＰＬＣＭＳ，ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍｔｈｅＺｎＬ２ｃａｔａｌｙｚｅｄｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ｏｆＧＤｈａｖｅｂｅｅｎｖｅｒｉｆｉｅｄｔｏｉｎｃｌｕｄｅｍｅｔｈｙｌｐｈｏｓｐｈｏｎｉｃａｃｉｄ，ｐｉｎａｙｌｍｅｔｈｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｓｐｈｏｎｉｃａｃｉｄａｎｄ
ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ．ＴｈｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｒｅａｒｅｔｗｏｐａｒａｌｌｅｌｒｅａｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＧＤ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｖｏｌｖｉｎｇ
ｔｈｅｃｌｅａｖａｇｅｓｏｆｔｈｅＰ—ＦａｎｄＰ—ＯｂｏｎｄｓｉｎｔｈｅＧＤｓｕｂｓｔｒａｔｅ．Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｖａｌｉｄａｔｅｄｂｙｔｈｅ
ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔＢ３ＬＹＰｍｅｔｈｏｄｏｆＤＦＴ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｐｏｓｅｄａｓｉｍｉｌａｒｓｔｅｐｗｉｓｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｆｏｒｔｈｅｐａｒａｌｌｅｌｒｅａｃｔｉｏｎｓ，ｉ．ｅ．
ａｎｕｃｌｅｏｐｈｉｌｉｃａｔｔａｃｋｏｎｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｐｈｏｓｐｈｏｒｂｙａｗａｔｅｒａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙａｌｉｇａｎｄａｌｋｏｘｉｄｅｌｅａｄｉｎｇｔｏａｐｅｎｔａｃｏｏｒｄｉ
ｎａｔｅｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ（ｔｈｅｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰ—Ｆ
ｏｒＰ—Ｏｂｏｎｄ）．ＴｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｅｎｅｒｇｙｏｆｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＧＤｂｙＺｎＬ２ｃａｔａｌｙｓｉｓｗｅｒｅ５．６ｋｃａｌ／ｍｏｌ（Ｐ—Ｆｂｒｅａｋ
ｄｏｗｎ）ａｎｄ１１．５ｋｃａｌ／ｍｏｌ（Ｐ—Ｏｂｒｅａｋｄｏｗｎ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｕｓｔｈｅＰ—Ｏｂｒｅａｋｄｏｗｎｉｓｔｈｅｒａｔｅｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ
ｓｔｅｐｏｆＧＤｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｉｚａｔｉｏｎ．
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