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激光与光电子学进展
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紫外照射下高铁肌红蛋白变化的同步荧光光谱指认
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摘要　研究了猪心肌和马心肌高铁肌红蛋白（ｐＭｅｔＭｂ、ｈＭｅｔＭｂ）被紫外光照射后的荧光光谱变化，紫外光照射时

间共设６个梯度，分别是０、５、１０、２０、３０、６０ｍｉｎ。随着紫外光的照射，ＭｅｔＭｂ高级结构发生蜕变。利用同步荧光光

谱指认了紫外照射对酪氨酸（Ｔｙｒ）和色氨酸（Ｔｒｐ）的影响，紫外照射０～５ｍｉｎ氨基酸残基吸收强度减小；５～３０ｍｉｎ

吸收强度总体保持上升趋势；３０～６０ｍｉｎ吸收强度减小。且指认出 ＭｅｔＭｂ中Ｔｒｐ在该蛋白质肽链中的比例高于

Ｔｙｒ，ｐＭｅｔＭｂ和ｈＭｅｔＭｂ两种荧光光谱谱征变化类似。进一步指认了 ＭｅｔＭｂ的ｈｅｍｅＦｅ
３＋荧光谱征变化，照射

５ｍｉｎ时ｈｅｍｅＦｅ３＋荧光吸收强度降低，１０ｍｉｎ时荧光吸收强度有所跳跃，２０ｍｉｎ后持续下降，ｈｅｍｅＦｅ３＋高级结构

明显降解或被破坏，可能是 ＭｅｔＭｂ丧失生物活性的又一荧光光谱变化特征。

关键词　光谱学；紫外光照射；高铁肌红蛋白；ｈｅｍｅＦｅ３＋残基；氨基酸残基
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１　引　　言

肌红蛋白（Ｍｂ）在生物体内起着储存氧和促进氧在细胞中扩散的作用，它由一条多肽链和一个血红素残

基（ｈｅｍｅ）构成，血红素残基由位于中心的一个铁离子和卟啉环组成
［１］。铁离子有６条键，４条与卟啉环的

吡啶氮结合，第５条与 Ｍｂ肽链近端的９３位组氨酸（Ｈｉｓ）结合
［２］，剩下的第６条键可以与羟基结合，即形成

高铁肌红蛋白（ＭｅｔＭｂ）
［３］。当 Ｍｂ转化成 ＭｅｔＭｂ时，亚铁血红素中的亚铁离子氧化为三价铁离子

［４］。紫

外（ＵＶ）光是一种高能量的短波辐射
［５］，当蛋白质受到紫外照射时会产生单线态氧（１Ｏ２）等自由基

［６］。自由

基对蛋白质进攻的位置主要是氨基酸的侧链和肽链骨架，这种攻击会使得蛋白质发生片段化和聚合作用［７］。

为此，本文利用荧光光谱学方法来研究紫外诱导下猪心肌高铁肌红蛋白（ｐＭｅｔＭｂ）的分子结构动态变

化及其与马心肌高铁肌红蛋白（ｈＭｅｔＭｂ）的荧光光谱的差异。

２　实　　验

２．１　实验材料

实验采用纯度高于９３％的ｐＭｅｔＭｂ，由本实验室从猪心肌中制备
［８］；纯度高于９０％的ｈＭｅｔＭｂ，购自美

国Ｓｉｇｍａ公司。

２．２　实验仪器及光谱条件

实验仪器包括ＬＳ５０Ｂ荧光分光光度计（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）和ＺＷ１５Ｓ１９Ｗ 紫外照射仪（江苏巨光光电有限

公司）。工作条件设定为６００ｎｍ／ｍｉｎ的扫描速度和中等响应时间，狭缝宽度为１０ｎｍ
［９］。其他工作条件也

严格控制，尤其是 ＭｅｔＭｂ溶液工作环境。

２．３　实验方法

移取１．５ｍＬ２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭｅｔＭｂ溶液至１．５ｍＬｄｏｒｆ管中，放置在暗箱中，在距离１５Ｗ 紫外灯１０ｃｍ

处进行紫外光照，在紫外照射过程中，每隔一段时间取样测量，条件设计如表１所示
［１０］。取２ｍＬ

０．２ｍｍｏｌ／ＬＭｅｔＭｂ溶液，置于１ｃｍ石英比色皿中，进行荧光光谱实验。通过同步荧光研究 ＭｅｔＭｂ酪氨

酸（Ｔｙｒ）残基、色氨酸（Ｔｒｐ）残基和卟啉环（ｈｅｍｅＦｅ
３＋）残基在紫外照射下的变化。实验采用的波长差为

Δλ＝２０ｎｍ，８０ｎｍ和１６７ｎｍ。

表１ 紫外照射 ＭｅｔＭｂ同步荧光光谱条件设计

Ｔａｂｌｅ１ ＤｅｓｉｇｎｏｆｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｏｆＭｅｔＭｂｕｎｄｅｒｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

Ｓａｍｐｌｅ ｐＭｅｔＭｂ，ｈＭｅｔＭｂ

Ｎｕｍｂｅｒ ３

ＷａｖｅｌｅｎｇｔｈｉｎｔｅｒｖａｌΔλ／ｎｍ ２０，８０，１６７

ＵＶｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｔｉｍｅ犜／ｍｉｎ ０，５，１０，２０，３０，６０

２．４　图谱分析与数据处理

采用Ｏｒｉｇｉｎ６．０软件（ＧＦ３Ｓ５９４８９＼７８０００００）解析 ＭｅｔＭｂ荧光光谱和高级结构，并经计算机对图像信

号进行加权处理，得到珡犡±σ（珡犡 为均值，σ为标准差）标准图谱，且σ＜０．０５。用ＳＰＳＳ１０．０软件（ＩＳＢＮ７

９８０００９０６１）对所有数据进行组间差异性比较，当差异显著或极显著时，分别用狆＜０．０５或狆＜０．０１表示。

３　结果与讨论

以２０、８０、１６７ｎｍ波长差（Δλ）分别进行 ＭｅｔＭｂ的同步荧光光谱分析，来研究 ＭｅｔＭｂ的氨基酸残基和

ｈｅｍｅＦｅ３＋残基的官能团荧光光谱位置以及这些残基在紫外诱导下的变化。

３．１　紫外照射对 犕犲狋犕犫中犜狔狉残基的干扰

同步荧光光谱图中ｈＭｅｔＭｂ和ｐＭｅｔＭｂ都在３１２ｎｍ出现特征峰，此特征峰为肽链中Ｔｙｒ残基的特征

峰［１１，１２］，其吸收强度［强度值采用任意单位（ａ．ｕ．）］前者达到１０８．１５，后者达到２０１．３１，无紫外照射时为对照

组（ＣＫ），如图１、图２所示。与对照组相比，在相同光谱条件下，紫外照射可使蛋白质肽链中Ｔｙｒ残基荧光

光谱发生改变。研究发现紫外光照射５～２０ｍｉｎ时，３１２ｎｍ处 ＭｅｔＭｂ中Ｔｙｒ残基的荧光特征峰的波长由

３１２ｎｍ变为３１３．５ｎｍ，基本没有发生变化。紫外光照射５～２０ｍｉｎ时，３１２ｎｍ处ｈＭｅｔＭｂ中Ｔｙｒ残基的
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荧光吸收强度由１７７．９５上升为２２４．６７，２０～６０ｍｉｎ吸收强度由２２４．６降低为２１４．５０［图１（ｂ），狆＜０．０１］；

而紫外光照射５～３０ｍｉｎ时ｐＭｅｔＭｂ中Ｔｙｒ残基的荧光吸收强度由９４．１７上升为１２９．８６，３０～６０ｍｉｎ吸收

强度由１２９．８６降低为８２．８５［图２（ｂ），狆＜０．０１］。

图１ 紫外照射下ｈＭｅｔＭｂＴｙｒ残基同步荧光光谱图（Δλ＝２０ｎｍ）

Ｆｉｇ．１ ＳｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｈＭｅｔＭｂＴｙｒｒｅｓｉｄｕｅｕｎｄｅｒｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（Δλ＝２０ｎｍ）

图２ 紫外照射下ｐＭｅｔＭｂＴｙｒ残基同步荧光光谱图（Δλ＝２０ｎｍ）

Ｆｉｇ．２ ＳｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｐＭｅｔＭｂＴｙｒｒｅｓｉｄｕｅｕｎｄｅｒｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（Δλ＝２０ｎｍ）

ｈＭｅｔＭｂ和ｐＭｅｔＭｂＴｙｒ残基荧光吸收强度受紫外照射的变化趋势相同，先升高后降低。由于紫外辐

照是通过样品溶液环境诱导致使体系温度升高即内能增加［１３］，促进分子间的运动，在达到临界值后最终导

致分子构象的变化或结构的破坏，因而ｈＭｅｔＭｂ和ｐＭｅｔＭｂ的第一个临界时间为５ｍｉｎ，第二个临界时间分

别为２０ｍｉｎ和３０ｍｉｎ。第二个临界时间不同有可能是因为两种蛋白质的稳定性不同，这与提取纯化、冷冻干燥

处理都关。紫外诱导５～６０ｍｉｎ，ＭｅｔＭｂ的Ｔｙｒ特征峰波长没有变化，这是因为Ｔｙｒ对外界环境不敏感。

构成蛋白质的非极性氨基酸残基分布在分子内部形成疏水内核，极性氨基酸残基分布在蛋白质表面的

亲水环境中。ＭｅｔＭｂ在２８０～４００ｎｍ的荧光主要来自于芳香族氨基酸，Ｔｙｒ是中度疏水的极性基团，Ｔｒｐ

是高度疏水的非极性基团，因而Ｔｙｒ残基分布在 ＭｅｔＭｂ的表面，Ｔｒｐ残基处于血红素口袋中。当溶液浓度

不变时，溶液的荧光强度与溶液内的荧光物质浓度成正比［１４］。氨基酸残基的吸收值减小，说明溶液中荧光

性物质的含量减少。

疏水键是维持蛋白质三级结构的最重要作用力，在天然蛋白质中，疏水作用对蛋白质的稳定性、构象和

蛋白质功能具有重要意义［１５］。紫外照射会使溶液产生大量的离子和水自由基等活性粒子［６］，这些活性粒子

迅速通过蛋白质表面引发一系列的化学反应，使蛋白质变性，蛋白质分子内部结构被破坏，蛋白质分子从原

来的有序卷曲紧密结构变成了无序松散的结构，原来处于分子内部的疏水性基团大量暴露在分子表面，而亲

水基团在分子表面的分布则相对减小［１６，１７］。紫外光照射５～２０ｍｉｎ，ＭｅｔＭｂＴｙｒ残基的吸收强度增加，即

是因为Ｔｙｒ残基暴露在蛋白质表面。在自然状态的 Ｍｂ中，能量由Ｔｙｒ传递给Ｔｒｐ和ｈｅｍｅＦｅ
２＋［１８］。紫外

照射２０～３０ｍｉｎ，ＭｅｔＭｂ的疏水性仍然增加，Ｔｙｒ和Ｔｒｐ、ｈｅｍｅＦｅ
２＋残基的距离增加，使得Ｔｙｒ残基不能传

递能量，从而保护自己的能量，吸收强度增加。
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３．２　紫外照射对 犕犲狋犕犫中犜狉狆残基的干扰

同步荧光光谱图中ｈＭｅｔＭｂ在３４７ｎｍ出现特征峰，其吸收强度达到１６２．４８；ｐＭｅｔＭｂ在３５５ｎｍ出现

特征峰，其吸收强度达到１３１．４２。３４７／３５５ｎｍ的特征峰为肽链中Ｔｒｐ残基的特征峰
［１２］（图３，图４）。

图３ 紫外照射下ｈＭｅｔＭｂＴｒｐ残基同步荧光光谱图（Δλ＝８０ｎｍ）

Ｆｉｇ．３ ＳｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｈＭｅｔＭｂＴｒｐｒｅｓｉｄｕｅｕｎｄｅｒｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（Δλ＝８０ｎｍ）

图４ 紫外照射下ｐＭｅｔＭｂＴｒｐ残基同步荧光光谱图（Δλ＝８０ｎｍ）

Ｆｉｇ．４ ＳｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｐＭｅｔＭｂＴｒｐｒｅｓｉｄｕｅｕｎｄｅｒｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（Δλ＝８０ｎｍ）

与对照组相比，在相同光谱条件下，紫外照射可使蛋白质肽链中Ｔｒｐ残基荧光光谱发生改变。研究发

现紫外光照射５～２０ｍｉｎ时，３４７ｎｍ 处 ＭｅｔＭｂ中 Ｔｒｐ残基的荧光特征峰的波长基本没有发生变化，

ｈＭｅｔＭｂ由３４７ｎｍ变为３５０ｎｍ，ｐＭｅｔＭｂ由３５５ｎｍ变为３５７．５ｎｍ。紫外光照射０～５ｍｉｎ，３４７ｎｍ处

ｈＭｅｔＭｂ中Ｔｒｐ残基的荧光吸收强度由６２．４８下降为１４３．０４，５～６０ｍｉｎ吸收强度由１４３．０４上升为１９１．５７

［图３（ｂ），狆＜０．０１］；而紫外光照射５～３０ｍｉｎ３５５ｍｍ处ｐＭｅｔＭｂ中Ｔｒｐ残基的荧光吸收强度由１５７．０３上

升为１９１．４９，３０～６０ｍｉｎ吸收强度由１９１．４９下降为１３４．０２［图４（ｂ），狆＜０．０１］。

诱导２０ｍｉｎ内ｈＭｅｔＭｂ的Ｔｒｐ残基吸收强度先降低再升高，而ｐＭｅｔＭｂ的Ｔｒｐ残基吸收强度先升高

再降低，但是１０ｍｉｎ时两者的Ｔｒｐ残基吸收强度均低于对照组，有可能是因为ｐＭｅｔＭｂ的Ｔｒｐ残基在诱导

过程中受到蛋白质中其他残基的影响。诱导１０ｍｉｎ后ｈＭｅｔＭｂ和ｐＭｅｔＭｂ的Ｔｒｐ残基吸收强度先升高再

降低。由于Ｔｒｐ是肽链低聚排列的内在指示物，Ｔｒｐ的存在使得水分子易于进入血红素中，使其产生自氧化

过程［１９］。紫外照射２０～３０ｍｉｎ，有可能是因为水分子进入血红素口袋反应，ＭｅｔＭｂ的Ｔｒｐ残基所处的微环

境的疏水性升高，肽链的伸展结构减少，极性减小，增加了芳香氨基酸残基间的能量传递［２０］，使Ｔｒｐ残基荧

光强度升高。紫外照射会产生 Ｈ２Ｏ２，Ｈ２Ｏ２ 与 Ｍｂ产生蛋白自由基
［２１］。同理，随着紫外照射的时间大于

３０ｍｉｎ，ＭｅｔＭｂ受到紫外照射产生的自由基的攻击
［２２］，蛋白质变性。蛋白质分子变性使肽链伸展，增加了

芳香氨基酸残基之间的距离，降低了残基间的共振能量传递，使Ｔｒｐ残基荧光强度降低，Ｔｙｒ残基荧光部分

恢复，但是仍体现下降趋势。在紫外照射下，ｐＭｅｔＭｂ的 Ｔｒｐ残基的荧光变化比 Ｔｙｒ残基更显著，说明

ｐＭｅｔＭｂ自发荧光性主要由Ｔｒｐ残基提供，也说明Ｔｒｐ残基受外界因素影响大。
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３．３　紫外照射对 犕犲狋犕犫中犺犲犿犲犉犲
３＋残基的干扰

同步荧光光谱图中ｈＭｅｔＭｂ在５９９ｎｍ出现特征峰，其吸收强度达到３．９４；ｐＭｅｔＭｂ都在６２７ｎｍ出现

特征峰，其吸收强度达到２１．３８；５９９／６２７ｎｍ的特征峰为肽链中ｈｅｍｅＦｅ３＋残基的特征峰
［２３］（图５，图６）。

图５ 紫外照射下ｈＭｅｔＭｂ卟啉环同步荧光光谱图（Δλ＝１６７ｎｍ）

Ｆｉｇ．５ ＳｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｈＭｅｔＭｂｐｏｒｐｈｙｒｉｎｒｉｎｇｕｎｄｅｒｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（Δλ＝１６７ｎｍ）

图６ 紫外照射下ｐＭｅｔＭｂ卟啉环同步荧光光谱图（Δλ＝１６７ｎｍ）

Ｆｉｇ．６ ＳｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｐＭｅｔＭｂｐｏｒｐｈｙｒｉｎｒｉｎｇｕｎｄｅｒｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（Δλ＝１６７ｎｍ）

与对照组相比，在相同光谱条件下，紫外照射可使ｈｅｍｅＦｅ３＋残基荧光光谱发生改变。研究发现紫外光

照射５～２０ｍｉｎ时，ｈＭｅｔＭｂ和ｐＭｅｔＭｂ的ｈｅｍｅＦｅ
３＋残基的荧光特征峰的波长基本没有发生变化，且两者

的ｈｅｍｅＦｅ３＋残基的荧光吸收强度变化趋势一致。紫外光照射５～１０ｍｉｎ，５９９ｎｍ处ｈＭｅｔＭｂ中ｈｅｍｅ

Ｆｅ３＋残基的荧光吸收强度先降低再升高，由３．２９升高为３．３７，１０～６０ｍｉｎ吸收强度由３．３７下降为２．９８

［图５（ｂ），狆＜０．０１］；紫外光照射５～２０ｍｉｎ，ｐＭｅｔＭｂ中ｈｅｍｅＦｅ
３＋残基的荧光吸收强度由２０．９５升高为

２２．２３，２０～６０ｍｉｎ吸收强度由２２．２３下降为１８．７１［图６（ｂ），狆＜０．０１］。

ＨｅｍｅＦｅ３＋的特征峰在６３０ｎｍ，处于配体向金属电荷转移（ＬＭＣＴ）带，因而 ＭｅｔＭｂ的卟啉环残基处于

六配位低自旋状态（６ｃＬｓ），且其为对称性的八面体结构
［２４］。ｈＭｅｔＭｂ紫外照射０～５ｍｉｎ，ｐＭｅｔＭｂ紫外照

射０～１０ｍｉｎ，ＭｅｔＭｂ中的原子核发生重排会发生光还原反应，三价铁还原为二价铁，使得原先与卟啉环结

合的水分子脱离，失去水分子后铁卟啉由原来的六配位转变为五配位高自旋状态（５ｃＨｓ）
［２５］，特征峰荧光强

度减小。在自然状态的 Ｍｂ中，ｈｅｍｅＦｅ２＋ 的能量主要是由 Ｔｙｒ残基传递得到的
［１８］，同理在 ＭｅｔＭｂ中

ｈｅｍｅＦｅ３＋的能量也主要是由Ｔｙｒ残基传递得到的。在紫外照射１０～２０ｍｉｎ时，Ｔｙｒ残基荧光吸收强度增

加，则传递给ｈｅｍｅＦｅ３＋的能量也增加，使得ｈｅｍｅＦｅ３＋的吸收强度增加。ｈＭｅｔＭｂｈｅｍｅＦｅ３＋吸收强度在

紫外照射１０ｍｉｎ后达到最大值，而ｐＭｅｔＭｂ在２０ｍｉｎ达到最大值，这可能是由于实验室提取的ｐＭｅｔＭｂ含

有杂质，使得ｐＭｅｔＭｂ的能量不能有效地由氨基酸残基传递给卟啉环残基。

随着紫外照射时间的增加（超过２０ｍｉｎ），反应体系中产生单线态氧（１Ｏ２）和超氧阴离子（Ｏ
－
２ ）

［２１］，

ＭｅｔＭｂ会和其作用产生氧络合铁色素（ｆｅｒｒｙ１Ｍｂ，Ｆｅ
４＋＝Ｏ）和蛋白自由基

［２６］。李涛等［２７］曾报道在溶液中，

铁卟啉Ｆｅ（Ⅲ）ＴＰＰＣｌ容易与 Ｈ２Ｏ反应转化为二聚体μ［ＴＰＰＦｅ（ＩＩＩ）２］Ｏ，Ｆｅ（ＩＩＩ）ＴＰＰＣｌ是非荧光系物质。

这种现象与我们发现的 ＭｅｔＭｂ活性中心铁卟啉６３０ｎｍ处荧光强度不断下降的现象极为相似，并且文中提
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到Ｆｅ（ＩＩＩ）ＴＰＰＣｌ见光分解。我们据此推测 ＭｅｔＭｂ经紫外照射后产生的ｆｅｒｒｙ１Ｍｂ有可能是非荧光物质，

因而紫外照射后 ＭｅｔＭｂ的ｈｅｍｅＦｅ３＋荧光强度总体表现下降趋势。

４　结　　论

紫外照射过程中 ＭｅｔＭｂ氨基酸残基和卟啉环残基波长基本没有发生变化，但荧光强度随着紫外照射

时间的变化会发生相应变化。５ｍｉｎ和３０ｍｉｎ是 ＭｅｔＭｂ氨基酸残基紫外照射的临界时间，紫外照射０～

５ｍｉｎ时氨基酸残基吸收强度减小，５～３０ｍｉｎ时氨基酸残基吸收强度总体保持上升趋势，紫外照射３０～

６０ｍｉｎ使氨基酸残基吸收强度减小。１０ｍｉｎ和２０ｍｉｎ分别是ｈＭｅｔＭｂ和ｐＭｅｔＭｂ的卟啉环残基紫外照射

的临界时间，对于 ＭｅｔＭｂ卟啉环残基随着紫外照射时间的增加，吸收强度基本保持下降趋势。随着紫外照

射时间的增加，色氨酸残基的荧光变化比酪氨酸残基更显著，且卟啉环残基荧光强度变化趋势和氨基酸残基

的基本一致。
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