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光谱法结合分子动力学模拟研究臭氧对肌红蛋白结构的作用机制
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臭氧(

F

=

)是一种具有强氧化性作用的杀菌消毒剂!因其安全无害等特点已被广泛用于肉制品生产

加工的减菌处理!但
F

=

减菌处理对红肉色泽具有较强的负面作用!且其作用机制尚缺乏研究"针对肌红蛋

白(

\W

)存在状态是决定红色肉色泽关键因素的基础!通过紫外
"

可见吸收光谱法'荧光光谱法和圆二色光谱

法(

RG

)研究
F

=

作用下
\W

的光谱特性变化!结合蛋白质氧化特征指标分析和分子动力学模拟技术探究
F

=

对
\W

分子的作用效果与机制"光谱研究结果表明!

F

=

处理可使
\W

的紫外
"

可见光谱图在
'%<0C

左右处

的铁卟啉环特征峰及
('&

和
(#&0C

附近的氧合肌红蛋白(

F\W

)特征峰的强度减弱!其中铁卟啉环特征峰发

生蓝移&利用固定激发波长
<#&0C

下测定
\W

内源性荧光和同步荧光光谱表明
F

=

会降低
\W

的荧光强度!

增大铁卟啉基团贡献的荧光峰强度和造成酪氨酸残基荧光光谱特征峰的蓝移&

F

=

作用使
\W

三维荧光光谱

特征峰强度的下降及光散射强度的增加"以上变化推断出
F

=

会促进
\W

的氧化!造成其氨基酸残基疏水基

团裸露!使
\W

所处微环境及其蛋白构象改变&

RG

分析表明
F

=

与肌红蛋白接触时间越久!蛋白质二级结构

变化越明显!造成
&

"

螺旋的含量下降!无规则卷曲增加"辅以检测不同强度
F

=

处理
\W

的含量及性质的变

化!可知
F

=

处理使
F\W

含量下降!高铁肌红蛋白(

\\W

)含量增加!同时
F

=

处理
\W

的羰基含量增加和巯

基含量下降!这也进一步证实
F

=

作用促进了
\W

的氧化!此外!

F

=

处理
\W

表面疏水性的增强!说明
F

=

造

成
\W

体系微环境的极性变化"分子动力学模拟结果显示
F

=

会提高
\W

肽链的
^\BG

值!影响
\W

肽链的

稳定性!减弱铁卟啉环与
\W

肽链的相互作用&

^\BA

结果表明
\W

活性口袋附近氨基酸残基的变化较大&

蛋白质二级结构分析与光谱学试验研究结果一致!

\W

的
&

"

螺旋的含量下降!无规则卷曲增加"总而言之!

F

=

可作用于
\W

的氨基酸残基!导致蛋白质二级结构和疏水性改变!并发生蛋白氧化及铁卟啉环暴露!进

而引起红色肉色泽发生改变"该研究可为生鲜红肉护色技术制定等提供一定理论依据"
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肌红蛋白(

\

8

2

7

-2W+0\W

)在哺乳动物生物体内起着储

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

血红素辅基构成!含
%(=

个氨基酸残基"脱氧肌红蛋白(

D."

2j

8

C

8

2

7

-2W+0

!

G\W

)' 氧 合 肌 红 蛋 白 (

2j

8

C

8

2

7

-2W+0

!

F\W

)'高铁肌红蛋白(

C.)C

8

2

7

-2W+0

!

\\W

)是生鲜畜肉肌

红蛋白常见的氧化还原形式!主导着生鲜肉色泽$

%

%

"臭氧

(

F

=

)是一种安全可靠的广谱杀菌剂!已被广泛的应用于生产

生活$

<

%

"除了可用于食品工厂的杀菌消毒外!还可用于改善

食品的结构'功能特性和感官品质等$

=

%

"在相关肉及肉制品

的应用研究中!发现臭氧虽然能够起到很好的杀菌作用!但

对肉的色泽品质方面都有一定的影响!特别是在
\W

含量较

高的,红肉-产品!经过臭氧处理后的肉色会发生变化而达不

到消费者追求的,新鲜的肉色-

$

'"(

%

"目前臭氧对肉色的影响

作用具体到相关蛋白质和氨基酸残基等分子方面的研究却鲜

见报道"

本文通过紫外吸收光谱法'荧光光谱和圆二色谱等方法

测定肌红蛋白光谱变化!分析
\W

二级结构'

\W

'蛋白羰

基'巯基含量及表面疏水性!在此基础上!结合分子动力学

模拟!探究了臭氧作用下肌红蛋白结构变化规律!以期为生

鲜肉护色技术等提供理论依据"
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实验部分
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试剂与仪器

马心肌红蛋白纯品(

$#V

)!连二亚硫酸钠'磷酸氢二

钠'磷酸二氢钠!氯化钠'均为分析纯!购自上海阿拉丁试

剂公司"

(

!

(

1

"

二硫代双(

<"

硝基苯甲酸)(

G3M̀

)'

<

!

'"

二硝

基苯肼'三氯乙酸(

3R4

)'盐酸胍'乙二胺四乙酸(

;G34

)'

三羟甲烷(

3*+9

)'浓盐酸'尿素'溴酚蓝均购自购自国药集

团化学试剂有限公司"

A<&"

臭氧发生器(上海康特
RFM3

公司)&

?B/:.<&&&

便

携式臭氧检测仪(深圳山盾科技有限公司)&

>EB"=R

型精密

,

E

计(上海精科仪器有限公司)&

HI"5%&&B

扫描型紫外分

光光度计(上海美谱达
\4>4G4

仪器有限公司)&日立
A"

<!&&

荧光光谱仪(附带
AJB2-?)+20

软件)(日本日立
EZ34"

REZ

公司)&

a"#%(

圆二色光谱仪(日本分光
a4BRF

株式会

社)"

!"#

!

样品的制备

马心肌肌红蛋白纯品用
,

E5Q#

!

(&CC2-

+

J

6%的磷酸

盐缓冲溶液溶解!制成浓度为
<C

7

+

CJ

6%的马心肌肌红蛋

白溶液!经连二亚硫酸钠(

M/

<

B

<

F

'

)还原得到
F\W

主的蛋

白溶液"将上述
F\W

为主的溶液稀释到
&Q<(C

7

+

CJ

6%

!

随机分
'

组!每组
(CJ

!分别向溶液的表面通入瞬时输出量

为
<&&

"

=(&C

7

+

C

6=

F

=

气体!通气时间依次为
&

!

&Q(

!

%

和
<C+0

!各处理依次标记为
Rb

!

F3%

!

F3<

和
F3=

!各处

理完成后即刻进行各项指标检测"

!"$

!

肌红蛋白的光谱测定

紫外
"

可见光谱测定#选择可见光谱扫描波长范围
=(&

"

5(&0C

!并按照
3/0

7

等$

5

%的方法测定样品在
(&=

!

(<(

!

((!

!

(#<0C

处的吸光值"

氧合 肌 红 蛋 白 (

F\W

)百 分 含 量*
V T

(

&Q!<</

%

6

%Q'=</

<

6%Q5($/

=

]<Q($$

)

P%&&V

高铁肌红蛋白(

\\W

)百分含量*
V T

(

6&Q%($/

%

6

&Q&#(/

<

]%Q<5</

=

6&Q(<&

)

P%&&V

式中#

/

%

!

/

<

和
/

=

分别是吸光率比值
!

(#<

*

!

(<(

!

!

((!

*

!

(<(

!

!

(&=

*

!

(<(

"

荧光光谱测定#选择激发波长
$

.j

T<#&0C

的条件下测

定
\W

溶液的荧光强度&并采用分别为
%$

T<&0C

和
%$

T

5&0C

测定
\W

溶液的同步荧光光谱变化&以激发波长变化

范围(

$

.j

*

0C

)在
<<&

"

=5&0C

之间!发射波长变化范围(

$

.C

*

0C

)在
<!&

"

((&0C

的条件下测定
F

=

处理
\W

三维荧光光

谱特征变化"

圆二色谱测定#扫描波长范围在
%$(

"

<(&0C

之间!以

磷酸盐缓冲液作为校正!测定
F

=

处理
\W

二级结构变化"响

应时间为
<9

!累计次数为
=

次"

!"F

!

肌红蛋白羰基*巯基和表面疏水性的测定

羰基含量的测定#参考文献$

!

%的方法处理蛋白!在
=!&

0C

下测吸光值!蛋白质羰基衍生物的含量(

0C2-

+

C

7

6%蛋

白)使用摩尔吸光系数
<<&&&\

6%

+

@C

6%计算"

巯基含量的测定#参考文献$

!

%的方法!在
'%<0C

下测

吸光值!巯基含量(

0C2-

+

C

7

6%蛋白)!通过摩尔吸光系数

%=5&&\

6%

+

@C

6%计算得到"

表面疏水性的测定#按照
R1.-1

等$

#

%的方法!取
<CJ

蛋白溶液并加入
'&

#

J%C

7

+

CJ

6%的溴酚蓝溶液!空白为
<

CJ

磷酸盐缓冲液加入
'&

#

J%C

7

+

CJ

6%的溴酚蓝溶液!漩

涡振荡混匀
%&C+0

后离心(

'U

!

(&&&P

7

!

%&C+0

)!取上清

液于
($(0C

测定吸光值"用结合态的疏水溴酚蓝结合量作

为表面疏水性指数"

,结合溴酚蓝含量(
#

7

)

#

'&

)

(

!空白
2

!样品)*!空白

!"E

!

分子动力学模拟

用
N*2C/@9

程序包(

I;̂ BZFM(Q%Q<

)对氧合肌红蛋白

(

:;

<

=>?>.47?@9@3

)和臭氧在水溶液中的相互作用进行
\G

模拟"马心氧合肌红蛋白分子
,

DW

文件构建由
R̂B̀ >G̀

数

据库(

1))

,

#**

dddQ*@9WQ2*

7

*)分别下载
<X%Y

(脱氧肌红蛋

白!

A

B

CC=4787DDC=

)和
%CW2

(氧合肌红蛋白!

:;

<

=>?>.47?E

@9@3

)!合并编辑制作氧合肌红蛋白!

A

B

CC=4787DDC=

"构建

的氧合肌红蛋白置于立方体盒子中心!选择溶质原子到盒子

壁的距离为
%Q&0C

!水分子为
B>R<%5

模型"脱氧肌红蛋白

选择
N̂ F\FB$5'=/%

力场!氧分子力场由
4?)2C/)+@32"

,

2-2

78

?̀+-D.*

(

43̀

)网站生成!然后合并两者!组建氧合肌

红蛋白力场"臭氧分子的
)2

,

结构由
>̂ FĜ N

网站完成"臭

氧分子在体系加入水分子后以溶剂形式加入!未加入臭氧分

子的体系为对照体系!做
%&&09

的动力学模拟"

\G

结果分析#均方根偏差(

^\BG

)使用命令
*C9

计算

反应体系中肌红蛋白的均方根偏差!选取肌红蛋白的骨架来

拟合计算"波动均方根(

^\BA

)使用命令
*C9:

计算反应体系

中肌红蛋白的波动均方根!评价体系中各氨基酸残基相对于

初始晶体结构的均方根波动值"蛋白质二级结构分析由

GBB>

命令完成!计算
%&&09

内各二级结构残基数量随时间

的变化趋势"

!"P

!

数据处理

试验采用完全随机设计!重复
<

次"数据采用
;j@.-

及

统计制图分析软件
F*+

7

+0$Q&

进行统计分析"

<

!

结果与讨论

#"!

!

紫外
"

可见吸收光谱分析

肌红蛋白血红素辅基亚铁离子第六配位被氧占据时为氧

合型肌红蛋白(

F\W

)!在
'%<0C

附近有一个强吸收峰(即为

92*.)

带)!是由卟啉环共轭体系的
+

0

+

#跃迁产生的!在
('&

和
(#&0C

左右各有一个弱吸收峰!是
F\W

的特征吸收

峰$

$

%

"当
\W

受周边环境变化的影响时!氧结合部位失活!

被
E

<

F

分子填充时!亚铁离子氧化为三价铁离子!形成

\\W

!高铁肌红蛋白在
'&!

!

(&=

和
5=%0C

有特征吸收

峰$

$"%&

%

"如图
%

!原主要为
\\W

的马心肌红蛋白样品在加入

连二亚硫酸钠后!还原得到以
F\W

为主的蛋白溶液(

Rb

)的

光谱图"如图
%

(

/

)所示!随着
F

=

与
\W

接触时间的增大!蛋

白质的紫外
"

可见吸收光谱受到影响!发生了明显变化"

\W

在
'%<

!

('&

和
(#&0C

附近的特征峰均明显下降并在
'%<0C

处发生稍微蓝移至
'&!0C

!表明
F

=

会改变
\W

蛋白构象!

5%%=

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
=$

卷



从而影响卟啉环稳定性"根据光谱图数据!计算肌红蛋白氧

化状态相对含量"如图
%

(

W

)所示!当
\W

与
F

=

接触的时间

增加!

F\W

相对含量减少而
\\W

含量随之明显变大"说明

在
F

=

的作用下!

F\W

的卟啉环上的亚铁离子发生了氧化!

变为三价铁离子!产生高铁肌红蛋白(

\\W

)"

图
!

!

臭氧处理肌红蛋白紫外
2

可见吸收光谱"

:

#及其
'Y=

%

YY=

相对含量"

=

#

30

5

"!

!

MHA0>0=+8:=>.-

?

;0./>

?

81;-:

(

:

)

:/&-8+:;0A81./;8/;.<'Y=:/&YY=

(

=

)

.<9

N

.

5

+.=0/8G

?

.>8&;.'

$

@0;7&0<<8-8/;;098

#"#

!

不同荧光光谱分析

<Q<Q%

!

荧光光谱分析

蛋白质的内源荧光主要来源于芳香族氨基酸残基上的色

氨酸(

3*

,

)和酪氨酸(

3

8

*

)

$

$

!

%%

%

"如图
<

(

/

)所示!

\W

在激发

波长为
<#&0C

时!在
=<!0C

左右处有一个荧光发射峰!主

要由
\W

肽链色氨酸残基贡献!酪氨酸次之"蛋白质的内源

荧光的变化直接反映了蛋白质中氨基酸残基本身及其周围环

境的变化情况$

%<

%

"同时在
(5<0C

处也有个最大荧光发射波

长!根据马君燕等$

%=

%对
\W

以激发波长为
<#&0C

时的荧光

传能实验结果!发现
(5<0C

处的荧光峰是由铁卟啉基团贡

献的!是
\W

肽链色氨酸和酪氨酸残基所吸收的光能量传递

至铁卟啉基团上!进而由铁卟啉基团所产生的荧光发射峰"

由此可以确定
(5<0C

左右的荧光峰是由铁卟啉基团贡献的"

随着
\W

与
F

=

的接触时间的增加!芳香族氨基酸残基贡献

的荧光发射峰强度逐渐下降!而铁卟啉基团贡献的荧光峰强

度不断上升!说明
F

=

与
\W

肽链氨基酸残基发生了较强的

相互作用!

\W

的结构微环境发生改变!并使深埋在
\W

肽

链内部的铁卟啉基团裸露!更易发生氧化"

图
#

!

'

$

处理肌红蛋白荧光光谱"

:

#和
#!

#̂J/9

"

=

#%

#!

P̂J/9

"

1

#的同步荧光光谱
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#!
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(

=

)!

#!

P̂J/9

(

1

)

<Q<Q<

!

同步荧光光谱

同步荧光光谱是比普通荧光光谱更为灵敏'精准的荧光

测定方法"通常蛋白质的同步荧光光谱!在
%$

T<&0C

时主

要显示为蛋白质的酪氨酸(

3

8

*

)残基荧光发射峰!

%$

T5&

0C

时则显示色氨酸(

3*

,

)残基的荧光发射峰$

%%

%

"如图
<

(

W

)

和(

@

)所示!这时
\W

肽链的酪氨酸残基和色氨酸残基荧光

发射峰强度随着与
F

=

的接触时间增加而明显下降!说明
F

=

与
\W

肽链氨基酸残基发生相互作用!影响其周边微环境!

改变蛋白质构象"

%$

T5&0C

时!由色氨酸贡献的荧光特征

峰强度不断降低!位置无明显变化!而当
%$

T<&0C

时!则

罚生了明显蓝移现象!最大峰值由
<#$0C

逐渐转移至
<#%

0C

!荧光峰值随与
F

=

接触时间的增大而减小!酪氨酸残基

荧光发射峰左侧出现小峰!说明
F

=

与
\W

相互结合反应是

的作用位点侧重于酪氨酸基团!氨基酸残基微环境的极性减

弱!疏水性增大"

<Q<Q=

!

三维荧光光谱

三维荧光谱能够更加生动丰富地展现荧光物质在随着荧

光激发波长和发射波长的范围变化而产生不同荧光强度"图

=

(

/

)所示!

\W

溶液的三维荧光谱图!有两个似,尖峰-状的

瑞利散射峰(峰
%

'峰
<

)!另有两个似,驼峰-的
\W

荧光特征

峰(峰
/

!峰
W

)"在图
'

(

W

)中
F

=

通气
%C+0

后的
\W

溶液的

谱图明显发生变化!瑞利散射峰
%

和
<

的强度变大!说明
F

=

!%%=
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与
\W

相互作用下可能产生结合产物!致使光散射强度的增

大$

%'

%

"未处理
\W

峰
/

和峰
W

对应的峰顶坐标(

$

.j

*

$

.C

)和荧

光强度分别为
<#&

*

=<&0C

!

<%(Q$

和
<=&

*

=<&0C

!

%#!Q$

"

F

=

处理
\W

峰
/

和峰
W

对应的峰顶坐标(

$

.j

*

$

.C

)和荧光强度

分别为
<#&

*

=%&0C

!

55Q='

和
<<&

*

=%&0C

!

#=Q$'

"

F

=

处理

后峰
/

和
W

的荧光强度明显减甚!并发生蓝移!峰
/

强度减

弱程度略大于峰
W

!说明
F

=

与
\W

相互作用后!蛋白质体系

所处微环境的极性受到外界影响!使
\W

构象发生了改变"

图
$

!

Y=

溶液的三维荧光光谱和等高线图

(

/

)#未经处理的
\W

&(

W

)#与
F

=

接触
%C+0

的
\W
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/
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=
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圆二色谱分析

圆二色谱(

RG

光谱)能够灵敏地检测一些反应引起的蛋

白分子的二级结构变化"在蛋白质或多肽的规则二级结构

中!肽键是高度有规律排列的!排列的方向决定了肽键能级

跃迁的分裂情况!因此具有不同二级结构的蛋白质或多肽所

产生的
RG

光谱谱带的位置'吸收的强弱都会相应地不相

同$

%(

%

"典型二级结构主要有
&

"

螺旋'

'

"

折叠'

'

"

转角'无规则

卷曲四种!而
\W

的二级结构主要以
&

"

螺旋为主"如图
'

所

示!经
F

=

处理不同时间的
\W

的
RG

光谱!是典型的
&

"

螺旋

结构为主的
RG

谱图!在
<&#

和
<<<0C

左右有两个特征负

峰!其峰值反映了
&

"

螺旋相对含量"

&

"

螺旋结构含量的变化

与静电作用有关"根据所得
RG

数据通过
8

2?0

7

方程计算分

析!

&

"

螺旋含量由
5#Q&V

逐渐减小至
=!Q%&V

!无规则卷曲

含量由
<(Q(&V

增至
=(Q$&V

(表
%

)!证明
\W

二级结构发生

变化!随着与
F

=

接触时间的增加!

\W

在
%$(0C

附近正的

吸收峰强度下降"而
\W

是由
%(=

个氨基酸构成的单一肽

链!其肽链大多为
&

螺旋构象!

&

"

螺旋含量明显下降也说明

了
F

=

对
\W

肽链构象影响较大"以上结果表明!同
\W

的荧

光光谱结果一样!

F

=

的强氧化性会与
\W

发生作用!使
\W

的肽链螺旋结构松散!其稳定性下降!蛋白质的构象发生改

图
F

!

'

$

处理
Y=

的圆二色光谱图
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变!而且与
F

=

接触时间越长!

\W

二级结构变化越明显"

表
!

!

肌红蛋白二级结构变化

C:=+8!

!

W7:/

5

8>.<9

N

.

5

+.=0/>81./&:-

N

>;-,1;,-8

组别
&

"

螺旋*
&

"E.-+j

*

V

无规则卷曲*
R2+-

*

V

Rb 5#Q& <(Q(

F3% (<Q% ='Q&

F3< '5Q< =(Q5

F3= =!Q% =(Q$

#"F

!

臭氧对肌红蛋白羰基*巯基和疏水性的影响

F

=

是一种具有强氧化物质!会促进蛋白质的氧化"蛋白

质氧化包括蛋白质骨架断裂'二硫键生成'羰基生成'蛋白

质交联及构象变化"蛋白质氧化后相对地其疏水性'构象'

溶解度等都会改变!且蛋白质氧化对肉的颜色'嫩度'持水

力等都有影响$

%5

%

"由图
(

可知!

Rb

组肌红蛋白羰基含量为

&Q5#0C2-

+

C

7

6%

!与
F

=

发生接触后!随着接触时间的增加

羰基含量也随之上升!在接触处理
<C+0

后!羰基含量增加

图
E

!

Y=

与
'

$

接触不同时间后的羰基含量*巯基含量及表

面疏水性的变化
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至
%Q=50C2-

+

C

7

6%

!与
Rb

组相比氧化程度加剧(

F

"

&Q&(

)"

\W

的巯基含量随着与臭氧作用时间的增加而降低!

由
Rb

组的
==Q##0C2-

+

C

7

6%

!减少至
F3=

组的
<!Q=(

0C2-

+

C

7

6%

"蛋白质的表面疏水性的大小与蛋白质的疏水

性基团有关!当更多分子内部的疏水性基团暴露于水中!蛋

白质的溶解能力会下降!表面疏水性会增大"如图
(

所示!

相应地与
F

=

处理不同时间的
\W

的表面疏水性由溴酚蓝结

合量表示!

Rb

!

F3%

!

F3<

和
F3=

组溴酚蓝结合量依次为

%Q'=

!

=Q('

!

'Q5!

和
#Q'5

#

7

!表明蛋白质疏水性增强!蛋白

质结合水能力下降"

#"E

!

分子动力学模拟结果分析

<Q(Q%

!

模拟过程中肌红蛋白
^\BG

的变化

图
5

所示分别为模拟过程中
\W

肽链和铁卟啉环相对于

蛋白质骨架的均方根偏差值随时间的变化情况"从图中可以

看出!未经
F

=

处理的
\W

肽链在
%(09

后结构达到平稳!而

F

=

处理的则在
#&09

后达到平稳!且
F

=

处理
\W

肽链(

\W"

NF

=

)的
^\BG

显著高于未处理!说明在整个动力学模拟过

程仔!

F

=

处理
\W

肽链结构变化较大!且其在
#&09

之前一

直处于较大波动范围内!这说明
F

=

与
\W

的作用极不稳定"

对于铁卟啉环
^\BG

的变化!

F

=

处理与未处理有一定的差

别!但区分不大"这说明铁卟啉与
\W

相互作用的减弱主要

是由于
F

=

引起
\W

肽链结构改变而造成的"

图
P

!

模拟过程中肌红蛋白肽链"

:

#和铁卟啉环"

=

#

UY6)

的变化

\W

#肌红蛋白水溶液体系&

\W

#

F=

#臭氧分子与肌红蛋白水溶液反应体系
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7

-2W+0/

S
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<Q(Q<

!

肌红蛋白二级结构变化

图
!

显示了
F

=

处理和未处理
\W

肽链二级结构的对比

图!结果表明#

\W

肽链
&

螺旋和无规则卷曲在
F

=

处理后均

发生较大变化"

F

=

处理肌红蛋白
&

螺旋氨基酸残基量减少!

而无规则卷曲量增加$图
!

(

/

)%"这与本试验研究结果相一

致"图
!

(

W

)可知
F

=

处理
\W

各氨基酸残基的
^\BA

值变化

较未处理有显著不同"

^\BA

值较大时!二级结构越容易发

生变化!说明
\W

氨基酸残基受到
F

=

的影响!

\W

二级结构

被
F

=

破坏"这与图
!

(

/

)结果相互印证"由图
!W

可以看出

\W

肽链第
#=

0

$'

氨基酸残基和
%&=

0

%<!

氨基酸残基

^\BA

变化较大!其分别位于
\W

活性口袋的正面和背面"

说明
F

=

主要从这两个位置来进入
\W

活性口袋!引起肌红

蛋白二级结构改变"

图
4

!

肌红蛋白肽链在
!JJ/>

模拟过程中二级结构的变化

(

/

)#肌红蛋白肽链二级结构主要结构(

B)*?@)?*.

&

B)*?@)?*.T4"E.-+j] "̀̀*+D

7

.]3?*0

)'

&

"

螺旋(

4"E.-+j

)'无规则卷曲(

R2+-

的变化)氨基酸

残基数量在
%&&09

模拟过程中的变化&(

W

)#肌红蛋白氨基酸残基相对于结晶结构氨基酸残基
^\BA

的变化)(

\WN

#肌红蛋白水溶液体系&

\WNF=

#臭氧分子与肌红蛋白水溶液反应体系)
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'

!

结
!

论

!!

运用以上几种不同的光谱技术方法!可以明显的检测到

F

=

对
\W

的结构和性质产生了影响作用"在紫外可见光波

长扫描下得到了
\W

在不同氧化状态下的光谱图!通过观察

\W

光谱图的特征峰变化!可以得知
\W

呈现的主要氧化状

态情况!并且选取的特定波长数据估算得知
F

=

会造成了

F\W

和
\\W

相对含量的变化&不同荧光光谱技术对
\W

溶

液进行扫描检测结果显示
F

=

能够对
\W

的构象产生影响!

使其发射内源性荧光的氨基酸残基所处微环境极性发生改

变!氨基酸残基疏水性增大&而在蛋白质二级结构的
RG

光

谱测定表明随着
F

=

与
\W

接触反应时间的增加!

&

"

螺旋含

量持续降低!无规则卷曲增大!进一步说明蛋白二级结构遭

到破坏!蛋白质的结构稳定性受到了影响"通过羰基'巯基

和表面疏水性化学指标的检测进一步证实
F

=

对
\W

的结构

造成了影响!促使了蛋白质的氧化!导致蛋白质羰基产物的

积累!巯基含量的下降!蛋白内部疏水基团的暴露!表面疏

水性增大"分子动力学模拟更加直观形象的表明
F

=

可以与

\W

氨基酸残基发生相互作用!影响
\W

二级结构"以上结

果将有助于了解
F

=

对血红素蛋白反应的作用机制研究!为

抑制生鲜肉色泽劣变措施的制订提供理论参考依据"
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