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半胱氨酸巯基含量的测定
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半胱氨酸与
:<NMD

反应产物的光谱扫描图
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记录
98?5B

吸光值!按照方程#

:

$计算出不同浓度半胱

氨酸中巯基的浓度"结果如表
:

所示"

!!

由表
:

得出半胱氨酸浓度与巯基浓度的比值接近于
:

!

意味着每个半胱氨酸上有一个巯基!与事实相符"验证了该

方法的可行性"

表
9

!

半胱氨酸浓度与测量的巯基浓度对比

&438(9

!

G+,

-

41#.+03(/6((0/'(*

5

./(#0(*+0*(0/14/#+040)

/'(,(4.>1().>82'
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)1

5

8*+0*(0/14/#+0

半胱氨酸浓度

%#

#

B4.

+

$

E:

$

98?5B

处计算所得巯基

浓度%#

#

B4.

+

$

E:

$

两者

比值

: :C88 =C@8

( (C9: =CA?

:= :=C?@ =CA(

8= 8:CF: =CA9

(= (:C@9 =CAF

;%!

!

修饰的胞红蛋白巯基含量测定

8C9C:

!

胞红蛋白与
?N6[7

反应时间的考察

按照实验方法
:C(

操作!

?N6[7

的浓度为
:==

#

B4.

+

$

E:

!分别和胞红蛋白反应
:(

!

8(

和
9(B-5

后!于波长
98?

5B

处测量!结果见图
?

所示"结果证明!从
:(

!

9(B-5

!巯

基还原
?N6[7

的生成物
?N#6

较稳定!吸光值变化不大"

图
:

!

胞红蛋白与
:<NMD

不同反应时间的光谱曲线
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胞红蛋白巯基含量测定

按照实验方法
:C(

操作!将四种胞红蛋白修饰样品分别

与
:==

#

B4.

+

$

E:的
?N6[7

溶液反应
:(B-5

!反应所得产物

?N6#

扫描曲线如图
(

所示"

!!

由图
(

可得四种经过修饰的胞红蛋白样品在
98?5B

处

吸光值!根据方程#

:

$计算出样品中巯基浓度如表
8

所示"

;%:

!

胞红蛋白巯基数目的测定

表
8

列出了
_

V3

'

样品中巯基浓度'样品浓度及二者比

值!揭示了
_

V3

'

的修饰效果和样品中的巯基数目"由表可

知
6[7

和
Q<!

几乎与
_

V3

'

的巯基全部反应!由于空间位

阻的存在!

R77R

只与
_

V3

'

上的一半巯基反应"对巯基进行

化学修饰能够改变
_

V3

'

内在组氨酸的解离速率常数!从而

改变外在配体的结合常数!影响
_

V3

'

结合外源配体的功

能)

8=

*

"

!!

通过比较给定的胞红蛋白样品#通过朗伯
E

比尔定律测

量$的浓度与同一胞红蛋白的游离巯基#通过
?N6[7

方法测

的浓度来测定四种产物
_

V3

'N77

!

_

V3

'N7P

!

_

V3

'N77R

和

=D@8
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图
?

!

不同修饰的胞红蛋白样品与
:<NMD

反应产物光谱图
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量$
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的纯度"结果表明胞红蛋白样品巯基修饰的最

终平均百分比
%

A=J

"

表
;

!

不同修饰的胞红蛋白浓度与巯基浓度!
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+

$
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浓度

%#

#

B4.

+

$
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$

二者比值
每分子样

品巯基数

_

V3

'N7P 8@C::m:CD9 :(C?8m=CA8 :C@8m=C=8
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!

结
!

论

!!

论述了胞红蛋白的表达和纯化!最终得到了纯度较高的

具有生物活性的胞红蛋白!并测量了所得胞红蛋白的浓度!

为研究其理化性质和相关功能打下基础"

采用化学试剂
[##

!

6[7

!

Q<!

!

R77R

对
_

V3

'

的巯

基进行修饰!并用
?

2

?N

二吡啶基二硫法#

?N6[7

$法检测其修

饰效果!这比经典的
<..B*5

试剂法更适用于胞红蛋白巯基

测定!它不仅是对
<..B*5

试剂法的补充!还能测出修饰后胞

红蛋白中巯基的数目"该方法可行性强!对测量
?:=

!

?8=

5B

处有强吸收的化合物中巯基含量具有较好的实用性)

8@

*

"

通过
?N6[7

光谱检测法测量了修饰后胞红蛋白巯基的含量!

又根据胞红蛋白的浓度算出其化学修饰率!确保胞红蛋白被

成功修饰!为后面研究修饰的胞红蛋白功能差异实验提供了

样品"

上述表明!制备得到的胞红蛋白纯度较高!具有生物活

性!这为后面研究其性质和功能做了铺垫"同时在胞红蛋白

的巯基上进行化学修饰!改变了其空间结构!可用来进一步

研究其理化性质的变化"

致谢$感谢俄亥俄州立大学戴维斯心肺研究所
OS/-/+

教授和刘小平老师提供的实验条件!感谢
_+*-

3

P/B*55

提

供的胞红蛋白分离纯化图及对实验做出的指导"

A(2(1(0*(.

)

:

*

!

g*S*&*Q

!

g+-0,/50/5[%

!

"0*Y-5*g

!

/,*.WUW%-4.W_Y/BW

!

8==:

!

8DF

(

8(9:@W

)

8

*

!

#+/5,U#

!

P*+

3

+4Z/!7WUW%-4.W_Y/BW

!

8==8

!

8DD

(

:A(9@W

)

9

*

!

%2+B/0,/+#

!

<'5/+%

!

T/-XY%

!

/,*.W!4.W%-4.W<Z4.W

!

8==8

!

:A

(

?:FW

)

?

*

!

#*/%

!

>.-Z/-+*g_

!

_45X/-X*4;;

!

/,*.W<5Z-+45W#4̀-X4.W

!

8=:D

!

98

(

:8(8W

)

(

*

!

[/B-+X-7

!

[4

3

*5"

!

"

)

&-eP

!

/,*.W!4.W_/..W%-4XY/BW

!

8=:@

!

?9D

(

:99W

)

F

*

!

$-2a6

!

<.N!*Y&

V

! "

!

%40./,,U

!

/,*.WQ*,2+/_4BB25-X*,-450

!

8=:D

!

&4-

(

:=W:=9@

%

5X4BB0:?@=DW

)

D

*

!

#Y2

V

./##

!

!*,02B4,4M

!

#Y2

V

##

!

/,*.W"BWUW6*,Y4.W

!

8=:(

!

:@(

(

:=?(W

:D@8

第
A

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析



)

@

*

!

Q-0Y-P

!

K5*

3

-;

!

g*S*&*Q

!

/,*.W"BWUW6*,Y4.W

!

8=::

!

:D@

(

:8@W

)

A

*

!

$-2a

!

b4..B/+[

!

OS/-/+U;

!

/,*.W%-4XY/B-0,+

V

!

8=:8

!

(:

(

(=D8W

)

:=

*

!

$-2a

!

#45

3

U

!

OS/-/+U;

!

/,*.Wb<%7U

!

8=:9

!

8@=

(

9F8:W

)

::

*

!

d*5#Y2

V

##

!

#Y2

V

$#

!

M40Y-c*,4g

!

/,*.W7X-W;/

)

W

!

8=:D

!

D

(

?:@@@W

)

:8

*

!

#Y2

V

./##

!

d*5#Y2

V

##

!

!*,02B4,4M

!

/,*.W7X-W;/

)

W

!

8=:F

!

F

(

8?AA=W

)

:9

*

!

T/5U

!

T2M

!

T/-T

!

/,*.W7X-W;/

)

W

!

8=:D

!

D

(

?:F?DW

)

:?

*

!

>./e0-/S-XcL

!

$-.4

3

.42#

!

b-/.&Ug

!

/,*.W_/..W!4.W$-\/7X-W

!

8=::

!

F@

(

9@FAW

)

:(

*

!

;//&/+%U

!

7Z-0,25/5e4["

!

T-.045!#W#Y/%-4XY/B-X*.U42+5*.

!

8=::

!

?9?

(

?@9W

)

:F

*

!

OP>L[*5N./-

!

$KLa-*4N

)

-5

3

!

$L>"-N

1

-5

#周丹蕾!刘小平!罗爱芹$

W7_K<Q#K"7KQK_"

(

d-,*/

#中国科学(生命科学$!

8=:@

!

?@

#

F

$(

F9=W

)

:D

*

!

$/XY*2Z/_

!

_Y*2Z-/++/_

!

[/S-.&/7

!

/,*.Wb<%7U

!

8=:=

!

8DD

(

8FAFW

)

:@

*

!

%/Xe/+0456

!

;//&/+%U

!

T-.045!#Wb<%7$/,,W

!

8=:(

!

(@A

(

(=DW

)

:A

*

!

#02

]

-54P

!

M*B*0Y-,*#

!

Q40/"

!

/,*.WUWK54+

3

W%-4XY/BW

!

8=:?

!

:9(

(

8=W

)

8=

*

!

OY42[

!

P/B*55_

!

%40./,,U

!

/,*.Wb<%7>

)

/5%-4W

!

8=:D

!

D

(

@?(W

)

8:

*

!

b2+2e-g

!

#4

V

4

2

4e*#W"5*.W%-4XY/BW

!

8=:D

!

(8D

(

99W

)

88

*

!

6.*5X*+,/"

!

Q*Z*R

!

!25

3

2-*U"W<̀

)

W6*+*0-,4.W

!

8=:D

!

:DD

(

@8W

)

89

*

!

_4+,-6

!

K/+*X-!

!

#/

]

/+4UWQ-,+-XW>̀-&/W

!

8=:F

!

(9

(

88W

)

8?

*

!

;

V

0B*5#

!

U45

3

'/+

3

7

!

d*5;4

V

/5R

!

/,*.WUW"

3

+-XWb44&_Y/BW

!

8=:?

!

F8

(

:8==@W

)

8(

*

!

$-2a

!

OS/-/+U$WUW<./X,+4*5*.W_Y/BW

#

$*20*55/

$!

8=:9

!

F@@

(

98W

)

8F

*

!

P*B&*5/[

!

g-

3

/+$

!

[/S-.&/7

!

/,*.WUW%-4.W_Y/BW

!

8==9

!

8D@

(

(:D:9W

)

8D

*

!

;-/5/+_g

!

g*&*R

!

R+2'/+PWUW"5*.W%-4*5*.W_Y/BW

!

8==8

!

9D9

(

8FFW

)

8@

*

!

$KLa-5N+45

3

!

P>QRT/-NS/-

!

[<QRM-NY2-

#刘欣荣!洪维伟!邓意辉$

WU42+5*.4\7Y/5

V

*5

3

6Y*+B*X/2,-X*.L5-Z/+0-,

V

#沈阳药科大学

学报$!

8=:9

!

9=

(

:8=W

D>82'

5

)1

5

8F+)#2#*4/#+040)D

-

(*/148F(4.>1(,(0/+2G

5

/+

$

8+3#0

OP>L[*5N./-

:

!

8

:W7XY44.4\$-\/7X-/5X/

!

%/-

]

-5

3

K50,-,2,/4\#/XY54.4

3V

!

%/-

]

-5

3!

:===@:

!

_Y-5*

8W[*Z-0P/*+,*5&$25

3

;/0/*+XYK50,-,2,/

!

_4../

3

/4\!/&-X-5/

!

#Y/>Y-47,*,/L5-Z/+0-,

V

!

_4.2B'20

!

>P

!

?98:=

!

L7"

I3./14*/

!

_

V

,4

3

.4'-5

#

_

V3

'

$!

*B/B'/+4\

3

.4'-5\*B-.

V

!

-0*Y/B/

)

+4,/-5SY-XYS*0&-0X4Z/+/&:(

V

/*+0*

3

4WK,X45,*-50*

)

+40,Y/,-X

3

+42

)

Y/B/

!

SY-XYX*5+/Z/+0-'.

V

'-5&*54̀

V3

/5B4./X2./'/,S//5,Y/-+45-454\,Y/

)

4+

)

Y

V

+-5+-5

3

*5&*Y-0,-&-5/

4\,Y/

)

4.

V)

/

)

,-&/XY*-5*5&

)

.*

V

*5-B

)

4+,*5,+4./-50,4+-5

3

*5&&/.-Z/+-5

3

4̀

V3

/5W#Y/+/*+/,S4X

V

0,/-5/0-5_9@*5&_@90-,/

4\_

V3

'W!4&-\-X*,-454\,Y/X

V

0,/-5/45_

V3

'X*5*\\/X,,Y/4̀

V3

/5N'-5&-5

3

\25X,-454\_

V3

'WK5,Y-0*+,-X./

!

XY/B-X*.+/*

3

/5,

?

!

?

2

N&-,Y-4&-

)V

+-&-5/

#

?N6[7

$!

QN/,Y

V

.B*./-B-&/

#

Q<!

$!

>̀-&-c/&R.2,*,Y-45/

#

R77R

$

*5&[-,Y-4,Y+/-,4.

#

[##

$

S/+/20/&

\4+B4&-\

V

-5

3

_

V3

',4-5,+*B4./X2.*+&-02.\-&/'45&

#

_

V3

'N77

$!

,Y-4/,Y/+'45&0

#

_

V3

'N7_

$!

-5,/+B4./X2.*+&-02.\-&/'45&

#

_

V3

'N77R

$

*5&\+//02.\Y

V

&+

V

.0

#

_

V3

'N7P

$

+/0

)

/X,-Z/.

V

W#Y/B4&-\-/&/\\/X,*5&

)

+4&2X,

V

-/.&S/+/&/,/X,/&'

V

?

!

?

2

N&-

)V

+-N

&-5/&-02.\-&/

#

?N6[7

$

0

)

/X,+40X4

)V

B/,Y4&SY-XYX*5X*.X2.*,/B4&-\-/&+*,/'

V

B/*02+-5

3

,Y/\+//02.\Y

V

&+

V

.X45,/5,-5B4&-N

\-/&_

V3

'W#Y/X45X/5,+*,-454\02.\Y

V

&+

V

.-5_

V3

'N77*5&_

V3

'N7_0*B

)

./0-0.4S/+,Y*545/N,/5,Y4\,Y/X45X/5,+*,-454\

_

V3

'

!

-5&-X*,-5

3

,Y*,,Y/\+//02.\Y

V

&+

V

.45,Y/_

V3

'Y*0'//54XX2

)

-/&'

V

?N6[7*5&Q<!

&

#Y/X45X/5,+*,-454\02.\Y

V

&+

V

.-5

_

V3

'N77R0*B

)

./-0X4B

)

*+*'./,4,Y*,4\,Y/

)

+4,/-5

!

-5&-X*,-5

3

,Y*,45/02.\Y

V

&+

V

.-5_

V3

'B4./X2./

)

*+,-X-

)

*,/&-5,Y/+/*XN

,-45W[2/,4,Y/0,/+-XY-5&+*5X/4\_

V3

'

!

,Y/4,Y/+02.\Y

V

&+

V

.+/B*-5/&25XY*5

3

/&-5,Y/\+//02.\Y

V

&+

V

.0,*,/

&

[42'./,Y/X45N

X/5,+*,-454\02.\Y

V

&+

V

.-5,Y/_

V3

'N7P0*B

)

./*0X4B

)

*+/&,4,Y/X45X/5,+*,-454\,Y/_

V3

'-5&-X*,/0,Y*,45/_

V3

'B4./X2./

X45,*-50,S4\+//02.\Y

V

&+

V

.WT/X*5e54S,Y/B4&-\-/&

V

-/.&'

V

&/,/X,-5

3

,Y/\+//02.\Y

V

&+

V

.X45,/5,4\,Y/\42+_

V3

'0+/0

)

/XN

,-Z/.

V

W#Y/+/02.,00Y4S/&,Y*,,Y/\42+XY/B-X*.+/*

3

/5,002XX/00\2..

V

B4&-\-/&X

V

0,/-5/045_

V3

'

!

*5&,Y*,,Y/

)

+4&2X,

V

-/.&

+/*XY/&B4+/,Y*5A=JW#Y-0*+,-X./B/*02+/0,Y/B4&-\-/&/\\/X,4\_

V3

''

V

?N6[70

)

/X,+40X4

)V

B/,Y4&*5&Z/+-\-/0,Y/\/*0-N

'-.-,

V

4\,Y-0B/,Y4&'

V

X

V

0,/-5/WK502BB*+

V

!

,Y/?N6[70

)

/X,+4B/,+

V

B/,Y4&-0*XX2+*,/*5&+/.-*'./

!

SY-XY-0X4B

)

./B/5,*+

V

,4,Y/X.*00-X*.<..B*5

2

0+/*

3

/5,B/,Y4&

!

*5&-0B4+/02-,*'./\4+&/,/+B-5-5

3

,Y/X45,/5,4\02.\Y

V

&+

V

.4\X4B

)

425&0S-,Y*'N

04+

)

,-45

)

/*e*,?:=

!

?8=5BW

L(

5

6+1).

!

_

V

,4

3

.4'-5

&

_Y/B-X*.B4&-\-X*,-45

&

?N6[7B/,Y4&

&

7

)

/X,+*.&/,/X,-45

#

;/X/-Z/&b/'W8?

!

8=:@

&

*XX/

)

,/&Q4ZW8=

!

8=:@

$

!!

8D@8

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
9A

卷




