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为了探究健康人固体血红蛋白"

M0@%

=

&%B:7

!

QB

#的紫外可见吸收光谱和傅里叶变化红外光谱的谱

学特征!将
,*

!

D"

岁健康人分成四个年龄阶段组!采用葡聚糖层析法高度纯化新鲜血液红细胞内的
QB

!利

用冷冻干燥法获得结构稳定的
QB

固体!测定四组样本的
QB

紫外可见吸收光谱和
iI<h

光谱(利用
?;(.

<RD'"

软件的
R̀

比较分析功能)全光谱特征分析和二级结构分析首次归纳得出健康人
QB

的紫外光谱及

iI<h

光谱$分析显示样本间!四组间
QB

紫外可见吸收光谱和
iI<h

光谱高度相同!

iI<h

光谱间的匹配度

高达
-#j

(所有样本
QB

的紫外光谱均有
#

个特征吸收峰!吸收峰所在位置的吸光度)波长相同(

iI<h

光

谱均有
*+

个特征吸收峰!吸收峰所在位置的吸光度)波数是相同的(

QB

紫外吸收光谱显示健康人
QB

拥有

相同的三级结构!

iI<h

光谱的特征吸收带
9@:80
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带二阶导数谱匹配度高达
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!其二级结构均由
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个

子峰构成!组成则以
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螺旋为主$研究得出健康人
QB

的紫外可见吸收光谱和
iI<h

光谱!并通过初步分析

得到
QB

的光谱学特征和结构特点!有助于研究相关疾病$
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人血红蛋白是由
,

个
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和
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个
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亚基组成的四聚体!最

重要的功能是运输氧到人体组织器官供细胞代谢!维持其正

常功能$此外还能调节红细胞代谢!参与电子传递等过

程*

*

+

$迄今为止!相关研究发现了超过
*"""

种与血红蛋白合

成或结构异常相关的疾病*

,

+

!缺乏有效临床手段治愈此类疾

病!提示现有的知识仍无法满足相关疾病的诊疗需求*

+

+

!这

就需要进一步研究
QB

的特性)结构与功能$

以往物质分析技术大多会在测试过程中损坏被测样本!

光谱学方法有不破坏测试样本的优势$紫外可见吸收光谱
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#可以不破

坏物质结构的前提下对物质结构)组成和含量等进行分析$

紫外可见吸收光谱可以用于分析蛋白质结构和研究蛋白质间

相互作用等*
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iI<h

则还有扫描快)高分辨率和高灵敏度

等特点$近年来!

iI<h

广泛的应用于各行业包括食品)农

业)药物和炼油与化工等的研究中(在医学上的应用也越来

越受关注!应用范围也越来越广!如利用
iI<h

研究证明乳

腺疾病的病理学等级与微钙化存在关联!提出可基于
iI<h

建立更有效的疾病诊断方法*
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(利用
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可实时监测药物

作用时乳腺癌细胞的病理生理学改变!基此实时评价药物疗

效!从微观层面了解病理生理学改变和药物作用对治疗有重

大意义$

iI<h

技术的高精确度)灵敏度和良好的可重复性!

可以准确的对蛋白质结构等进行分析*
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有关
QB

光谱研究的常见的报道是探究外界条件或疾病

对
QB

光谱的影响!如环境条件发生改变或受到电离辐射或

长期处于某些慢性疾病状态时!人的
QB

光谱就会发生相应

的改变!提示
QB

结构功能的改变*
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$而高纯度且覆盖年龄



段较广的健康人红细胞中
QB

光谱的研究几乎没有报道!因

此本研究将通过紫外可见吸收光谱和
iI<h

光谱技术探究健

康人
QB

的光谱学特征!初步建立健康人
QB

的参照光谱!

为以后利用光谱学研究疾病或环境与
QB

结构的关系提供参

考对照图谱$
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随机选取经医院体检为健康的
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均为汉族(机体随着年龄增长而逐渐老化!血液成分亦会发

生相应改变*
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!

组!分别是
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组
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样本采集与
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样品制备

研究对象至少禁食
DM

!抽取肘部外周静脉血于
fdI9.

P,

抗凝管$于
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重复
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次$加蒸馏水于
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冰箱破裂
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!
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!取上层
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溶液用
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葡聚糖凝胶层析

法纯化
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!浓缩后聚丙烯酰胺凝胶电泳"
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#鉴定

QB

纯度达
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以上$部分纯化
QB

溶液样品用于紫外光谱

测试!另一部分冷冻干燥后用于
iI<h

光谱测试$

&%$
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测试分析与数据处理

以
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去离子水稀释
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待测
QB

溶液样品!紫外

光谱扫描波长范围设定为
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!

D""7@

!精度
p"'*7@

!测

试前进行空白扫描与背景扣除!每个样本重复测量
+

次!取

其均值图谱$

QB

粉末与
PU3

粉末比例混合制成锭片!红外光谱仪采

用空气冷却
dI]/

检测器!扫描的范围为
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!
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F*

!

重复扫描
A!

次!分辨率设置为
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F*

!室温
,#X

!湿度控

制在
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以下$扫描前以纯
PU3

窗片作空白背景!进行水汽

与
R?

,

自动校正!重复
+

次!取均值图谱$
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红外光谱数据使用
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软件采用
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点最小二

乘法平滑函数法进行处理!为消除压片浓度差影响将光谱纵

坐标归一化$利用
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软件的
R̀

比较功能分析光

谱间的相似度!对红外光谱特征吸收带
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带"

*H""

!

*A""1@

F*

#进行二阶导数和傅里叶去卷积处理!根据二阶导

数谱和去卷积谱所得信息结合
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软件对
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带进行
]6K44:67

曲线拟合处理!获得
QB9@:80

/

带二级结

构组成$使用
/9/-'!

软件进行统计学分析!
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统计学意义$
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结果与讨论

?%&

!

U2

紫外吸收光谱及其吸收峰指认

测得的
!

组
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紫外光谱如图
*

中
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所示!

!

组

QB

紫外光谱的谱形相同!吸收峰位重置相同$

!

组
QB

平均

紫外光谱在
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!
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的范围主要有
#

个吸收峰!峰位均

位于
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!
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!
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和
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处!如图
,

所示$其中

,H!7@

处的吸收峰由
QB

的酪氨酸)色氨酸及苯丙氨酸残基

的共轭发色团吸收紫外光而产生!体外研究表明
QB

在处于

异常状态时会导致增色或减色效应!可能导致三级结构发生

变化!导致原本包裹的芳香族氨基酸残基暴露于溶液

中*

!

!
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+
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处的吸收峰是血红素卟啉环的特征吸收峰!

#!"

和
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处的吸收峰分别属于氧合血红蛋白"

QB?

,

#的

&

和
,

吸收峰!反映的是
QB

的携氧能力*

!

!
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+

$各年龄组
QB

紫外光谱
#

个吸收峰处的平均吸光度值见表
*

!各年龄组相

对应特征峰位的吸光度值的差异无统计学意义"
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结合图
*

说明随着年龄增长
QB

紫外光谱不会发生改变$
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光谱及其吸收峰指认
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组
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平均光谱如图
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所示!经过基线校正)纵

坐标归一化等消除实验误差!获得
QBiI<h

全信息光谱$
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分别代表的
!

组
QB

平均光谱显示各组间相应吸收峰

均有相同位置!峰形相同$通过
R̀

比较统计学功能可以分

析光谱间的差异!当光谱间相似度为
*""

时!说明光谱是完

全一样的!但即使是同一物质!不同制样批次所测得的光谱

也会由于实验误差和仪器的精确度导致的细微差异*
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$根据

QB

全信息红外光谱相似度比较可以反映不同健康人的
QB

样本的
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光谱是否相同$同年龄组组内
QB

样品间的
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光谱相似度结果和组间平均光谱相似度结果见表
,

!

年龄组内和组间的
QB

光谱相似度都达到了
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以上!光谱

间的细微差异可能是由于制样及压片等误差造成的!初步说

明同一年龄组的健康成人
QBiI<h

光谱可能是相同的$
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通过上述检测分析!获得的健康人
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光谱如图
!

所示!在研究病例时!可作为健康对照光谱进行比较分析$
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F*的中红外光谱范围内均主要有
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个

特征吸收谱带!吸收谱带的位置及其归属见表
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带分析及其子峰指认
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的平均
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光谱
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/

带的二阶导数光谱

如图
#

所示!

QB

的
9@:80

/

带作为特征吸收带!其对
QB

的二级结构变化十分敏感!可灵敏反映
QB

的二级结构改变

和样品光谱间差异$

9@:80

/

带在
iI<h

光谱中常为相互重

H,!*
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叠形成的宽峰!常对红外光谱数据进行二阶导数处理以分辨

9@:80

/

带中被重叠掩盖的子峰!获得更全面的蛋白质结构

信息$

!

个年龄组组内各样品光谱间和组间光谱
9@:80

/

带

二阶导数相似度结果见表
!

!组内光谱间和组间光谱
R̀

比

较分析得相似度均高于
--j

!其中的微小差异是由于误差而

产生的!说明
!

组
QBiI<h

光谱的二阶导数谱是相同的$

图
Q

!

B

组血红蛋白酰胺
"

带二阶导数谱

'(

)

%Q

!

<3@+1;./

I

;3/(8.4(830

-

3@4/.+:L,(;3

"

2.1;0+:U2

表
B

!

血红蛋白酰胺
"

带二阶导数谱吸收带

均值
f

标准差和相似度

C.293B

!

C63,3.18.9730.1;04.1;./;;38(.4(+10+:5.8317,R

23/0+:463L,(;3

"

2.1;0.1;0

-

3@4/.90(,(9./(4(30

+:46303@+1;./

I

R;3/(8.4(83+:U2

]3%K

)

酰胺
/

带

"均值
p

标准差#

酰胺
/

带二阶导数谱相似度/
j

组内比较 组间比较

6 *A**'Hp"',

!

*A-*',p"'+

,

--

/L4&C--'-

/L4,C--'#

/L4?C--'A

B *A**'Ap"'!

!

*A-*',p"'"!

,

--

&L4,C--'H

&L4?C--'D

1 *A**'Ap"',

!

*A-*'+p"'#

,

-- ,L4?C--'-

8 *A**'#p"'+

!

*A-*'+p"'D

,

-- ?L4/C--'A

!!

健康人
QB

二阶导数谱及其傅里叶去卷积谱如图
A

所

示!其中二阶导数谱为负峰!傅里叶去卷积谱为正峰!傅里

叶去卷积谱的峰位与二阶导数谱谱峰一致!

QB

二阶导数谱

和傅里叶去卷积谱均有
**

个子峰!子峰谱带归属结果见表

#

*

H

!

*+

+

$

,'+',

!

QBiI<h

光谱
9@:80

/

带二级结构含量分析

iI<h

还可以用于定量分析物质的结构含量!可以进一

步的了解物质的结构$利用
)

06>[:2!'"

软件通过曲线拟合的

方式直观的展示
9@:80<

带的子峰谱!峰位!峰面积等!同

时可定量分析健康人
QB9@:80

/

带的二级结构组成$

QB

平均红外光谱
9@:80

/

区的曲线拟合的图谱见图
H

!从上至

下依次是典型原始谱)拟合计算谱)拟合各子谱!结合
9@.

:80<

带的二阶导数和去卷积光谱分析得到的子峰归属结果!

对
QB

二级结构进行曲线拟合定量计算!得到的
QB9@:80

/

带各二级结构含量计算结果见表
A

!健康人
QB

的二级结

构含量高低顺序依次为
0

.

螺旋)

-

.

折叠)

-

.

转角)无规卷曲!

说明健康人
QB

的
9@:80

/

带二级结构是以
0

.

螺旋为主的稳

定结构$

图
X

!

血红蛋白酰胺
#

带二阶导数谱和去卷积谱

"

6

#'二阶导数谱("

B

#'去卷积谱

'(

)

%X

!

<3@+1;./

I

R;3/(8.4(83.1;;3@+18+974(+10

-

3@4/.

+:L,(;3

"

2.1;0+:U2

"

6

#'

/01%7863

5

803:c62:c0

("

B

#'

d01%7c%&K2:%7

表
Q

!

血红蛋白二阶导数谱吸收带归属

C.293Q

!

[313/.92.1;.00(

)

1,314+:03@+1;./

I

R;3/(8.4(83

0

-

3@4/.+:L,(;3

"

2.1;0+:U2

波数/
1@

F* 谱带归属

*A"-

!

*A,*

分子间反平行
-

折叠

*A,,

!

*A+A

分子内
-

折叠

*A+H

!

*A!#

无规卷曲

*A!A

!

*A#H

0

螺旋
--

R ?

伸缩振动

*A#D

!

*AAH

非典型螺旋结构

*AAD

!

*AD,

-

转角

*AD+

!

*A-#

分子间平行
-

折叠

图
Y

!

血红蛋白
L,(;3

"

带曲线拟合图谱

'(

)

%Y

!

[.700(.1:(44(1

)

+:L,(;3

"

2.1;+:U2

D,!*
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书书书

表
!

!

血红蛋白二级结构组分含量

"#$%&!

!

'&()&*+#

,

&-./&)-*0#(

1

/+(2)+2(&-.3$

二级结构
!

螺旋!
!

"

折叠!
!

"

转角!
!

无规卷曲!
!

占比
"#$% &'$( )*$+ )&$"

#

!

结
!

论

!!

检测得到健康人
,-

的紫外可见吸收光谱和
./01

光

谱"通过光谱学特征分析#获得了健康人
,-

的光谱学特征

及结构信息"发现健康人的
,-

紫外可见吸收光谱$

./01

光

谱不受年龄因素影响%分析测得的
,-

紫外可见吸收光谱$

./01

光谱的光谱学特征#

./01

光谱的特征吸收带
23456

#

带的二级结构分析发现健康人
,-23456

#

带由
))

个子

峰重叠而形成#其二级结构是以
!

7

螺旋为主的稳定结构%为

医学病理研究提供了健康人
,-

的相关信息%

致谢!感谢广东省医药
#8

打印机及个性化医疗工程技

术研究中心提供的技术支持%
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"光谱学与光谱分析#期刊社决定采用
;)?-%#(B*&C#*2/)(8

:

+/

在线投稿审稿系统

!!

+光谱学与光谱分析,期刊社与汤森路透集团签约#自
&()(

年
)&

月
)

日起+光谱学与光谱分析,决定采用
/E?3A?N

16MD6FA

旗下的
IQE?:;F[N6B;NMAQF4

S

DA

在线投稿审稿系统%

-

IQE?:;F[N6B;NMAQF4

S

DA

#该系统不仅能轻松处理稿件#而且能提速科技交流%

-全球已有
#T(

多家学会和出版社的
#*((

多种期刊选用了
IQE?:;F[N6B;NMAQF4

S

DA

系统作为在线投稿$审稿平台#全球

拥有超过
)#'(

万的注册用户#代表着全球学术期刊在线投审稿的一流水平%

-

IQE?:;F[N6B;NMAQF4

S

DA

与
ZN5U?D6

#

C6-?OIQ46NQ6

无缝链接和整合"使科研探索$论文评阅和信息传播效率大为提

高%

-

IQE?:;F[N6B;NMAQF4

S

DA

是汤森路透科技集团的一个业务部门#拥有丰富的学术期刊业务经验#为学术期刊提供综合管

理工作流程系统#使期刊更有效管理投稿$同行评审$加工和发表过程#提高作者心中的专业形象#缩短论文发表时间#削减

管理成本#帮助期刊提高科研绩效和实现学术创新%
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