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在生命体内有关电子转移的研究备受关注!其中蛋白质以及酶之间的电子转移研究已成为热点!

目前有关光诱导血红素蛋白还原的详细机理尚不明确!电子转移也许是解释这一机理的有效途径%通过紫

外
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可见吸收光谱"稳态荧光光谱和圆二色等光谱系统地研究了体外近生理溶液环境中!不同的紫外定波长"
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不能用传统提出的机制去解释

的光还原机制%结果表明.在近紫外区通过直接的光激发高铁细胞色素
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被光还原的机制和促进条件%用
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溶液!发现随着

光照时间的延长!
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被光照后发生了类似化学还原剂作用的还原反应!同时发现了不同的光照波长"不同的
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氨基酸种类以及各种其他配体等存在下对
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的还原程度影响不同%采用
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波长"在偏碱性条件下
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时还原程度最强(溶液中加入谷胱甘肽和咪唑能通过提供电子和氢供体途径促进
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的光照

还原反应发生(溶液中游离
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的存在能以最大速率促进光照还原反应的发生%基于以上结果提出
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光还原的机理是从卟啉环到三价铁的电子转移!通过
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光照还原发生前后进行检测!发现光诱导蛋白发生还原后!
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主链结构

逐渐伸展!二级结构发生了一定改变!
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螺旋为主%该研究结果不仅对了解光对含血红素蛋白&酶'的结构和功能的影响有重要的理论和

实践意义!而且对于生命体内的氧化还原反应和电子传递机制提供一定理论依据%
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电子的有效和受控运动是生物学的主要调控机制之一!

对生物体的存在至关重要#
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%例如!在光

合作用中心!光子激发和随后的电荷转移是生命过程的驱

动力%
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的低分子蛋白!由约
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个氨基酸残基组成!主要

在高等动物肝细胞内质网膜中富集!其功能主要是在电子传

递中传递电子!例如!
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并且可以将它们转移到许多电子受体蛋白质!两者都是氧化
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!高铁肌红蛋白等%这种电子传递一直是广泛研

究的课题!但
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协助电子传递的具体机制尚未完全阐

明%光还原似乎可以阐明蛋白质内的电子传递途径%许多学

者通过光激发辐射样品测定其紫外
"

可见吸收光谱!研究血

红素蛋白和金属卟啉的光还原反应%国外文献报道大多集中

在外源供体不存在的情况下!血红素蛋白&如细胞色素
*

和

细胞色素
6?H$

'的光还原%周华伟等#

##"#C

$发现光诱导
0&(LN

还原的机理为光诱导分子内电子转移!光照还原程度因入射
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等声称血红素轴向配体通过提供一个电子并将其转移到血

红素铁中!使铁原子还原%但
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等观察到铁配体电荷转

移带的光激发不诱导光还原%有研究认为!芳香族氨基酸!

特别是色氨酸!是有助于电子的转移#
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光还原的波长依赖性!在芳香族氨基酸吸收的光子能量范

围内测定固定波长
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的光还原效率%然而!从该数据

中并未得出光还原效率的波长依赖性是否遵循
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素中心铁的价态变化来实现!实验结果见图
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照还原的影响!实验选用氙灯分出的不同定波长&

CH?

!

CB$

!

?#C

和
?C='0

'照射
P

4

(N

H

溶液
CH0)'

%经不同波长光照射

后!

P

4

(N

H

的
8-.&(

带
?#C'0

处特征吸收峰强度均降低并红

移!其
d

带
HC@

和
HH>'0

处的特征吸收峰有明显增强%在

不同的波长光照射下!随着光照时间延长
HC@

和
HH>'0

处

吸收峰强度发生变化!但变化的趋势不同%其中
CB$'0

光

照射时
HC@

和
HH>'0

吸收峰强度增加的趋势最大!即还原

产物
P

4

(N

H

"9&

* 最多%图
?

&

+

*

K

'分别为四种波长光照射

P

4

(N

H

对还原影响程度!

CB$'0

"

CH?'0

!

?#C

和
?C='0

对

光照还原没有影响%由此说明
P

4

(N

H

被紫外光诱导还原!还

原程度并非与光照射能量成正比%

P

4

(N

H

分子中有
#

个

:.

T

"

?

个
:

4

.

和
=

个
6/&

残基%

CB$'0

光照引起的还原反

应现象最明显的原因是
CB$'0

波长光易被
:.

T

吸收%光子

被
:.

T

大量吸收形成激发态!

:.

T

通过激发能量传递至铁卟

啉基团激发态!进而引发光氧化过程%

CB$'0

光能被大量吸

收!能量比较高!因此比
CH?'0

更有利于光照氧化%分析认

为!

?#C

"

?C='0

不是芳香族氨基酸的特征吸收峰!能量比

较低!难以激发铁卟啉基团至激发态!与
P-'1+')

等#

#H

$提及

的
:.

T

在肌红蛋白
:.

T

"(-"X&0&

能量传递过程中起重要作

用的结论相吻合(另一方面!这些波长引发的还原速率非常

慢!氧气可能会泄露到样品中!从而阻止蛋白质发生光

还原%

#"N

!

7

R

对
3

>

+'

O

光还原的影响

P

4

(N

H

蛋白在不同的
T

X

缓冲溶液中显示不同的价态和

构象%研究了
T

X

为
HI?

!

>I?

!

@I?

!

BI$

和
!I$

缓冲溶液中

的光还原情况%在
T

X

为
HI?

缓冲溶液中!基线有明显的漂

移现象!为了分析数据的准确性!采用峰面积对
T

X

作图分

析%如图
H

&

+

!

N

'所示分别在五个不同
T

X

条件下!

CB$'0

光

照对
P

4

(N

H

光还原的影响%光照前!

H>$'0

处吸收峰面积随

着
T

X

的升高而略微增加!但
8-.&(

带的特征吸收峰位置仍
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在
?#C'0

处!说明
P

4

(N

H

未发生还原反应(光照
CH0)'

后!

随着
T

X

由酸性到碱性的变化!

P

4

(N

H

溶液的
8-.&(

带和
d

带的吸收峰面积逐渐增加!实验范围内!即
T

X

值越大越容

易发生光还原反应%分析认为光还原过程中会产生部分

X

g

!碱性条件下
QX

A会中和部分
X

g

!因此
P

4

(N

H

在偏碱

性条件下易于发生光照还原%

#"O

!

谷胱甘肽对
3

>

+'

O

光照还原的影响

谷胱甘肽&

28X

'在所有生物细胞中存在!其还原性的巯

基有很强的供电子能力!可参与体内重要的氧化还原反应%

28X

的巯基有微弱的还原性!黑暗条件下不会直接与蛋白

相互作用!采用氙灯
CB$'0

光激发卟啉后!

28X

开始参与

反应并对
P

4

(N

H

的还原反应起促进作用%光照作用明显提高

了
28X

的还原能力&见图
>

'%

28X

巯基&*

8X

'上的
8

原子

带有孤电子对!可以提供电子给
9&

,

!当
P

4

(N

H

被光照后形

成激发态的高铁血红素辅基!电子从卟啉环转移到中心铁原

子上形成亚铁血红素辅基阳离子自由基!

8

原子提供电子给

亚铁血红素辅基!促进了亚铁
P

4

(N

H

的形成%以上结果表明

28X

和卟啉均非光照氧化还原过程中的氧化剂或者还原剂!

类似于叶绿素光反应过程!它们都是电子传递的/中间人0!

整个反应是卟啉"

28X

和铁之间的能量和电子传递过程!此

链式超快电子转移过程是在溶液中光激发铁卟啉和
28X

后

进行的%

图
N

!

不同定波长氙灯光照
3

>

+'

O

!

7

RW"N

#

#O@,4

后紫外
D

可见吸收变化光谱图

&

+

'.

CH?'0

(&

N

'.

CB$'0

(&

*

'.

?#C'0
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K

'.
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?#C'0

(&

K
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图
O

!

不同
7

R

条件下
3

>

+'

O

溶液光还原峰面积的变化曲线

&

+

'.

?#C'0

处吸收峰曲线变化(&

N

'.

HH>'0

处吸收峰曲线变化

;,

<

"O

!

30/6)12,//&5,&+,14/)50.+,14

7

)&M&/)&123

>

+'

O

-1(0+,14045)/5,22)/)4+

7
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'.

:/&
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#"T

!

甲硫氨酸对
3

>

+'

O

光照还原的影响

图
@

中从
8-.&(

和
d

带峰强度和峰位置可以判断出!未

加入
L&(

时其
8-.&(

带峰位置没有发生明显变化仍为
?#C

'0

!但是其峰强度有小幅度的下降!其
d

带在
H>>'0

形成

一个微弱的小峰(加入
L&(

时其
8-.&(

带峰位置发生明显改

变由
?#C'0

红移到
?C$'0

处!其
d

带
HH>'0

处形成一个

非常明显的还原峰%通过比较可以确定
L&(

对光照还原有非

常好的促进作用%分析认为
L&(

在
P

4

(NH

被光照还原过程

中产生的-

QX

自由基产物被
L&(

清除!进而促进了光照还

原速率的提升#

#>

$

%

图
T

!

加入
B*R

!

7

RW"N

#

#O@,4

后
3

>

+'

O

的

紫外
D

可见光谱图

E

.

P

4

(N

H

未做处理(

<

.

P

4

(N

H

光照
CH0)'

(

3

.加入
28X

的
P

4

(N

H

光照
CH0)'

;,

<

"T

!

X̂DX,-&'-1/'&4.).=&4

<

)123

>

+'

O

&55)5B*R045)/

7

RW"N

E

.

P

4

(N

H

(

<

.

P

4

(N

H

)..+K)+(&K+(CH0)'

(

3

.

P

4

(N

H

"28X)..+K)+(&K+(CH0)'

图
W

!

加入
F)+

!

7

RW"N

#

O@,4

后
3

>

+'

O

的紫外
D

可见光谱图

E

.

P

4

(N

H

未做处理(

<

.暗处理
=$0)'P

4

(N

H

(

3

.光照
H0)'P

4

(N

H

"

28X

(

S

.加入
L&(

后
P

4

(N

H

光照
H0)'

;,

<

"W

!

X̂DX,-&'-1/'&4.).=&4

<

)123

>

+'

O

&55)5F)+045)/

7

RW"N

E

.

P

4

(N

H

(

<

.

)'K+.a=$0)'

(

3

.

P

4

(N

H

)..+K)+(&K+(H0)'

(

S

.

P

4

(N

H

"L&()..+K)+(&K+(H0)'

#"W

!

咪唑对
3

>

+'

O

光照还原的影响

取
C

!

7$I$C0-,

-

7

A#的咪唑溶液于
C07P

4

(N

H

蛋白

溶液中黑暗中放置
=$0)'

!测其紫外
"

可见吸收光谱!发现谱

图基本没有发生变化%图
B

&

+

!

N

'分别为
P

4

(N

H

在光照射前

后其
?#C

和
HH>'0

处峰面积的变化图!由图
B

可知.咪唑可

促进
P

4

(N

H

光还原反应的发生%咪唑加入
P

4

(N

H

蛋白溶液

后!可以作为光还原电子供体促进光照还原反应的进行%咪

唑的五元芳杂环中含有两个间位的氮原子!与组氨酸结构类

似可结合血红素!其
#"

位氮原子的未共用电子对参与环状共

轭!导致氮原子的电子云密度有所下降!从而
#"

位氮原子上

的氢易以
X

g形式离去%咪唑残基上的给电子基团对还原速

率具有显著促进作用%

图
\

!

加入咪唑!

7

RW"N

#

#O@,4

后
3

>

+'

O

的紫外
D

可见光谱图

&

+

'.

?C$'0

峰面积变化(&

N

'.

HH>'0

峰面积变化

;,

<

"\

!

X̂DX,-&'-1/'&4.).=&4

<

)123

>

+'

O

&55)5,@,5&U1()045)/

7

RW"N

&

+

'.

:/&

T

&+a+.&+*/+'

%

&1+(?#C'0

(

&

N

'.

3.&+*/+'

%

&1+(HH>'0

#"\

!

3

>

+'

O

光还原构象的变化

为了进一步了解连续
MG

光照射对蛋白质构象方面的影

响%图
!

为
CB$'0

照射
CH0)'

的
P

4

(N

H

前后荧光发射光谱

图%

P

4

(N

H

的
==='0

是最大发射波长!主要由生色氨基酸残

基如
:.

T

!

:

4

.

和
6/&

周围环境变化引起#

#>

$

%随着光照时间

的延长!经
CB$'0

单色光照射后的
P

4

(N

H

在
"

==='0

处的

荧光发射强度降低了
=BW

!且最大发射波长红移到了
==>

'0

%表明
P

4

(N

H

芳香族氨基酸的微环境发生了改变%

:.

T

CC

&

:.

T

位于蛋白一级结构第
CC

位'和
P

4

(N

H

的血红素可以发

生较强的能量转移过程!

:.

T

的疏水环境遭到破坏!亲水性

越强!能量越低#

#@

$

!即连续
CB$'0

照射
CH0)'

后!

P

4

(N

H

中
:.

T

的疏水区更加暴露于极性的水环境中%这种三级构象

的改变也可能是由于蛋白质二级结构的改变而引发的#

#B

$

%

由紫外可见光谱的确可以发现
P

4

(N

H

中有部分蛋白发生

变性%
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图
]

!

3

>

+'

O

在
#\S4@

光照不同时间下的荧光光谱图

E

,

T

.

$

!

H

!

#$

!

#H

!

C$

!

CH0)'

光照时间荧光谱图变化

;,

<

"]

!

;(01/)-.)4)-

7

).+/&123

>

+'

O

&+

5,22)/)4+,//&5,&+)5+,@)&+#\S4@

9.-0&E(-

T

!

(/&)..+K)+()-'()0&1[&.&$

!

H

!

#$

!

#H

!

C$

!

CH

0)'

!

.&1

T

&*()5&,

4

#"]

!

3

>

+'

O

光还原二级结构的变化

P

4

(N

H

的
P<

谱&

=H$

"

@$$'0

'能够揭示蛋白质二级机

构变化的信息#

#!

$

%如图
#$

所示
C$B

和
CCC'0

是
P

4

(N

H

-

"

螺

旋结构的特征峰!随着光照时间的延长
P

4

(N

H

的
P<

谱图发

生变化!

C$B

和
CCC'0

处负峰振幅明显减弱!

P<

谱图的峰

强度发生一定变化!但是形状和肩峰的位置未发生明显改

变%部分
-

"

螺旋转变成
.

"

折叠!说明随着
P

4

(NH

光照还原的

发生!蛋白质内部疏水残基基团的不断暴露!与荧光光谱结

果一致!光照过程导致
P

4

(N

H

二级结构发生了一定改变!但

是整个
P

4

(N

H

的二级结构仍以
-

"

螺旋为主!说明光照时间内

P

4

(N

H

蛋白未完全变性%

图
!S

!

#\S4@

氙灯照射后
3

>

+'

O

的
3?

光谱图

光照时间从
E

,

3

.

$

!

#$

!

CH0)'

;,

<

"!S

!

3?-

7
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!
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!

#$

!

CH0)'

!

.&1

T

&*()5&,

4

=

!

结
!

论

!!

利用多种光谱学技术对光照射
P

4

(N

H

还原反应的依赖

性和机理进行了探究%结果表明.选定氙灯
CB$'0

波长光

照射下的
P

4

(N

H

溶液被还原!且随着光照时间的延长!还原

程度越强%选定波长
CB$'0

光照射!偏碱性条件利于
P

4

(N

H

的还原(

L&(

"

28X

和咪唑的存在均能促进还原反应%荧光

光谱以及圆二色光谱结果表明!

P

4

(N

H

被光诱导还原后!蛋

白主链结构更加伸展!

-

"

螺旋含量降低!

.

"

折叠含量升高!但

是整个
P

4

(N

H

的二级结构仍以
-

"

螺旋为主!说明光照时间内

P

4

(N

H

蛋白未变性%

P

4

(N

H

被光还原的机理为从卟啉环到三

价铁的电子转移!通过
CB$'0

激发形成卟啉
(

阳离子基团

和亚铁%以上的实验结果对于光诱导血红素蛋白质结构和功

能的研究!具有重要的理论意义和实践价值%
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