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羟自由基诱导蛋白质氧化损伤的研究
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摘要：作者利用Ｆｅ２＋／Ｈ２Ｏ２／Ａｓｃ氧化体系制备羟自由基，通过分光光度法、荧光分光光度法及
ＦＴ－ＩＲ，研究不同浓度过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）对牛血清蛋白（ＢＳＡ）巯基及活性巯基、表面疏水性、羰
基含量及蛋白质的二级结构的影响。结果表明：总巯基及活性巯基的含量都有着不同程度的减
少，表面疏水性和羰基含量均随着氧化剂浓度的增加和氧化时间的延长而增加，蛋白质的二级结
构也发生了改变。
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　　目前在肉类及鱼类的加工过程中，脂肪氧化对
肌肉品质的影响是众所周知的，但是随着研究的发
现，蛋白质成为我们关注的另一个目标，蛋白质氧
化也是导致肌肉品质恶化的一个重要因素。
由于肌肉组织中含有大量的不饱和脂肪酸、亚

铁血红素、金属离子或其它促进氧化因子［１］，这些
因子可以诱导产生各种活性氧自由基，或成为直接
诱导蛋白质氧化的催化剂，从而使肉类或鱼类的品

质恶化［２］。有些已经通过模拟体系的研究证实，活
性氧自由基能够氧化蛋白质，对蛋白质造成损伤，
如使蛋白质的肽键断裂、使蛋白质分子发生交联聚
合而生成变性高聚物、使蛋白质结构上的氨基酸发
生氧化脱氧及改变蛋白质的结构，从而失去生物活
性［３］。
作者利用羟自由基氧化体系作用于牛血清蛋

白，并对其理化性质及二级结构进行研究。通过对
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总巯基、活性巯基、表面疏水性、羰基含量及二级结
构等指标的探讨，根据它们的变化规律及相互关系
揭示羟自由基对牛血清蛋白的氧化机制。

１ 材料与方法

１．１　材料与试剂
牛血清蛋白（ＢＳＡ）：瑞士 Ｒｏｃｈｅ试剂公司；乙

二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ）：分析纯，天津市光复科技
发展有限公司；５，５＇－二硫代双硝基苯甲酸（ＤＴＮＢ）：
分析纯，北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ试剂公司；８－苯氨基－１－萘磺
酸（ＡＮＳ）：分析纯，梯希爱化成工业发展有限公司；

２，４－二硝基苯肼（ＤＮＰＨ）：分析纯，天津市科密欧化
学试剂有限公司；盐酸胍：分析纯，国药基团化学试
剂有限公司；尿素、ＫＣｌ、氯化铁，过氧化氢（Ｈ２Ｏ２），
抗坏血酸（Ａｓｃ）三氯乙酸（ＴＣＡ）、乙醇、乙酸乙酯、
磷酸二氢钾和氢氧化钠：均为分析纯。

１．２　仪器设备
数显三用恒温水箱（ＨＨ－Ｗ４２０型）：金坛市医

疗仪器厂；紫外－可见分光光度计（Ｔ６型）：北京普析
通用仪器有限公司；荧光分光光度计（Ｆ－７０００型）：
日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司；ＦＴ－ＩＲ 傅立叶红外光谱仪
（Ｎｉｃｏｌｅｔ　５７００型）：美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；真空冷冻干
燥机（ＣｏｏｌＳａｆｅ　５５－４型）：Ｃｏｏｌｉｎｇ　Ｔｒａｐ　Ｐｒｏ。

１．３　方法

１．３．１　羟自由基氧化体系的制备 　 应用 Ｆｅ／

Ｈ２Ｏ２／Ａｓｃ体系通过铁的氧化还原反应产生的羟自
由基［４］。用ＦｅＣｌ３、Ｈ２Ｏ２ 和 Ａｓｃ，在５０ｍｍｏｌ／Ｌ的
磷酸缓冲液中进行（ｐＨ　６．０），该体系中ＦｅＣｌ３ 和

Ａｓｃ浓度均为１ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｈ２Ｏ２ 的浓度分别选择

０，１，５，１０，１５，２０ｍｍｏｌ／Ｌ。

１．３．２　牛血清蛋白的氧化体系　在上述各个氧化
体系中加入牛血清蛋白（ＢＳＡ），使得蛋白质的最终
质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ，然后在５０℃分别氧化１、３
和５ｈ，使牛血清蛋白进行不同程度的氧化。

１．３．３　总巯基和活性巯基的测定　参考Ｙｏｕｎｇｓａ－
ｗａｔｄｉｇｕｌ［５］方法并略作修改，测定总巯基的方法是
将１ｍＬ氧化后的蛋白质液样加入９ｍＬ、５０ｍｍｏｌ／

Ｌ磷酸缓冲液 （其中包括 ０．６ ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ，１０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ，８ｍｏｌ／Ｌ的尿素，ｐＨ　７）。取４ｍＬ
上述混合液加入体积分数０．１％的ＤＴＮＢ　０．４ｍＬ，

然后将混合液在２５℃保温２５ｍｉｎ，在４１２ｎｍ下测
定吸光度即为总巯基的吸光度。而活性巯基的测
定是在不存在尿素的情况下，将反应混合液在４℃
反应１ｈ，然后在４１２ｎｍ处测定其吸光度。
计算总巯基的分子吸光系数１３　６００ｍｏｌ·ｃｍ／

Ｌ，因为是模拟实验，所以实验采用其吸光值来代替
巯基含量的变化趋势。

１．３．４　表面疏水性的荧光强度测定　用１－苯胺基－
８萘基磺酸盐（ＡＮＳ）荧光探针［６］将０．４ｍＬ氧化的
蛋白液与１．６ｍＬ含０．６ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ的磷酸缓冲溶
液（ｐＨ　７．０）混匀（最终使蛋白质质量浓度在０～１
ｍｇ／ｍＬ范围内），加入１０μＬ　８ｍｍｏｌ／Ｌ　ＡＮＳ后混
合均匀，在暗处放置１０ｍｉｎ，然后用荧光分光光度
计测定其荧光强度。测定条件为：激发波长３７４
ｎｍ，发射波长４８５ｎｍ，狭缝２．５ｎｍ，扫描速度为１
２００ｎｍ／ｍｉｎ，设定扫描范围为３９６～６００ｎｍ。

１．３．５　蛋白质二级结构的测定　先将氧化的蛋白
液放入高速冷冻器（约－７０℃）中冷冻约４ｈ，再放
入真空冷冻干燥机中干燥８ｈ即可得固态粉末。然
后对这些固态粉末进行压片，放入傅立叶红外光谱
仪（ＦＴ－ＩＲ）中进行扫描，收集光谱。扫描条件为：扫
描范围从６５０ｃｍ－１扫到４　０００ｃｍ－１，扫描次数为

２５６次，分辨率４ｃｍ－１。

１．３．６　 羰基含量的测定　测定羰基含量是参照

Ｏｌｉｖｅｒ等人［７］的方法并略加改动。方法如下：取３
ｍＬ质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ的氧化的蛋白液放入离
心管中，每管中加入１ｍＬ浓度１０ｍｍｏｌ／Ｌ的２，４－
二硝基苯肼（ＤＮＰＨ），室温下在黑暗处静止放１ｈ
（每隔１０ｍｉｎ旋涡１次），然后加入１ｍＬ质量分数

２０％的三氯乙酸（ＴＣＡ），然后在１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ，弃清液，用１ｍＬ乙酸乙酯∶乙醇（ｖ／ｖ＝１∶
１）洗涤沉淀，洗３次，以去除未反应的试剂，加４ｍＬ
盐酸胍溶液（６ｍｏｌ／Ｌ），在３７ ℃下溶解沉淀２０
ｍｉｎ，最后在１０　０００ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ，取上清液
在３７０ｎｍ处测吸光值。对照组开始时用１ｍＬ浓
度为２ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ代替ＤＮＰＨ 处理，其余操作
相同。离心和弃上清液前均要静止１０ｍｉｎ［８］。
计算羰基的分子吸光系数２２　０００ｍｏｌ／ｃｍ，因

为是模拟实验，所以实验采用其吸光值来代替羰基
含量的变化趋势。
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２ 结果与分析

２．１　总巯基和活性巯基的变化
巯基（—ＳＨ）和二硫键（—Ｓ—Ｓ—）是蛋白质中

具有最高反应活性的基团，蛋白质的结构稳定性、
酶的催化作用及在蛋白质的成膜特性［９－１１］等，这些
均与巯基和二硫键的变化有很大的关联，因此，我
们在探讨蛋白质的性质时，巯基和二硫键的变化是
一项重要的测定指标［１２］。
蛋白质中的游离巯基包括２种：暴露在蛋白质表

面的巯基和包埋在疏水基团内部的巯基。５，５－二硫
代－２－硝基苯甲酸（ＤＴＮＢ）可以与游离—ＳＨ反应，生
成在波长４１２ｎｍ处有最大吸收峰的黄色物质，然后
用分光光度计测其吸光度［１３］。而某些有机化合物如
尿素和盐酸胍的高浓度水溶液（４～８ｍｏｌ／Ｌ）可以导
致蛋白质分子氢键的断裂，使球状蛋白质从天然状态
转变至变性状态的中点，从而使蛋白质发生不同程度
的变性。这些有机化合物的水溶液还可以增大疏水
氨基酸残基在水溶液的溶解度，降低疏水相互作
用，从而使包埋于疏水基团内部的巯基暴露，这样
就可以通过加入尿素或盐酸胍的方法测定总巯基

的含量［１４］。图１和图２分别是不同氧化体系在不
同氧化时间对总巯基和活性巯基的影响。

图１　双氧水浓度对总巯基含量的影响
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　　从图１可以看出，在相同的氧化时间内，随着
双氧水浓度的增加，总巯基含量呈现降低的趋势，

这可能是因为在·ＯＨ氧化蛋白质的过程中，巯基
被氧化生成二硫键，或进一步氧化成磺酸类等产
物，从而导致蛋白质结构表面的总巯基含量的下

降。从氧化时间上来看，３ｈ和５ｈ时的总巯基含量
比１ｈ高，这可能是因为此时蛋白质分子发生了氧
化变性，巯基氧化成二硫键后，分子间又发生了重
排，暴露出更多巯基的缘故。当氧化３ｈ时，与低浓
度相比，当双氧水的浓度≥１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，这可能
是因为此时蛋白质分子发生了重排，内部的巯基暴
露，导致短时间内总巯基数量增加的缘故。而当氧
化３ｈ和５ｈ时，随着双氧水浓度的增加，此时总巯
基含量降低缓慢，这可能是因为此时蛋白质分子发
生重排，使得暴露出来的基团保持恒定，总巯基含
量不再明显降低；也可能是因为羟自由基氧化体系
只氧化暴露出来的特定的巯基，在氧化剂浓度较高
或反应时间较长的情况下氧化达到了平衡，从而使
总巯基趋于恒定。

图２　双氧水浓度对活性巯基的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｈ２Ｏ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ａｃｔｉｖｅ　ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌｓ

ｃｈａｎｇｅｓ

　　从图２中可以看到，与总巯基一样，活性巯基
也产生了类似的结果。在相同的氧化时间内，随着
双氧水浓度的增加，活性巯基的减少意味着蛋白质
分子间与分子内二硫键的形成，或形成氢键和疏水
键进而掩盖了活性巯基。与１ｈ相比，３ｈ和５ｈ时
活性巯基的含量又增加，这意味着蛋白质的折叠被
打开，二级结构随着发生改变，内部的活性巯基暴
露出来。
２．２　蛋白质表面疏水性的变化
蛋白质结构的特征是亲水／疏水间的平衡，稳

定蛋白质结构的因素有很多，譬如疏水作用、氢键、
盐键、范徳华力以及肽链内的肽键、二硫键和含有
金属元素的配位键等，而最重要的是疏水作用［１５］。
在蛋白质分子中，其中酪氨酸、色氨酸和苯丙氨酸
残基能受到激发而产生内源荧光，从而可测定其荧
光强度，而其他氨基酸则不产生内源荧光，通过对
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内源荧光的测定，我们可以获得有关蛋白质分子的
信息。然而除了内源荧光外，我们还可以借助外援
荧光，从而了解蛋白质分子更多的信息。现阶段测
定外源荧光最常用荧光探针是ＡＮＳ（１－苯胺基萘－８－
磺酸），ＡＮＳ已经广泛用于检测暴露在蛋白质表面疏
水位点，表征蛋白质构象的变化［１６－１７］。图３为不同
氧化体系在不同时间下的相对荧光强度变化曲线。

图３　双氧水浓度对荧光强度的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｈ２Ｏ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎ－
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　　从图３可以看出，无论是随着双氧水浓度的增
加还是氧化时间的延长，牛血清蛋白的相对荧光强
度呈增加趋势，即表面疏水性升高。这可能是随着
氧化剂浓度的增加，生成更多的·ＯＨ氧化蛋白质，
使得蛋白质分子内部的疏水键和氢键暴露出来，蛋
白质原有的天然结构被打破，构象发生改变，一些
疏水性的脂肪族和芳香族氨基酸侧链基团暴露，从
而增加了蛋白质的疏水性。另外随着时间的延长，
５０℃和高浓度的氧化剂这些条件也加速了蛋白质
的氧化变性。还有研究表明，牛血清蛋白质含有一
些疏水性较强的非极性基团如Ｐｈｅ残基，这些基团
的暴露也会使表面疏水性增加。
２．３　蛋白质二级结构的变化
在检测水溶液和固态中多肽和蛋白质的构象

时，ＦＴ－ＩＲ是一种实用而又灵敏的工具，它具有分
辨率好、灵敏度高、扫描速度快、样品用量少等一系
列优点。蛋白质和多台在红外区有９个特征吸收
带，其中酰胺Ⅰ带（１　６００～１　７００ｃｍ－１）对二级结构
的研究最有价值。
通常我们认为，１　６００～１　６４０ｃｍ－１为β－折叠

（β－ｓｈｅｅｔ）；１　６４０～１　６５０ｃｍ
－１为无规卷曲（ｒａｎ－

ｄｏｍ）；１　６５０～１　６５８ｃｍ－１为α－螺旋（α－ｈｅｌｉｘ）；
１　６６０～１　６９５ｃｍ－１为β－转角（β－ｔｕｒｎ）。目前研究的
比较成熟的是，酰胺Ⅰ带经过谱峰拟合后各子峰与

二级结构的对应关系。
通过对蛋白质酰胺Ⅰ带进行去卷积、二阶导数

和拟合之后，然后观察到氧化变性的蛋白质构象的
变化，包括新构象的产生、部分或全部去折叠引起
的二级结构的破坏、二级结构相对含量的变化等。
作者选用当双氧水浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ时的氧

化体系，对该体系经不同的氧化时间（１ｈ、３ｈ和５
ｈ）后蛋白质的ＦＴ－ＩＲ图谱用ｐｅａｋｆｉｔ　４．１２软件分
析，选择波数在１　６００～１　７００ｃｍ－１，得到如图４所
示的红外图谱经过自动去卷积后的酰胺Ｉ带分布，
表１表示二级结构的变化。

图４　图谱经过自动去卷积后的酰胺Ｉ带分布图
Ｆｉｇ．４　Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ　ａｍｉｄ　Ｉ　ｂａｎｄ　ｏｆ　ｉｎｆｒａ－ｒｅｄ　ｓｅｌｆ－ｄｅｃｏｎｖｏｌｖｅｄ

ｓｐｅｃｔｒａ
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表１　不同反应时间同一体系中蛋白质酰胺Ｉ带的分析

Ｔａｂ．１　Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ　ａｍｉｄ　Ｉ　ｂａｎｄ　ｏｆ　ＢＳＡ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
面积比％

时间／

ｈ β－折叠 无规卷曲 α－螺旋 β－转角

１　 ２１．５０　 ０ ４７．８４　 ３０．６６

３　 １４．１７　 ３１．１４　 ０ ５４．６９

５　 ５．２３　 ０ ６５．８９　 ２８．８８

　 　 当氧化 １ｈ 时，β－折叠，α－螺旋分别占 了

２１．５０％和４７．８４％，无规则卷曲为０，说明此时牛血
清蛋白有着稳定且有序的结构。当氧化３ｈ时，β－
折叠减少，α－螺旋降低为０，无规则卷曲则增加到
３１．１４％，β－转角也增加。无规则卷曲的增加和α－
螺旋的减少说明引起了蛋白质分子内或分子间的

相互作用，进而引起了蛋白质的变性［１８］，这说明了
羟自由基对牛血清蛋白的二级结构产生影响。随
着氧化时间的继续延长，发现β－折叠、α－螺旋和β－转
角的量在变化着。无规卷曲的减少和α－螺旋的增
加，这可能是因为随着Ｆｅｎｔｏｎ反应趋于结束，生成
的亚铁离子又与蛋白质发生作用，与巯基形成稳定
的化合物，或成为蛋白质分子或分子缔合物的组成
部分，增加了蛋白质的稳定性［１４］。
２．４　蛋白质羰基含量的变化
在蛋白质氧化损伤的过程中，生成的活性氧自

由基会攻击分子中的氨基，从而生成 ＮＨ３ 以及相
应的羰基衍生物。测定蛋白质羰基含量常用的方
法有４种，分别是２，４－二硝基苯肼法（ＤＮＰＨ）、硼氢
化钠法、荧光素肼法和荧光胺法。其中２，４－二硝基
苯肼法（ＤＮＰＨ）是测定羰基含量最经典的方法，它
是利用羰基与２，４－二硝基苯肼反应生成２，４－二硝
基苯腙，这种物质可以通过分光光度法测定，从而

测定出蛋白质羰基的含量。图５为不同氧化体系
在不同时间下的蛋白质羰基含量的变化。

图５　双氧水浓度对羰基含量的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｈ２Ｏ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｃａｒｂｏｎｙｌ　ｃｏｎｔｅｎｔ

　　从图５可以看出，随着双氧水浓度的增加和氧
化时间的延长，羰基含量整体呈现增加的趋势。这
可能是因为随着双氧水浓度的增加，生成的羟自由
基进攻氨基酸分子中自由氨基或亚氨基，氧化反应
后生成相应的 ＮＨ３ 和相应的羰基衍生物［１９］；由于
本反应是在５０℃水浴条件下进行的，且体系中存
在高浓度的氧化剂，随着反应时间的延长，这些条
件也可加速了蛋白质氧化的程度和强度；另外，赖
氨酸和抗坏血酸反应也能引入外源性的羰基。

３ 结　语

　　通过研究可以看出，羟自由基使牛血清蛋白的
理化性质发生了改变，如总巯基和活性巯基含量的
减少，表面疏水性和羰基含量的增加，并且通过ＦＴ－
ＩＲ红外分析表明了羟自由基对蛋白质分子中的氨
基酸残基和二级结构的影响，能够诱导蛋白质变性
和结构的变化。因此，羟自由基对牛血清蛋白模拟
体系的研究，对进一步揭示活性氧自由基氧化蛋白
质的机制有着非常重要的意义。
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