
第 25 卷 第 3 期 辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 Vol.25, No.3 
2007 年 6 月 J. Radiat. Res. Radiat. Process. June 2007 

—————————————— 
国家自然科学基金（20373086、10675158）资助 
第一作者：郝淑梅，女，1981 年 10 月出生，2004 年毕业于山西医科大学，辐射化学专业，现为中国科学院上海应用物理研

究所在读硕士 
通讯联系人：王文锋 
收稿日期：初稿 2007-01-10，修回 2007-03-09 

杜醌诱导溶菌酶的光敏损伤研究  

郝淑梅 1,2  张兆霞 1,2  朱红平 1,2  赵红卫 1  葛 敏 1,2  王文锋 1  姚思德 1 
1（中国科学院上海应用物理研究所  上海 201800） 

2（中国科学院研究生院  北京 100049） 

摘要   通过对溶菌酶活性的测量以及利用十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（Sodium dodecyl sul-
fate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）对光照后稳态产物的分析，证实在紫外可见波段光照射下

杜醌能够诱导溶菌酶的光敏损伤，导致溶菌酶结构破坏和活性降低。研究发现，溶菌酶的光敏损伤途径和损

伤产物与杜醌浓度、光照时间、体系的气氛等密切相关，在氮气条件下为 I 型光敏损伤机制，在有氧条件下对

溶菌酶的损伤是以 II 型反应为主的 I 型和 II 型协同作用的结果。同时考察了抗氧化剂–羟基肉桂酸类衍生物对

溶菌酶的保护作用。 
关键词  溶菌酶活性，杜醌，光敏损伤，十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶，抗氧化剂 
中图分类号  O644.12，Q518.4 

 
醌类物质在有氧呼吸及光合作用的能量传递过

程中起着重要作用。许多醌类物质亦具有其它生物

活性，一些外源性醌类衍生物作为抗生素或抗肿瘤

药物已应用于医疗[1]。杜醌(Duroquinone，DQ)是一

种重要的光敏剂，对其光化学性质及生化作用的研

究文献[2]－[4] 已有报道。在光激发下 DQ 能够产生

激发态，其激发单重态寿命仅为约 12ps，与物质发

生反应的几率很小，但其具有较高的系间窜越系数

(ΦISC=0.91)[5]，即 DQ 易从短寿命的激发单重态转化

为较长寿命的激发三重态，激发三重态寿命为

15µs[6]，有较高的激发能和还原电位(2.17 V)[7]。因

此，DQ 有着丰富和复杂的光化学和光生物学性质。

文献[8]－[9]报道了 DQ 作为电子受体，可以逆转鱼

藤酮等物质引起的大鼠肺氧耗量的减少。文献[10]
的报道中指出通过呼吸抑制作用，低剂量的 DQ(0.8
－1.6µg•ml-1)可以抑制 90%的幽门螺旋杆菌的生长。

Zhou 等[11]通过彗星电泳实验以及对授精率和孵化率

的检测，证实了在体内和体外实验中，DQ 的暴露均

可以引起鲤鱼精子 DNA 的断裂，授精率和孵化率的

降低。相对于 DQ 对 DNA 的光敏损伤研究，DQ 光敏

损伤蛋白质方面的研究要少得多。 
光敏剂引起的光敏损伤一般认为有两种途径：

一是 I 型反应机制，即光敏剂的激发态直接与底物

发生电子或氢原子转移诱发底物的损伤；二是 II 型
反应机制，即光敏剂激发态与基态氧发生激发能转

移产生单线态氧或通过电子转移产生超氧阴离子自

由基，继而引发底物的损伤[12]。光敏剂可与蛋白质

发生复杂的光化学反应，攻击蛋白质引起结构和构

象改变，造成肽键的断裂[13]、聚合与交联[14,15]。但

是由于蛋白质结构复杂，种类繁多，DQ 光敏损伤

蛋白质的机理仍知之甚少。事实上，蛋白质约占细

胞和组织干重的 68%，因此蛋白质是光氧化损伤的

主要靶分子之一。研究 DQ 对蛋白质损伤的光化学

反应对于阐明光动力学机理具有非常重要的意义，

也是要进一步深入研究光敏剂 DQ 的临床应用前景

所必须解决的问题。 
本工作以溶菌酶(Lysozyme，Lyso)为模型，研

究光照条件下 DQ 对 Lyso 的光敏损伤。揭示了光敏

损伤的时间、浓度和气氛效应，并对反应机理进行

了初步探讨。 

1 材料和方法 

1.1 药品 

DQ，芥子酸(Sinapic acid)，阿魏酸(Ferulic 
acid)，咖啡酸(Caffeic acid)，绿原酸(Chlorogenic 
acid)和乙睛均购自 Sigma 试剂公司，Lyso(分子量

为 14.6kDa)是 Fluka 公司产品。溶菌酶活性测试盒

购自南京建成生物工程研究所。试剂使用前均未经

进一步处理。实验溶液使用 Millipore 纯水新鲜配制。 

1.2 实验装置与检测方法 

本文实验采用 500W 的氙灯作为稳态光照光
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源，通过圆孔引出的光透过注水的玻璃比色皿，聚

焦到石英样品池上，样品的光辐照功率为

300mW•cm-2。经稳态光照处理的样品利用 Laemmli
方法进行十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis，SDS-PAGE)，电泳结束后用考马斯亮蓝

G-250 染色，经甲醇-乙酸溶液脱色后，用 Bio-Rad
公司的Quantity one成像分析系统成像并分析结果，

凝胶电泳仪型号为 Mini-PROTEIN® 3 Cell。紫外光

谱仪为 U-3010 分光光度计，扫描速度为 300 
nm•min-1，狭缝宽度为 0.5nm。 

Lyso 活性用比浊法进行测定，原理为：Lyso
溶解黄微球菌，从而降低细菌悬液的浑浊度，利用

分光光度计测定透光度的变化，结合下列公式可求

出酶的活性。 
U=(T 样品-T 空白/T 标准品-T 空白)×U’ 

式中，T 样品，T 空白，T 标准品代表在黄微球菌溶液

中分别加入样品、水、标准品后，体系在 530nm 处

的透光率，U 和 U’分别代表样品和标准品的活性。

本文选择未经处理的 Lyso 为标准品(活性 100%)，文

中所给出的活性值均为与此标准品而言的相对活性。 

2 实验结果 

2.1 光照波长的选定 

图 1 为测得的 DQ溶液和 Lyso 溶液的吸收谱及

稳态光照实验中所选波长范围。实验所用溶剂为磷

酸缓冲液(0.1mol/L，pH=7.4)和乙睛 (V∶V，7∶1)
的混合体系。从图中可以看出，Lyso 在 310 nm 以

后的范围内无吸收。而 DQ 在可见光以及 UVA 波

段主要在 346nm 处有吸收峰，主要为 n-π*吸收[16]。

选用注水的玻璃比色皿进行光过滤既可以滤去波长

小于 310nm 的紫外光以避免对蛋白质的直接损伤，

同时又可以避免长波长的红外光引起的热效应。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  UV-Visible absorption spectra of 3×10-5mol•L-1 Lyso 
solution (solid), 3.3×10-3mol•L-1 DQ solution (dash) and glass 
cell filled with water (dot) 

2.2 光照时间的影响 

图2为5×10-4 mol•L-1 Lyso溶液及DQ (1.5×10-3 
mol•L-1)和 Lyso(5×10-4 mol•L-1)的混合溶液分别在

空气饱和条件下，光照不同时间后得到的活性测量

结果和 SDS-PAGE 图。从实验结果可见，在非光照

的情况下，加入 DQ(0min)并未造成溶菌酶活性或

者结构的改变。光照组的活性结果显示：随着光照

时间的延长，Lyso 的活性逐渐下降，说明蛋白质的

结构发生了改变，并且损伤波及蛋白质的活性中心。

从电泳结果可见，光照时间在 5min 以上，均在 28
－29kDa 处出现大分子量的蛋白质片段，该片段恰

好是Lyso分子量 14.6kDa的两倍，说明是二聚产物。

光照时间大于 30min 则在 38－39kDa 位置处出现第

三条带，说明除交联反应外还发生了 Lyso 的断裂反

应，断裂的小分子继续与二聚体或其它分子反应生

成分子量为 38－39kDa 的产物。实验结果表明，在

空气饱和的条件下，DQ 可以造成 Lyso 的结构和活

性的损伤，随光照时间的延长，二聚产物条带强度

逐渐增强，DQ 对 Lyso 的光敏损伤加剧，造成 Lyso
活性逐渐减弱。 

 
 
 
 
 
 

Fig.2  Lysozyme activity (a) and gel electrophoresis pattern (b) present the effect of irradiation time on the photodamage of Lyso. (c) 
shows the intensity of bands at 28-29kDa, The data represent the average of three different experiments 
The solutions, which contained 5×10-4mol•L-1 Lyso and 1.5×10-3mol•L-1 DQ, were irradiated for different time bubbled with 
air. C, control group; 1, 0; 2, 5min; 3, 15min; 4, 30min; 5, 60min; M, molecular weight marker (Increase from bottom to top: 
14.4, 20.1, 31, 43, 66.2, 97.4kDa) 

2.3 DQ 浓度的影响 

图 3为 5×10-4 mol•L-1 Lyso及不同浓度DQ的混

合溶液在空气饱和条件下光照 60min 得到的活性和

电泳结果。从实验结果可以看出，DQ 浓度在 1×10-5 
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mol•L-1－1.5×10-3mol•L-1 范围内，随 DQ 浓度的增

加 Lyso 活性逐渐降低，电泳结果显示与活性改变相

一致的结构变化。随 DQ 浓度的增加，Lyso 的含量

逐渐减少，在 28－29kDa 处出现的二聚产物条带强

度逐渐增强，证实了随 DQ 浓度增加 Lyso 的损伤加

剧。与光照时间效应相似，损伤 Lyso 的 DQ 浓度效

应进一步证实了 DQ 可以诱导 Lyso 的损伤，并且在

实验所给浓度范围内，随着 DQ 浓度的增加损伤加

剧，对于其中的反应机理将在后面做进一步的探讨。 

 
 
 
 
 

 

Fig.3  Lysozyme activity (a) and gel electrophoresis pattern (b) present the effect of concentration of DQ on the photodamage of 
Lyso. (c) shows the intensity of bands at 28-29kDa 
The mixed solutions which contained 5×10-4mol•L-1 Lyso and different concentration of DQ were irradiated with air bubbling 
for 60min. DQ concentrations in 1-5are 0, 1×10-5mol•L-1, 4×10-5mol•L-1, 2×10-4mol•L-1 and 1.5×10-3mol•L-1;  
C, control group; M, molecular weight marker (Increase from 14.4, 20.1, 31, 43, 66.2 to 97.4kDa) 

2.4 气氛的影响 

上面的实验结果显示，在光照的条件下，DQ
可以引起 Lyso 的结构和活性的光敏损伤，且损伤程

度与 DQ 的浓度和光照时间密切相关，为了进一步

对其损伤机理进行探讨，考察了不同气氛下 DQ 对

Lyso 的损伤作用。 
图 4 为 Lyso(5×10-4mol•L-1)溶液及 DQ(1.5× 

10-3mol•L-1)和 Lyso(5×10-4 mol•L-1)的混合溶液分

别在氮气(N2)、空气(Air)和氧气(O2)饱和的条件下

光照 60min 后，得到的活性结果和 SDS-PAGE 图。

实验结果表明，上述溶液在不同气氛下光照，Lyso
活性均有减弱，并有与之相对应的 Lyso 二聚产物甚

至第三条带的出现。与不含 DQ 的空白实验对比，

在相同气氛条件下，DQ 的存在使 Lyso 活性明显下

降，二聚产物明显增加，说明 DQ 会敏化 Lyso 的损 
 

 
 
伤。在氮气饱和条件下 Lyso 也受到了光敏损伤，但

损伤程度相对最小，比较不同气氛下 DQ 对 Lyso
的损伤程度为：Air>O2>N2。说明氮气气氛下，DQ
通过 I型光氧化反应直接造成Lyso结构和活性的损

伤；有氧条件下，空气饱和时 Lyso 的损伤最严重，

并在 38－39kDa 处出现了明显的第三条带；氧气饱

和下损伤程度次之。提示在一定的氧浓度下，活性

氧自由基可使 DQ 对 Lyso 的光敏损伤加剧，但并不

是氧气浓度越大损伤越明显。因此推测，在有氧条

件下，DQ 通过 I 型和 II 型反应机理的某种协同作

用实现对 Lyso 的结构和活性的损伤，协同作用的发

生又与气氛中氧气的浓度密切相关，一定量的氧气

浓度有利于光敏损伤的实现，氧气浓度过大，反而

不利于光敏损伤的实现。 

 
 
 
 
 
 

Fig.4  Lysozyme activity (a) and gel electrophoresis pattern (b) present the effect of different ambiences on the photodamage of 
Lyso caused by DQ. (c) shows the intensity of bands at 28-29kDa 
Irradiated for 60min; I, 5×10-4 mol•L-1 Lyso bubbled with N2, Air and O2, respectively; II, the solution containing DQ 
(1.5×10-3mol•L-1) and Lyso (5×10-4mol•L-1) bubbled with N2, Air and O2, respectively. C, control group; M, molecular weight 
marker (Increase from 14.4, 20.1, 31, 43, 66.2 to 97.4kDa) 

2.5 抗氧化剂的影响 

5×10-4mol•L-1 芥子酸、阿魏酸、咖啡酸和绿原

酸分别加入到 Lyso(5×10-4 mol•L-1)和 DQ(1.5×10-3 

mol•L-1)的混合溶液中，在空气饱和条件下光照 

 
60min，所得到的活性和 SDS-PAGE 结果如图 5 所

示。实验表明加入抗氧化剂后 Lyso 的活性降低明显

受到抑制，活性甚至可以保持在 90%以上。相应的
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电泳结果显示，在 28－29kDa 处的条带强度明显减

弱，甚至并未观察到第三条带的出现，说明抗氧化

剂的加入有效地降低了DQ对Lyso的光敏损伤程度。 

 
 
 
 
 

 

Fig.5  Lysozyme activity (a) and gel electrophoresis pattern (b) present the effect of antioxidants on the photodamage of Lyso by 
DQ. (c) shows the intensity of bands at 28-29 kDa 
The mix solutions of 5×10-4mol•L-1 Lyso and 1.5×10-3mol•L-1 DQ with 5×10-4mol•L-1 antioxidant were irradiated for 60min 
bubbled with air.1, 5×10-4mol•L-1 Lyso 2, system without antioxidant; 3, system with antioxidant ferulic acid; 4, caffeic acid; 
5, sinapic acid; 6, Chlorogenic acid; C, control group; M, molecular weight marker (Increase from 14.4, 20.1, 31, 43, 66.2 to 
97.4kDa) 

3 讨论 

Lyso 是由 129 个氨基酸组成的单肽链蛋白酶，

其结构高度稳定。其中 3 个酪氨酸均位于分子的内

部，不易暴露在溶剂中，对稳定 Lyso 的结构有非常

重要的作用[17]。6 个色氨酸，其中 4 个在酶分子表

层部位，其余 2 个位于 Lyso 的活性中心部位，参与

Lyso 的催化过程。 
实验结果显示，在氮气条件下，DQ 能够光敏

损伤 Lyso。Lyso 在溶剂中 6 个色氨酸都会不同程度

的暴露出来[18]，Lyso 结构中最易暴露的色氨酸残基

是自由基攻击的主要目标之一，文献中有报道 Lyso
中色氨酸残基被氧化后产生的自由基能够使两个色

氨酸残基之间成键，是蛋白质交联主要原因[19]。DQ
三重态对色氨酸表现出很高的反应活性[20]，因此推

测在氮气条件下，DQ 光敏损伤 Lyso 的途径主要为

DQ 激发三重态直接与 Lyso 中的色氨酸残基反应造

成的，即 I 型反应机制。 

当体系中有氧气参与时(体系中为空气或者氧

气饱和)，DQ 激发三重态与氧之间发生能量转移生

成单线态氧，后者可以有效地诱导 Lyso 的光氧化损

伤[18]。侧链上的不同氨基酸残基与单线态氧的反应

速率和空间位阻的差别导致氨基酸的选择性损伤，

如单线态氧对色氨酸的反应速率高达 4.1×107 
L•mol-1•s-1 [21]。Lyso 中色氨酸残基不同程度地暴露

在溶剂中，使其成为单线态氧和 DQ 激发三重态攻

击的主要目标，反应产生的自由基能够使色氨酸之

间成键，这也是 Lyso 交联的原因之一。荧光实验显

示，光敏损伤的 Lyso 可以表现出相应的荧光减弱现

象，证实其中色氨酸残基受到了损伤[18]。随着光照

时间的延长、DQ 浓度的增大溶液中的自由基浓度

增大，促进蛋白质的交联反应。利用协同反应机理，

可以解释在氧气和空气条件下，DQ 光敏作用造成

的 Lyso 活性降低的趋势不同。在氧气饱和的气氛

中，单线态氧的生成较空气中增加，但体系中Ⅰ型

反应的发生受到抑制，因此氧气中 Lyso 活性的减小

并没有在空气中显著。说明 DQ 对 Lyso 的光敏损伤

是 I 型和 II 型反应协同作用的结果，并与体系中的

氧浓度密切相关。对比在氮气和氧气条件下 Lyso
的损伤可以看出，在氧气条件下 Lyso 的活性降低更

为明显，二聚产物的生成也较氮气条件下增加，说

明 DQ 对 Lyso 的光敏损伤是 I 型和 II 型反应协同作

用的结果，并以 II 型反应为主。 
Lyso 中其他类型的氨基酸残基(如组氨酸，酪

氨酸)也可以参与反应，有文献报道在 pH=7.4 的环

境下，DQ 激发三重态与组氨酸和酪氨酸均可发生

反应，DQ 激发三重态与组氨酸的反应速率甚至超

过了与其色氨酸的反应速率[21]。本文实验中出现了

38－39kDa 位置处的第三条电泳条带(见图 2)，说

明 DQ 对 Lyso 光敏损伤不仅造成了 Lyso 交联而且

还使其发生了断裂，断裂的小分子片段与二聚体结

合产生了更高分子量的蛋白质片段[13]。有关 DQ 光

敏损伤造成 Lyso 的断裂位点需要进一步研究判断。 
羟基肉桂酸类衍生物芥子酸、阿魏酸、咖啡酸

和绿原酸的加入使 DQ 对 Lyso 的光敏损伤明显减

弱，即抗氧化剂起到了保护 Lyso 的作用。在有氧条

件下，四种抗氧化剂对 Lyso 的保护效果依次为绿原

酸>芥子酸>咖啡酸>阿魏酸。文献[22]结果显示其对

羟基自由基的清除能力为：芥子酸>阿魏酸>咖啡酸

>绿原酸，对伽马射线辐照引起的蛋白质损伤的保

护能力为：阿魏酸>咖啡酸>芥子酸>绿原酸。这些结

果提示抗氧化剂的保护能力是多重因素共同作用的

结果，包括抗氧化剂的结构，对自由基的清除能力，

对损伤的修复能力，与底物的结合能力，与损伤位

点之间结合的位阻效应等。文献[23]报道了此类抗氧

化剂对单线态氧的淬灭作用，抗氧化剂可以通过电

荷转移反应猝灭单线态氧，从而阻止对蛋白质的光

敏损伤，也可以通过与氨基酸之间的电子转移反应

修复损伤的蛋白质[24]。因此推测，本实验中抗氧化

剂既可以清除体系中的氧化性产物，阻止其对蛋白
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质的损伤，又可以对损伤的蛋白质进行修复。羟基

肉桂酸类衍生物的强抗氧化性揭示了其作为抗氧化

剂在治疗和预防退行性疾病中可能的应用前景。 

4 结论 

在实验所选波长光照下，DQ 能够通过Ⅱ型反

应为主的 I 型和Ⅱ型反应的协同作用，选择性地损

伤 Lyso 中的特定氨基酸如色氨酸和酪氨酸，形成的

自由基能够使氨基酸之间成键，导致肽键的断裂、

聚合与交联，引起蛋白质结构和构象改变，进而导

致其活性的降低。Lyso 的损伤程度随 DQ 浓度的增

大而增强，随光照时间的延长而加剧。羟基肉桂酸

类衍生物的加入有效地阻止了 Lyso 的双分子交联，

抑制了 DQ 光敏作用对 Lyso 造成的损伤。 
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Study on photooxidation damage of lysozyme induced by duroquinone 
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ABSTRACT  The photooxidation damage of Lysozyme induced by duroquinone was studied by lysozyme activity 
analysis and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). It is suggested that the mecha-
nisms and products of oxidative damage were relative to the concentration of duroquinone, the time of irradiation and 
the ambience. The type I process was considered in nitrogen saturated solution, whereas both type I and type II were 
involved in under aerobic atmosphere and type II was the dominant process. The study also indicates that antioxidants 
such as hydroxycinnamic acid derivatives can reduce the damage of lysozyme effectively. 
KEYWORDS  Lysozyme activity, Duroquinone, Photooxidation, Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
             electrophoresis (SDS-PAGE), Antioxidant 
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