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辐射引发肌球蛋白自由基的 ��� 研究
‘

来

林维真 屠铁城
�

董继荣
�中国科学院上海原子核研究所

，
上海�

摘要 木文用电子自旋共振波谱法
，

对经过低温 下辐照的肌球蛋白产生的盲由基及其在程序升温中

发生的反应进行了研究
。

由 �� � 辐照并测定的 ���谱表明
，
低温下 肌球 蛋白产生的主要初级不稳定

产物为狱基阴离子自由基��� �
�

�����
。
经过程序升温并达到 ��� � 时

，

所测得的 ���谱又显示了次级

不稳定产物
�

肚链 � 碳抽氢自由基的波谱特征
。

随着测定温度继续上升
，
该自由基很快的衰减

。

关俄词 肌球蛋白，
碳基阴离子自由基

， � 碳抽氢自由基
。

月�� 言

����年 ����� 等人 第 一 次
‘

用 ��� 波谱测定了被 �线照射过的蛋 白质所产物的自由基 〔 ’ �。

随着检测技术的进步
，
低温 ���方法为研究蛋 白质辐解不稳定产物的反应机制和性质提供了有意

义的信息
。 ‘

���� 总结了他们对辐照导致的肌球蛋白化学反应的 ��� 研究后指出〔“�， 当千燥的肌
”

球蛋 白在 ��� � 辐照并测定时
，
得到的主要辐解产物是 肤 链 � 碳抽氢 自由基

，
该自由基的 ���

信号强度只随温度的升高而减弱
，
在 ����时其 ���

� �
��

。

同时
，

��
��对该自由基产生的机制作

了推论
。

在此基础上
，
我们应用电子自旋共振波谱仪检定了猪肌球蛋白经 �� � 少辐照 后产生的

初级不稳定产物
，
并用程序升温法跟踪检测该产物随着温度升高而发生变化

。

实 验 部
‘

分

�
�

抽提肌球蛋白

将定量的新鲜猪里脊部位瘦肉
，
纹碎后按 �����法抽提�“ ’， 得到肌球蛋白粗提取物的 ���溶

液
，
分离掉其中的肌动蛋白和其他杂蛋 白质后

，
将提取物溶于 �

�

����
�

��
一 “
的 ��� 溶液中

，
可

短期保存在低温冰箱内以备用
。

同时
，
对该提取物做聚丙烯酞胺

一���的凝胶电泳�’� ，
鉴定它的

纯度
。 ‘

�
�

制备样品并辐照

取上述肌球蛋 白的 ��� 溶液
，
倒入冷冻干燥装置内

，
低温下抽干�’将肌球蛋白冻干物制成圆柱

状
，
放入 中� ���的 ����玻管内

，
通入 ���的纯氮 ���� 后封管

。

将该样品管浸入液氮内
，

放入 ���� 火 ���
“

��的 ��的源辐照室
，
辐照至总吸收剂量达 ������为止

。

�
�

测定样品的 ��� 波谱

用������一���� 电子自旋共振波谱仪的�波段
，
测定受照样品在所研究温度下的 ��� 波谱

，

微波功率为 ���
，
由 �一���一� ��� ����� 计进行磁场跟踪测定

，
同时使用 �一�������样品双

腔和 ���� 标准样品
，

标定被测样品的 �因子
。 ’

当 进行 程序升温测定时
，

改用 �二������
一
���

程序升温装置
。

申

本文系国家自然科学基金资助项目
。
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结 果 与 讨 论

�
�

�了� 辐照并测定的肌球蛋白谱

�� � 辐照并测定的肌球蛋 白的 ��� 谱图�见图 ��
，
显示出一个较对称的单峰

， �� �
�

����，

线宽为 ��‘�� ，
在单峰两侧还略带一组重叠峰的痕迹

，
总线宽为 ��� �

。

����

肌球蛋白 �� �辐照
，

���测定的 ���谱
��� ��� ��������

�

���� ������ ����������

��� �������� �� ���
�

图 �一� 图 �一�

图 � 肌球蛋白�� � 辐照
，

程序升温测定的 ��� 谱
� ‘ ���� 测定的 ��� 谱

� �
�

���� 测定的 ���谱
���

�

� ��� ��� ������� ���� ������ ���������� �� �� �

�
�
������兮� �� ����

�

�
�

�������� �� ����

����年 ��� 对甘氨酸单晶在 �
�

��下的辐解研究指出 〔“ �， 甘氨酸单晶的初级 辐解还原

�

��
据图���根

产物为狡基阴离子自由基�介�
。
一��

�

一己一���
，
其各向异 性 � 因 子 分 别

‘

为 �
�

����
�，
�

�

����

�
�

�
�

����
。

继而他又在 �线照射的
‘ “�标记的乙酞甘氨酸的 ����� 研究中���

，
证明了在 �

�

�� 时它

的初级还原产物�一�一�的 �因子非常接近 �
�

����，
接着

，
他将辐照后的化甘氖氨酚胺甘氨酸的

己
盐酸单晶辐照后作了 ����� 研究 〔’ �， 进一步指出它的辐解还原产物分别是酞胺键欺基电子加合

自由基了一�一、和狡基电子加合自由基�一 �一。 �、 。

而 ����� 对多肤水溶 液的 辐 解效应进行研

�
�

，

�
�

究后 〔�】， 认为随着肤键�一 �一�一�数目的增加
，
吼胺键上拨基亲电子能也相应增强

，
该基团的

��
� ，

电子’“合产物 ’
‘

腿
阴离子自申基 ‘一��一��

�一
斤一

’就成为蛋白质初级辐解还 原产物中的主

�
， � “ ，

要成分
。

本实验在 ��� 得到的肌球蛋白 ��� 谱图中 �� �
�

����的单峰
，
即反映 了该 自由基在此温

度下的 ��� 波谱特征
。

另外
， �

肌球蛋 白所含有的芳香氨基酸残基和二硫键部分
，
其亲电子性能

均很强
，
辐照后它们与酞胺键竟争电子

，
生成各自的电子加合 自 由基

，
在 ��� 谱图中表现为位

于单峰两侧的董叠峰信号
。
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图 �一 图 �一�

图 � 肌球蛋白�� � 辐照
，

程序升温测定的��� 谱
�

�

���� 测定的 ��� 谱
， �

�

����测定的���谱
�

�

���� 测定的 ��� 谱 ， �
�

��� � 测定的��� 谱
‘

�
�

���� 测定的 ��� 谱
� �

�

��� � 测定的 ��� 谱�
‘

�
�

科�� 测定的 ��� 谱
。

���
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·

� �
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�
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�
。
�������� �� ����

。

�
�

程序升温过程 中肌球蛋白���谱的变化

从 �� � 至 ���� 程序升温过程中测定的 ��� 谱�见图 �“ ，
��

，
谱形均无变化

，
显示了默基

阴离子自由基的特征谱形
，
但是其 ��� 信号强度略有衰减

。

从 ���� 开始
，
随着温度程序性升高

，
肌球蛋白的 ��� 谱形出现 了变化�见图 ��

，
��

。

当

温度达到 ���� 时
，
其 ��� 谱图中央出现了一个 △��� � �� �的二重峰�见图 �。 �

，
由

’

����结论

可知此 二重峰为 肤链上 � 碳 抽氢 自由基的特征峰�一��一��一��一�
。 ’

接着继续阶段性升温至

����
，
其 ��� 谱的二重峰信号迅速衰减�见图 ��

、 �、
�

、
��

。

根据 ������ 对 几种二肤的碱性玻璃态在 �� � 经过 �� 辐照后所作的 ��� 研究�。 ’ ，

得出 �� �

生成的二肤欲基阴离子自由基
，
在升温后通过分子内电子转移

，
导致二肤脱氨反应

，
在 ���� 时
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生成了碳中心的自由基����一��一���
，
该自由基又与二肤发生抽氢反应

，
在 ��� � 时生成 �

碳抽氢自由基�一��一��一���
，
继续升温

，
使该自由基发生重合反应而消失

。

本实验升温过程

中测得的肌球 蛋 白 ��� 谱图的变化表明了蛋 白质辐解 反应也遵循类似的途径
，
但是在 ��� � 时

才显示出肌球蛋 白 � 碳抽氢 自由基的 ��� 信号
。

这可能是由于 蛋 白质的欺基阴离子自由基还存

在着通过蛋 白质
’

分子间氢键而进行的电子转移过程
，
引起蛋白质肤链脱氨

、

脱酞胺等反应
，
导致

肤链断裂
，
生成多种小分子多肤自由基� 这些自由基同时存在着与蛋 白质 � 位碳的抽氢反应

，
以

及自由基间的重合反应
，
这样就滞后了 � 碳抽氢自由基的出现

。

结 论

由本工作的结果可见
，
在 �� �

，

经 夕辐照后
，

�

肌球蛋 白生成的主要电子加合产物是淡丛阴离

子自由基，， 它从 ���� 时起
，
通过电子转移引起一系列反应

，
最后导致在 ��� � 生成更稳定的 �

碳抽氢自由基
，
该自由基随着检测温度的升高会迅速衰减

。 ‘

在本实验进行过程中
，
得到了上海生化所鲁子贤研究员和其他同志对肌球蛋白抽提工作所给予的热情指导

，

在此表示感谢
。
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