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研究论文

兔肝金属硫蛋白稀水溶液的 y 辐解

方兴旺 魏根栓 吴季兰
(北京大学技术物理系

,

北京 10 0 5 7 1 )

摘要 研究了氧和剂量率对兔肝金属硫蛋白 (M T戒 )稀水溶液 y 辐解的影响
。

水辐解产生的 O H 启

由基主要进攻 M T 一 I 中半胧氨酸残基上的筑基
,

使琉基与金属离子间的配位键破坏
,

造成部分金属离子
解离

,

并形成二硫键
。

而二硫键的形成主要发生在分子内部
,

其 G 值将为分子间二硫键 G 值的 5 倍
。

城O

饱和与 N :

饱和时 M T 一 I 稀水溶液辐解
,

琉基损失 G值分别为 7
.

0 与 4
.

2
,

0 :

饱和时有一较短的链反应
。

辐解形成的二硫键能定量地被还原型谷胧普肤还原
。

同时对 M T峨 稀水溶液 下辐解机理进行了讨论
,

并

求得了辐解时的物料平衡
。

关键词 金属硫蛋白 (M T 一 )I
,

辐解
,

二硫键
,

辐射效应

金属硫蛋白 (M et al lot hi o en in
,

简称 M T )是一类富含琉基和 金属的低分子量 蛋白质
,

广泛存

在于哺乳动物及高等植物中
。

自 1 9 5 7 年 M ar g os h es 和 v al l ee L̀ ’
首次发现 M T 以来

,

虽然人们对它

已作了大量研究
,

但其生理功能尚无定论
。

由于 M T 富含筑基
,

人们推测 M T 可能参与机体内的

抗辐射保护 过程
,

在清除自由基和修 复辐射 损伤方 面起重 要作用 [ 2 ]
。

研究表明
,

x 射线 或 夕

射线辐照均能 导致体内 M T 浓度的 明显升高 s[ ,’ ] ; M T 能修复 D N A 损伤 f” 〕 ,

抑制 O H 自由基引

起的 D N A 降解 a1[
,

利 用 竞争动力学 方法求得 k M : ,。 二 = 10
` “

m ol
一 ` ·

dm
3·

dm
, ·

s 一 ’ ,
k MT / 。 2

一 5 义

1 0` m ol
一 ` ·

dm
3

·

s一 ’ 〔 ’ 〕。

这为 M T 的抗辐射功能提供 了很好的佐证
,

但 M T 清除自由基
、

形成辐解

产物的机理尚不清楚
。

本工作通过对 M T 一 1稀水溶液 , 辐解产物的分析
,

对 M T一 I清除自由基的

机理进行研究
。

1 材 料 与 方 法

1
.

1 材料

兔肝 M T 一 I 从皮下注射 C d cl
:

诱导过的家兔肝脏中分离纯化得到 [“ ] ,

所得产品为 H PL C 纯
,

金属含量测定表明每分子蛋白中含 5 个 C d 分子和 2 个 z n 分子
。

配制水溶液时均用三级蒸馏水
,

第二级和第三级蒸馏时分别加入碱性高锰酸钾和 酸性重铬酸钾
。

所用下 列化学试剂
: K

Z
HP O ` 、

K H
: p o ` 、

5 , 5几二硫双
一 2一硝基苯甲酸 5 , 5气d i t h i ob i s ( 2一 n i t r o b e n z o n i e a e id ) ( D T N B )

、

乙二胺 四 乙

酸
e t h y l e n e d组m i ne t e t r a a e e t i e a e i d ( E D T A )

、

肌 G u a n id i n e 、

C d C I:
、

氏 0 2 、

邻苯二甲酸氢钾
、

磷钥酸钱
、
K l 等均为 A R 级

。

所用 N夕
、

N :
为高纯气体

, O :

为普通纯气体
。

1
.

2 辐照及检测

所有样品在辐照前均通气 ( N夕
、

N :
或 仇 ) 30 m in 后封管

。

辐照在北京大学技术物理系小钻

源室完成
,

吸收剂量用 eF S O
`

剂量计标定
,

G ( ; 。 “ +

) 。
2

取值 1 5
.

5
。

辐照引起的疏基损失用 E u琳
n

试剂 〔 (其 组成为 5 x 1 0一 3
m of

.

dm
一 ` D T袖

一 l x l o
一 “

m ol
·

dm : “ 。

E D T A 一 6 m of
·

dm
一 “

uG an i d i en
一 .0 1

m ol
·

dm
一 “
磷酸盐缓冲液 ( p H 7

.

3) 〕测定 [。 J
。

测量时取 0
.

4一 1
.

0 nI l待测液 (统基总量不超过 0
.

5脚 o1 )
,

收稿 日期
:

初稿 1 9 9 4一 0 4一 0 4
,

修改稿 1 9 9 4一 0 6一2 9
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加2 0协1 o
.

i mo l
·

d m
一 “

H l c
、

2 0 0协 o l
.

l mo l
·

d m
一3 ED TA 去除金 属离子

,

再 加入 s m l o
.

l m o l
·

dm
一 ”
磷酸盐缓冲液 (BP s) ( p H 7

.

3) 和 0
.

2 m l lE l m a n 试剂
,

并用 0
.

1 m ol
·

d m
一 ”

BP S 稀释至 l o
.

o m l ,

于 41 2 n m 处测定反应后溶液的吸光 值
,

饥
; Z o m

取 1 3 6 00 m ol
一 ` ·

dm 3 · c m
一 ` 。

H
: 0 2

侧 定 用 比 色

法 [` 。 ] : 1一 2 m l 样品溶液
,

加 1
.

o m l B 液 (2 g 邻苯二甲酸氢钾溶于 10 o m l 三蒸水即得 )
、

1
.

0 m l

A 液 (每 1 0 0 m l 中含 7 9 K l
、

0
.

2 9 N a 0 H 和 0
.

2 9 磷钥酸按 )
,

用水稀释至 5
.

o m l ,

测定 A s o o n m ,

e 3 。。 = 2
.

3 义 z 0 4
m o l 一 ` ·

dm
3

·

c m
一 ` 。 C d 与 z n 用原子吸收分光光度法 ( A A S ) 钡叮定

,

仪器为 H i t a e h i -

1 8于 8 0
。

M T一 I水溶液辐照后分子间聚合形成二聚体的产额由 H P L C 法测定
,

仪器为 H i t ac ih 一M er cl e

H p L C ,

分析柱为 U l t r o p a e一 T S K G 2 0 0 0 5丫V ( 7
.

5

nmI
I D x 3 0

.

o e m L )
,

分析柱前加保护柱 U l t r o P a e一

T s K P r e e o l u m n s w ( 7
.

5 m m I D x 7
.

5 e m L )
,

进样体积 2 0 卜1 ,

洗脱液为 0
.

0 5 m o l
·

dm
一 3

BP s

( PH 7
.

0 )
,

流速 1
.

0 m l /m i m
, 2 2 0 n m 处检测

。

2 结 果 与 讨 论

.21 M T一

屿 ozH
:
的反应

在碱性条件下
,

H
20 :

与半胧氨酸 (简记为 C y S H )有如下反应
:

洛

: e y
二

+ H : o
:

匕e y

ssc
y 十 Z H

Z
o ( 1 )

反应 ( 1) 经历两个步骤 [ “ J :

C yS
一 + H : 0 : ” C y S O H + O H

一

( 1 。 )

C y S O H + C y S
一

, C y S S C y + O H
一

( l b )

反应 ( l b) 很快
,

反应 ( l a) 是决速步
,
k , .

= 1 2
.

4 m lu
一 `

·

dm
“ ·

“ 一 ` 。

每分子 M T 中有 20 个半胧氨酸残基
,

而且全部去质子化
,

因此在M T稀水溶液的辐射化学中类似反应可能存在
,

而且可能显得比较重要
:

{
R S

一 + H : 0
:

` R S O H + O H
-

R SO H + R S
一

~ R S S R + O H
-

( Z a )

( Z b )

式中 R S 一

表示 M T
。

因此有必要测定 k Z。 。

用 0
.

o s m ol
·

dm
一“ P B S (PH S

.

0) 作溶剂
,

溶解一定量的 M T 一 I ,

用 lE l
am

n 试剂测定琉基浓度

后用 BP
s 稀释至琉基 浓度为 1

.

0 x 1 -0 “ m ol
·

dm
一 “

( A 液 )
。

取 0
.

3 m 1 30 % H夕
:
用三级蒸 馏水 稀

释至 1 00 m l
,

用 N a : 5 2 0 。

标准溶液侧定其浓度后稀释至 1
.

o x 1 0一 “
m of

·

dm
一 “

(B 浓 )
。

取 l o
.

o m 1 A

液
, 5

.

0 m 1 B 液
,

加入 25 m l 容量瓶中
,

用 BP S

只已 ; d 为
1

}
,

,
一

巴 `

F i g
.

1 K i n e t i e P l o t s o f M T -I 一H :
0

: r e a e t i o n

仁M T一〕o = 2
.

0 x 1 0
一

sm
o l

.

d m
一 3 ( i

. e .

〔R S
一

〕 二 4
.

0 x 10
“ 4 m of

.

d m
一 3 )

,

〔H :
0

,〕o = 2
.

0 X 1 0
一 4m OI

·

d m
一 3 ,

P H 二 8
。
0

,

T = 2 9 3 K

( 一 ) 〔S H」 ( o ) i / 〔S H 〕

定容至 25 m l 刻度线
,

室温 (2 O℃ )下反应
,

每

隔一定时间取出 1
.

00 m l反 应 液用 lE lm a n 试

剂测定 S H 浓度随时间的变化
,

得到图 1
。

从图 1可 以看到琉基浓度随时间下降
,

说

明该实验条件下 M T 一 I 与 H
Z O :

反应
。

假定 反

应机理 同 C y S H 与 H 么O :
反应时一 样

,

即按反

应 ( Z a )和 ( Z b )进行
,

且 ( Z a )为决速步
,

则有

d [ R s 一

〕 / d t = k : .

〔R s 一

〕。〔H
Z
O

:

〕
。

( I )

本实验中反应 刚开始时 〔 ( R S 一 ) 〕
。 = 2〔H Z

q 〕。
,

由于反应按 ( 2 幻和 (2 b) 进行
,

每分子 H :
仇 反

应的结果消耗两分子的 R S
一 ,

因此反应的任何

时刻都有 [ R S 一〕. = 2 [几O : 〕 . ,

代入 ( I )式
,

得

甲E℃
.

一。一巴,
·

。一、一H,
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d 〔Rs
一

〕/ d , =

合
k

Z·

〔R s
一

〕。
2 ,

从 “今 , 作定积 分得 ` /〔 R S
一

〕。 = ` /〔R s
一

〕
。

+

十
k

Z·`… … ` “ ,
。

即

l/ 〔R S一 )、一 t成直线关系
,

这与实验结果相符 (因 M T 一 I 中 20 个疏基全部去质子化
,

所以测得的

〔s H」即为〔R S
一

〕)
,

说明上面的假设是合理的
。

由图 1 中直线斜率可求得 k : 。
= l o m ol

一 ` ·

dm
一 “

·

s 一 ` ,

这

与 k
, 。

值很接近
,

进一步说明 H
ZO :

与 M T一 I 反应的机理可能和 H夕
:

与 C y S H 反应时完全相同
。

辐解后的 M T 一 I 稀水溶液经两种不 同方式去除 M T一 I 后再测定 H
20 :

含量
,

以消除琉基对测

定的影响
:

① 经 eS p h ad ex G 一
25 脱盐柱除去蛋 白组分 ; ② 加入 5 倍体积的无水乙醇使蛋白成分

变性 沉淀并经超速离心除去
。

实验结果表明
,

无论是 N ZO 饱和还是 O :

饱和
,

辐解液经上述两种

途径消除琉基影响后仍检测不出 H夕
2 ,

而 以标准 H
Zo :

水溶液作相同处理后用相同方法 (比色法 )

测定的结果表明
,

两种方式处理后 H 20 :

回收率均在 95 % 以上
,

说明两种处理方法均不导致氏仇

的明显损失
。

因此可 以认为 M T 一 I 稀水溶液 夕 辐解稳定产物中没有 H
Zo : 。

M T一 I 稀水溶液中 〔R S
一

〕
。

约为 1 x 10
一 “

m ol
·

dm
一 “ ,

由于 H Z O :

生成量小 (例如 D = 1 00 G y,

若 G ( H: 。 2

)《 1 0 ,

则 〔H
: 0 2

〕
。

《 1 0 一 `
m o l

·

d m
一 3 )

,

而琉基减少控制在 1 0%左右
,

因此反应 ( Z a
) 可

以看作准一级反应
,

这时 H : o :
的半衰期 t , I: = I n Z / ( 〔R S

一

〕
。 ·

k : 。

) = 0
.

6 9 / ( 1
.

0 x 1 0一 “ ·

1 0 ) = 6 9 ( s )
。

这表明辐解过程中生成的 H夕
:

在辐解产物分析之前已全部与 M T 一 I 反应完了
,

因此在 辐解产物

分析时测不出 H
ZO :

是合理的
。

2
.

2 夕辐解时疏基减少与二聚体形成

M T 一 I 溶于 o
.

o s m o l
·

dm
一 “ p B s ( PH s

.

o )中
, E l lm a n 试剂 测定琉 基浓 度为 z

.

2 1 x i o一 “ m o l
·

d m
一 “ ,

即 M T 一 I 浓度为 6
.

06 x 1 0 “ “
m ol

·

dm
一 “ 。

分析结果表 明通气过程不会造 成琉基减少
,

也没

有二聚体形成
,

而辐解则会导致琉基的减少和二聚体的形成
。

各种条件下 M T 一 I 的 BP
S辐解后产

物分析结果列于表 1
。

表中 G
一 : H 和 G ( M T ` : )

:

分别表示琉基减少和二聚体生成的 G 值
。

琉基减

少时形成二硫键
,

而 G
一 。 H 比 G (MT

~ :
)

2

大很多
,

说明二硫键的形成主要发生在分子内部
,

而形成

分子间二硫键产生二聚体的份额 很小
。

这可能是由于 M T 一 I 分子内部有 20 个琉基
,

且它们相互靠

得较近
,

因此二硫键更容易在同一分子内形成
。

梦

T ab 1
.

G V a 】u se o 企 r a d i o l y灯 e P r o d u e st af ter y一 r毗 i o l y s i s o f M T峨 i n P h o s Ph a t e

b u f里er s o l u n o n p H 8
.

0
,

[ M T 4 〕o = 6
.

0 6 x 1 0
一 “

m o l
.

dm
一 3

D o s e r a t e / G y
· s 一 1

, ~
, , . .

.
, ~ ~ , , 叫

一
一

一
- 一—一一

肉~ 脚

一
一

.

一0
。
1 03 0

。
1 74 0

。
2匀2 0

。
8 0 5

` ` . . . . . .

-
一-

甲

一
` , . . 叫~ , . ,

一

一

一
一

~ ,心. . ` ~ ~ , ,户` . . 目

3 o
.

g G y 6 1
.

8 G y 92
。

7 G y 5 2
。
2 G y l o 4 G y 15 7 G y 8 7

·
6 G y z 7 5 G y 2 6 3 G y 2 4 2 G y

B u b b l e d

w i t h N :

B u b b l e d

w i t h N : O

B u b b l e d

w j t h o :

G
_ s 班

G ( M T 一 I ) 2

G
一日皿

G ( 从 T 一 I ) 二

G
一 s 双

G (” T 一 x ) 2

4
。
3

0
。
3 3

7
。
2

0
。
7 5

4
·
0

0
.

3 1

.4 1

0
。
3 1

4
。
2

0
。

34

4
·
2

0
。
3 1

4
·
4

0
。
3 1

3
·
9

0
.

艺9

O甘八O

J住凡OQ口归勺
.

…
月̀OQ自0

1占

月勺八U

八匕noCO内I
.

…
J
任O厅
之八曰

1 4
。
0

0
。
6 1

1 2
。

8

D
。

6 2

1 1
。
9

0é曰己

ó

U几DOC工b
.

…
甲.八U八0CU

,土

月任0

J
往叮口né九匕

.

…
J
任ōUtrCU

丹了月了
.

ó匕血匕00尸n
.

…
八匕
ù

UCCUO

11

行̀n甘

, .ù丹nló曰曰二

…
O

叮̀ó“ó J任丹U

川土

OU内O

00丹DQ甘ùb
.

…
八Ò111lbCU

1上

,上0

O甘凡匕ùb内O
.

…
汽b
ù
115八U

,上
1 6

。

7

0
。

5 5

从表 1 可以看出无论是通 N
Z 、

N夕还是 。 : ,
G (MT

一 :
)

:

值均不随剂量率的变化而变化
,

且数

值很小
。

在通 N
:

或 N
20 后辐照时

,
G

一 。 H 值与剂量 率变化无关
,

而通 O :
后辐照时

,
G一 s H 值随

剂量率的增大而减小
。

作 G
_ 。 H一〔D os e R at e〕

一

甲 图
,

得到图 2
。

从图 2可以看出
, 0 2

饱和时辐

解 M T 一 I 稀水溶液
,

G
一 。 二
与 〔D os e R at e〕

一 `户成线性关系
,

说明琉基减少有一个链过程
,

但直线
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口12
.

0

`加
s o r日记 .) l, 2 2“ 丫

.

$ 一上、 一 互1 2

F i g
.

2 T h e r e l a t i o n s h j P b e
wt

e e n d o s e r a t e a n d

G
_ s a

in o ,
昭 at ur a t e d M T一 hP

o s P h a t e

bu f f e r 501峨 fo n 〔M T一〕 = 6
。
0 6 x 1 0

一 `

m of
.

d m
一 3 ,

p H 二 8
。
O

,

T =
29 3 K

斜率很小
,

说 明反应链较短
。

当直线外推到剂

量率无穷大时
,

有 G
_ 。 H = 9

.

7
。

2
.

3 夕辐解时 M T一 I 中鳌合金属离子的解离

辐照后的样品经 eS hP a cr ly .5 100 H R 填

充柱常规液相色谱分离
,

得到
“

单体
”

和二聚体

(
“

单体
”

包括未受辐射损伤的单分 子 M T 一 I 以

及损伤仅发生在分子内部
、

形成分子内二硫键

的单分子
,

因它们分子量很接近
,

无法在排阻

色谱上分开 )
。

用 A A S 法测定其中金属离子含

量时
,

发现辐解主要造成 z n 卜 的解离
,

二聚

体中几乎不含 z n Z + ,

分离出的单体中 z n 之+

的

含量亦大大减少
,

而 C d “ +

的损失很少
。

在分离

所得盐峰中也只能检测到 z n Z + 。

例如
, e

.

0 6 x 2 0一 “
m o l

·

咖
一 “

M T 一1 0 :

饱和 1 0 4 G y 辐 照 前 后

金属离子分布情况如表 2 所示
。

T 妞b E f f e e t o f ir r ad i a t i o n o n m e t a l i o n e o n t e n t ( m o l /m o l P r o t e i n ) i n o : 一 s a ut ar t e d M T -I

〔M T一〕。 = 6
.

0 6 x 1 0
一

如
0 1

·

d m
一 3 ,

d o s e 二 1 0 4 G y ( d o s e r a t e = 0
.

1 7 G y / . )

I n m o n 0 ID e r S I n d im er s

Z n C d Z n

B e f or e i rr a d纽 t i o n

A f t e r i r r a d i a t io n

1
。
9

0
.

9

Z n C d

0
。
0 5 1 2

。
5

M T 一 I 对 C d “ 十

的鳌合 能力比 z n “ +

大 1 0 0 0 0 倍 〔` “ 1 ,

因此 M T 一 I 辐解时 首先解离 日结构域中

的 z n “ +

(M T 一 I 中 2 个 z n “ 十

全在 日结构域 中 [ ` ’ )
,

又 由于 M T 一 I 各结构域 在鳌合 金属离子时有协

同效应〔 ’ 句 ,

因此 日结构域 中某琉基的损伤会导致 该结构域 中赘合的 3 个金属离子 ( 2 个 z n “ +

和

1个 C d“ 十 )全部解离
,

因此辐解 形成的二聚 体中几乎不含 z n “ + 。

释放出的 C d
“ 十

可以与未受损伤

的 p结构域中的 z n Z十

发生交换
,

这可能是盐峰 中检测不到 C d 的主要原因
。

2
.

4 二硫键还原

M T 一 I 水液液 夕辐解后经 eS p ha cr y l S 一 1 00 H R 填充柱分离
,

收集 M T 单分子峰以后的流分
,

用 E ll m a n 试剂检测不到其 中有琉基存在
,

说明辐解过 程并不导致 M T 肤链的断裂
。

因此 M T 一 I

夕辐解损伤主要是分子内及分子间二硫键的形成和金属离子 的解离
,

这与文献报道结果相符 [7 ]
。

室温下向 1
.

O m 1 M T 一 I 辐解液中加入 o
.

3 m g 还原型谷肤普肤 ( G SH )
, Z h 后用 H p L C 分析

,

发现辐解形成的二聚休被完全还原成单体
。

还原后 的 M T 一 I 经 se p h ad ex G 一25 脱盐柱除去 G S H及

G SS G 后用 lE lm a n 试剂测琉基含量
,

结果表明所有辐解中形成的二硫键全部被还原成琉基
,

还原于
后的 M T 一 I 每 分子 仍含 2 。个琉基

。

还原 后的 M T 一 I 用过量 c d cl 厂 E D T A 或 z n cl
Z一E D T A 处梦

(P H .7 0, 3 0℃
, 4 h) 后测定 C d 或 z n 含量

,

结果表明每分子辐照后还原的 M T 一 I 仍能与 7 个cdt 孰
或 z n “ 结合

,

这进一步说明 M T 一 I 辐解损伤仅发 生在二硫键形 成水平 上
,

而不影响 M-T I 的舞i

级结构
。

3 M T - 1 稀水溶液 下辐解机理及物料平衡
研究中曾用脉冲辐解技术证实了 MT

一 I 辐解时与 半胧氨酸辊解一样
,

有 R S s
一
R络阻离矛嚷
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:

兔肝金属硫蛋白稀水溶液的 y 辐解

由基的形成与衰减 [ “ ’ , 2
.

1 中结果表明 M T 一 I 同 H
:
o

:

反应时与半胧氨酸遵从相 同的机理
,

因此

推测 M T 一 I 中半眺氨酸残基是辐解最敏感部位
。

参照半耽氨酸 的辐解机理 I ’ 5〕 ,

推侧 M T一 I 辐解机

理大致如下
:

H
Zo ~之一 o H

,
H

, 。 ;
。 ,

H : o
: , … ( 3 )

中性和弱碱性时主要活性粒子产额为
:

G oH = 2
.

80
,

.G
· 。

一 2
·

75
,

G : 功
: 二 。

·

73

M T勺 R S
一 + C d

Z +

/ Z n Z +

( 4 )

R S
一 + O H , R S

.

O H
一

( 5 )

R S
.

+ R S
一

禅 R S S
一 R ( 6 )

R S
.

+ R S
.

, R S S R ( 7 )

R s
一 + H: 0 2

, R SO H+ O H
-

( Z a )

R S O H+ R S一 , R S S R + O H
一

( Z b )

通 N : 时
, R S S

一
R 按反应 ( 6 )的逆过程衰减

,

因 此 G
一 。 H = G o : + Z G , 2 0 : = 2

.

8 0 + 2 X 0
.

7 3 == 4
.

2 6
,

与实验值 4
.

2 相符
。

N : 0 饱和时 N
: 0 + e二

。

, o H+ N
: + O H

一

( 8 )

而 R ss
一 R 仍按 反应 ( 6 )的逆过程衰减

,

因此有 G
一。 。 = G o H + G

。 : q 一 + Z G : : o : = 2
.

8 0 + 2
·

7 5 + Z x

0
.

7 3 二 7
.

0 1 ,

与实验值 7
.

0 相符
。

0 : 饱和时 [ , 6 1

R s
·

+ 0 2

` 尽5 0
2 ·

( 9 )

R so
Z ·

+ H
+ +

SR
一

、 SR O O H 十 R .s (1 0)

R S 0 0 H + H
+ + R S

一

, R S S R + H: 0
:

( 1 1 )

反应 (9 )和 (1 0) 构成链反应
,

使 G
_ 。 H
升高

。

由于反应 (6 )
、

(7 )与反应 (9 )竟争
,

且 H
+

浓度很小
,

因此反应链较短
。

当剂量率无穷大时
,

由于 R.S 的浓度很大
, R S

一

局部浓度非常大 (每分子内有

20 个 R s 一

)
,

因此在 R .s 衰减的反应 (6 )
、

(7 )和 (9 )三条途径中反应 (9 ) 的份额很小
,

可以忽略链

反应
,

这时由于 R sS
一
R 按下 式 衰 减

: R S S
一
R + 0

2

, R S SR 十 oz
一

( 1 2 )

同时
’

e石
。 + o

:

, 0
2一

( 1 3 )

2 0 2一 + Z H
+

, H a o : + 0 : ( 1 4 )

因此每个 O H消耗 2个 琉基
,

每个 ea
q 一

消耗一个琉基
,

每个 H
Z
O

:

消耗两个琉基
,

因此 G
一 。 H =

Z G o 二 + G
o a

卜 + ZH: 0
2 二 2 x 2

.

8 0 + 2
.

7 5 + 2 x o
.

7 3 = 1 0
.

0 5 ,
这与实验值 9

.

7 基本相符
。

通 N
:

或

N
Zo 时

,

由于反应 ( 6) 生成的 R s S
一
R 按反应 ( 6) 的逆过程衰减

,

因此二硫键的形成来源于反应 ( 7)

和 (2 b)
。

反应 (7 )中当两个 R .S 处于 同一个 M T 分子 中时形成分子内二硫键
, 只有当两个 R .s 处

于不同 M T 分子中时才形成分子间二硫键
,

同时产生 M T 的二聚体
。

由于一个 M T 分子中有 20

个琉基
,

分子内部琉基 浓度非常高
,

因此 R .s 与同一分子 内的 R .s 反应 的 机会更多些
,
而与其

他分子中的 R .s 反应的机会很少
,

所以反应 ( 7) 主要生成分子 内二硫键
。

同样
,

反应 (2 b) 中
`

RS
O H

更倾向于与其所在分子中的其他 R s
一

基 因反应而生成 分 子 内 二 硫 键
。

所以通 N
:

或 N 2 0 时
,

G ( M T二 ) :
都很小

。

通 0 2
时除反应 (7 )和 (2 b )外

,

反应 (6 )和 ( 1 1) 的结果亦形成二硫键
。

与反应

(7 )和 (2 b) 一样
,

由于 M T 中局部琉基浓度极高
,

反应 (6 )和 ( 1 1) 亦主要形成分子内二硫键
。
因

此
,

0
2

饱和时
,

O ( M : . : )
:

也很小
。

这与实验结果是相一致的
。

0 :

饱和时由于反应 ( 9) 和 ( 1 0 )构成链反应
,

使 G
_ 。 H 随剂量率的增 大而减少

。

链反应产生的

R s o 0 H 通过反应 ( 1 1) 生成二硫键
。

因 M T 分子内琉基局部浓度很大
,

反应 ( 1 1) 主要形成分子内

二硫键
,

对二聚体的形成贡献很小
。

由于反应链很短
,

且链反应生成的 R so 0 H 形成分子间二硫

键产生二聚体的机会很少
,
因此链反应的存在对 G ( MT

~ :
)

,

几乎没有影响
,
这正是实验中观测到
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的现象
,

即 G ( MT
一 :

)
2
基本不随剂量率而变

。

4 小 结

首次对 M T 清除自由基
、

形成辐解产物的机理进行了研究
,

测定了主要辐解产物的 G 值
,

得

到了各种条件下辐解时的物料平衡
。

实验结果表明
,

辐解时二硫键的形成主要发生在分子内部
,

二聚体 G 值很小
; o :

饱和时辐解
,

有一较短的链反应存在
,

使 G
一 日 H
随剂量率增加而减小

,

但二

聚体 G 值不随剂量率而变
。

由于 M T 一 I 对 z n “ 十
的鳌合能力比对 C d “ 十

的鳌合能力弱得多
,

辐解中

形成的活性粒子 ( O H 与 H
2 0 。

)主要进攻 z n 一 S 配位键
,

造成 z n Z +

的解离 , M T一 I 辐解后能被还原

型谷耽普肤还原
,

还原后的 M T一 I 与未辐解 M T 一 I 具有相同的鳌合 金属离子的能力
,

进一步证实了

T ho rn all ey 等的实验结果 [ 7 1
。

第 一次测定了 M T 一 I 与 H
ZO :
反应的速率常数

, p H 8
.

0
,

20 ℃ 时

k :

一 10 m .ol dm
一 3

·

s 一 `
(M T 一 I 浓度用

一 S H 浓度表示 )
。

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1 0
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