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辐射引发肌球蛋白与咖啡酸之间

电子转移的���波谱研究

林维真 屠铁城 董继荣
�中科院辐射化学开放研究实验室

，

上海原子核研究所
，
上海 �������

摘要 采用计算机计算模拟 ��� 波谱法
，
研究 �� � 下辐射引发电子沿肌球蛋白肤链长程转移

，
并

最终定域于咖啡酸的机制
。

对 �� � 测定的一系列不向摩尔比肌球蛋白一咖啡酸二元体系 ��� 波谱进行

解析
，
求得各二元体系中由于电子自肌球蛋白向咖啡酸转移产生的咖啡酸自旋数与辐照直接产生的咖啡

酸自旋数之比值 ���
。

结果显示
，���值随体系内肌球蛋白的氨基酸残基数与咖啡酸摩尔数之比的递增呈

线性递升
。

参照肌球蛋白肤链酸胺毅基
、

亲电子氨基酸与咖啡酸最低空轨道能量的理论值
，
并比较它们

与水合电子反应的速率常数
，
阐述了辐射引发的次级电子在固态二元体系内被肌球蛋白的亲电子组分俘

获
，
转移及最终定域于咖啡酸的机制

。

关键词 电子转移
，
肌球蛋白

，
咖啡酸

，
���波谱解析

咖啡酸是亲电子性能较强的经基肉桂酸衍生物
，
��� 研究表明它对 ��� 及其 组分具有明显

的电荷转移保护效应
，
并已用来研究辐射引发电子沿 ��� 双链长程转移的 机制 �‘�。 为了研究辐

射引发电子沿蛋白质肤链转移的机制
，
本文以咖啡酸为电子受体

，

研究低温下辐射引发肌球蛋白
�

咖啡酸二元体系内由两种途径产生的咖啡酸自旋浓度之比值 �
。 �
与咖啡酸相对含量变化的关 系

，

比较脉冲辐解测定的亲电子氨基酸 〔么�和咖啡酸分别与水合电子 �二
。
反应的速率常数

，
及各亲电子

组分的最低空轨道能量
，
结合室温退火后二元体系 ��� 波谱的变化

，
阐 明辐射引发电子在肌球

蛋白一咖啡酸二元体系内转移与定域的机制
。

� 实 验 部 分

�
�

� 样品制备及辐照

�
�

�
�

� 肌球蛋 白 本开放实验室提取���
，
为含 �

�

����
·

��
一 ���� 的肌球蛋白水溶液

，
�� 为 �

�

�
。

聚丙烯酞胺
一���凝胶电泳检定其纯度

，
根据紫外分光光度吸收值计算溶液中肌球 蛋白浓度约为

������
，
平均分子量为 ��� ���

。

�
�

�
�

� 咖啡酸 上海试剂一厂产品
，
用三次重蒸水重结晶

，

熔点 ���℃ 。

�
�

�
�

� 制样 配浓度为 �
�

��� ���
·

��
一�
咖啡酸水溶液

，

将肌球蛋白溶液与 不 同量的咖啡酸溶液

充分混匀
， �� �

�

�一�
�

�，
在液氮中冻结

，
真空抽干至恒重

，
制成以肌球蛋白氨基酸残 基 数与咖

啡酸摩尔数之比从 ��� 到 ��� ��的一组二元分子混合物
。

分别将分子混合物
、

冻干的纯 肌 球 蛋
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白和纯咖啡酸装入各自的辐照管
，
通干燥纯氮气后封管

。

在液氮中进行
“ “�。 少辐照

，
总吸收剂量

达 ������，
所有样品均在液氮温度下测定 ��� 波谱

。

�
�

���� 波谱测定及数据处理

使用 ��
�

��� �一

��� 电子启旋共振波谱仪 � 波段
，
在 �� � 下测定所有样品的 ��� 波谱

。

微

波功率 ���
，
用 �一��� ��� 进行磁场踉踪测量

，
�一�������双样品腔和 ����协同 标定所测

样品的 �因子
，
以联用的 ��一����� 微机记录样品的 ��� 信号

。

以强 �����作标
，

二次 积 分后

计算纯肌球蛋白和纯咖啡酸的自旋数 �。 、
�

。 。

根据低温下复合 ���谱可用其组分的单谱信号线

性叠加拟合的原理进行模拟
，
即二元体系的总自旋数 �

， �
�

� �

�� 十 �
。 �
�

。 ，
这里 �

� � 、

�
��

分别

是纯肌球蛋白���和纯咖啡酸���的自旋信号在摩尔比为 丫的二元体系 ��� 谱中所占权重
，
由计

算机模拟解析而得
。

然后
，
将所有样品由 �� � 升至室温下退火后

，

在室温下测定其 ��� 波谱
。

�
�

� 咖啡酸与水合电子��二
�

�反应速率常数

用本实验室纳秒级脉冲辐解动态吸收光谱装置测定
。

设备及实验方法详见文献 〔 �〕 。

� 结 果 及 讨 论

肌球蛋白一咖啡酸二元体系在 �� � 下辐照
，
在 �� � 下测定的 ��� 波谱

�� � 下测定的 ��� 波谱见图 �
。

由图显示二元体系 ��� 波谱均类似于纯 咖 啡 酸 ��� 波

干干干
个个个

谱特征
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，
与纯肌

球蛋白 ��� 波谱特征差异显著
� �� �

�

����，
△��� � �

�

�� ��
。

这表明体系中主要的自由基

������

�
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， △�，， � �
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而且随着体系内肌球蛋白相对量逐渐增加
，
其

��� 谱逐渐显示出肌球蛋白阴离子自 由 基 的

痕迹
，
且逐渐增强

。

�
�

� ��� 波谱解析

对于 �� � 下辐照及测定 的 二 元 体 系 的

��� 波谱
，

按照单谱线性叠加原理进行模拟重

组
，
由相应的模拟谱可求得在体系摩尔比 为 �

时
，
两单组分的 ��� 谱在复合谱中的比 例 系

数 �
��

和 �
� � 。

辐照后
，

如果体系内发生了自

旋转移
，
其受体咖啡酸的自旋 数 ��

�

来源于两

方面
�
由辐照直接产生的自旋数 �

。 。 �

和 由于

发生了转移而产 生 的 自旋 数 �万
� ，
即 ��

， 二

川
资支洲诱理一公�

。 。 � � �万
� 。

令 � 。 ， � 其 含意为体
��︸熟�一��
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干干
��� �

。
��� ������������ ������� �

�� ��� �����

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

�� ������� ��节� ������ ����������

���������� ��� �������� �� ���

系内咖啡酸的自旋转移比 �又令�
。 � � �一

�

凡
� ’

这 代表体系内发生转移的咖啡酸自旋百分率
。

分别以�
。 �
对 丫和 �。 �

对 丫作图�图 �
，
��

，
结果

显示 �。 �
与 丫之间呈现良好的线性关 系

，
� 。 �

值随体系摩尔比的增加
，
即咖啡酸相对含量的

递减而递升 �而 ��，一�图又显示从 丫为 ����起
，

体系中咖啡酸的自旋主要由自旋转移而产生
。

这些都表明本体系发生了高效率的自旋转移
，

咖啡酸是优异的自旋受体
，

这与以前发表的结

果相吻合�“ �。

�
�

� 肌球蛋白
一
咖啡酸二元 体 系 在 �� � 下辐

照
，
室温下退火后测定的 ��� 波谱

由图 �可见
，
室温下所有二 元 体 系 ���

波谱均显示咖啡酸室温下自由基信号的特征
，

只有摩尔比 丫大于 �� ��的二元体系 ��� 波谱

边缘显示出肌球蛋白自由基信号的痕迹
。

由此

可见
，

退火过程中
，

二元体系内肌球蛋白与咖

啡酸之间进一步产生继发的自旋转移过程
。
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� 电子在肌球蛋白一咖啡酸二元体系内进行长程转移的机制

根据蛋白质脉冲辐解研究结果显示「“ ，， 在中性水溶液中的蛋白质主要亲电子组分按亲电子性
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强弱依次为二硫键 �一�
、

酞胺键一����一
、

芳香侧链和杂环侧链的氨基酸残基
，
根 据 它 们乌

水合电子
�夏。 反应的速率常数

，
及其在肌球蛋白中的相对含量

，

可估算出肌球蛋白内这些亲电子

组分分别与 �石
。
反应的几率

，

见表 �
。

��� �
�

�������� ������������� ���������即����
� �����������

� �� ������ ���� �玉�

������������

�������� ����

�������� �� ������ ���� �孟���
一工·

�一丈

�������� ������������� ����
�石���

，��� �刀
，���，〕 一 又��

�一�

一����一

�������� ����� ����

��

����

���

一 ����

�� ��
�

�� ��
�

由表 �可见
，
肌球蛋白中的酞胺键俘获了大约 ���的

�二
�，

与以前对肌球蛋 白 夕辐 解 研 究

结果相吻合 〔” ，， 即在 �� � 下辐照
、

测定的肌球蛋白 ��� 谱中
，
主要显示了 �� �

�

����的酞胺欲

基阴离子自由基的对称吸收峰�一�一��一�
，
还可能有痕量的 �� �

�

�����一��
’

特征吸收
。

��

肌球蛋白
一咖啡酸二元体系受 夕辐照后

，
其中的咖啡酸必然与上述亲电组分竞争次级电 子

。

以脉冲辐解动态吸收光谱法测定咖啡酸在中性水溶液中与 ��。 反应速率常 数 为��。
‘ 。����� �一 ‘ ，

其单电子还原电位 ��拍为 一 ��� �� 〔�’ ，
另外按半经验分子轨道理论计算法�������� 求得咖啡 酸

和若干亲电子氨基酸最低空轨道能量 ���� 。 ����值为 ���
�

�
�

��，
��� �

、

��， ��� �
�

��， ����
�

��
，

����
�

��
， ��� �

�

��
。

由此可见
，

咖啡酸的 ���� 。
低于几种主要亲电子氨基酸的 ��。 。 。

因此
，

咖啡酸的 ��

��
。
值及 �二。 反应速率常数均显示其亲电子性强于肌球蛋白中的亲 电 子 组 分

，
�� �

下辐照的二元体系随着摩尔比 丫增加
，
体系内氨基酸残基和酞胺键相对 含 量 增 加

，
它们 应 首

先俘获大部分次级电子
，

产生各自的电子加合物即阴离子 自由基
。

但实验结果显示
，
即使二元体

系内咖啡酸相对量很低
，

体系 ��� 谱仍主要显示咖啡酸阴离子自由基特征吸收
。

显而易见
，

其中

发生了电子转移
。

对此不能完全用它们的亲电子性强弱来解释
。

而根据咖啡酸和肌球蛋 白 的 结

构可推论咖啡酸的芳环极易与肌球蛋白中的酸胺键形成共面接触
，
使咖啡酸的酚经基与酞胺拨基

产 生 了 便于 电子转移的通道
，
即氢键

·

������一��一⑧一��… “ �

���

� 二有利于肌球蛋白酞
�
��

�

胺碳基阴离子 自由基的电子通过多肤链和氢键传递 �“ 〕并定域于咖啡酸
。

、、尹了刃���

���
����旧���一一一���

厂�飞
、

����一������

一 �

�
一��一 �

⑧一��

一
����一 �

��� �
��

室温退火后
，
二元体系的 ��� 波谱均主要显示咖啡酸自由基特征吸收

，
这是由于温度上升

增加了电子转移的速率
，

还由于咖啡酸的酚经基具有较强的还原性
，
退火后通过氢转移还原了室

温时的肌球蛋白肤链抽氢自由基
。
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，
���

· ，
����

，
�����

����

� ��� � � �� ��
�

��������� �������� ������� �� �
�

� ������� ，

�
·

�
�

����� ��� �
·

�

����
������ �������� �����

，
���

�

��� �����
，
����， �����

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

�������� ���丫���� ������ ���

������� ����

��� ������� �� �������� ���� ������
，
���������， �����玄�亡玄。 玛 �九��玄�才��

，
���作�杠�宫���才公盆�才己 �� ���乙��� ��������

�

������玄� �落�云��
，
�儿�几���玄�������

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

������ �� ������ ��������� ����������，
����� ����

’

�������� �� ������ ��� �������

���� ���� ������ ����� ������ ��� �� ����� ���� �������� �� ������ �� ������� ����
，

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

� ������

�� ���� �������� ������ �� 。 �
�������� �� ��� ���� ������������� ������ �� ������� ����

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

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

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

� ������ ��������
�

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

��� ���� �������
�

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

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

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

��� ������� �� �������� �����
�

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

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

��
��� 。 � �� ��� �������� ���������� ���������� ��� �������� ���� ��������� �� �二�

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

���、����� �������� ��������，
������

， ������� ����
， ���������� ���������

��� �������


