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盐酸胍诱导的猪血红蛋白分子解离过程中各亚基的分布

段　栋，蔚　萍，边六交＊

（西北大学生命科学学院，陕西西安７１００６９）

摘　要：以内源荧光光谱、荧光相图、高效凝胶排阻色谱和相对释氧曲线等方法，研究了

盐酸胍诱导的猪血红蛋白分子解离过程中各亚基的分布状况。实验发现，当溶液中盐

酸胍浓度小于３．５ｍｏｌ／Ｌ时，猪血红蛋白分子仅仅以四聚体形式存在；而当溶液中盐酸

胍浓度达到和超过３．５ｍｏｌ／Ｌ时，部分猪血红蛋白分子开始从四聚体解离成二聚体和

单体，并且随着溶液中盐酸胍浓度的增加，单体含量逐渐增加，二聚体含量逐渐减小，四
聚体含量变化不大。通过比较猪血红蛋白分子在不同浓度盐酸胍溶液中的结构变化和

相对释氧曲线，发现猪血红蛋白分子的活性变化快于它们的结构变化。
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具有输氧功能的血红蛋白在哺乳动物体内分布十分广泛。它主要由两条α链和两条β链结合而成，
四条链以非共价键形式结合，两个不同链之间的亚基相互作用较大，而α１－α２、β１－β２彼此之间相互 作 用 较

小［１－４］。近年来，复杂蛋白质分子的解离过程受到了越来越多生物学家的关注，已成为蛋白质科学研究的

重要组成部分。血红蛋白由于其分布十分广泛，来源相对容易，成为科学家们经常研究的一个模型蛋白。
目前为止，国内外对于血红蛋白解离过程的研究主要集中在使用不同种类的盐溶液［５－８］，或者通过改变溶

液酸碱度［９－１０］等方法引起的结构变化上，而对于阐明血红蛋白解离过程中不同亚基的分布状况都未能给

出相应的描述。
本文在前期有关脲和盐酸胍诱导的单体小分子蛋白质去折叠过程研究的基础上［１１－１８］，以猪血红蛋白

四聚体分子α２β２（６４．０ｋＤ）为研究对象，采用内源荧光光谱、荧光相图、高效凝胶排阻色谱和相对释氧曲线

等方法，研究了盐酸胍诱导的猪血红蛋白分子解离过程中各亚基的分布状况。

１　实验部分

１．１　仪器及试剂

Ｆ－４５００型荧光分光光度计，Ｕ－３３１０型紫外－可见分光光度计（日本，日立公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ　１２００型液相

色谱仪（美国，安捷伦公司）；Ｂ型 Ｈｅｍｏｘ－ａｎａｌｙｚｅｒ（血氧平衡测定仪）（ＴＣＳ　ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　ＣＯＲＰ）。
猪血红蛋白分子（纯 度＞９９．９％）由 本 实 验 室 提 供，牛 血 清 白 蛋 白（６６．０ｋＤ）、枯 草 杆 菌α－淀 粉 酶

（４５．０ｋＤ）、牛碳酸酐酶ｂ（２９．０ｋＤ）和母鸡蛋白溶菌酶（１４．４ｋＤ）均购自上海生工生物工程公司，盐酸胍

（分析纯，纯度＞９９％）为Ａｍｅｒｅｓｃｏ公司产品，其余均为国产分析纯试剂。

１．２　盐酸胍诱导猪血红蛋白解离过程的高效凝胶排阻色谱

将天然态猪血红蛋白溶解在ｐＨ＝７．４的０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）中，以Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定其

中的蛋白浓度（以 牛 血 清 蛋 白 为 标 准 制 作 蛋 白 含 量 标 准 曲 线）。将 上 述 猪 血 红 蛋 白 溶 液 与 不 同 量８．０
ｍｏｌ／Ｌ盐酸胍溶液和ＰＢＳ混合，配制成含不同盐酸胍浓度（０～６．０ｍｏｌ／Ｌ）的２．０ｇ／Ｌ猪血红蛋白溶液，
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４℃放置过夜使其不同程度解离，然后用高效凝胶排阻色谱检测它们的亚基在盐酸胍诱导下的分布状况。
凝胶排阻色谱柱为日本岛津公司 的Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ　ＤＩＯＬ－３００色 谱 柱（２５０×７．９ｍｍ　ｉ．ｄ．），流 动 相 为 含０．２
ｍｏｌ／Ｌ氯化钠的２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４），其中流动相含有的盐酸胍浓度与不同程度解离的进样样品

中所含的盐酸胍浓度始终保持一致。上样５０μＬ，２８０ｎｍ波长检测，温度２０℃。

１．３　盐酸胍诱导猪血红蛋白解离过程的内源荧光光谱和荧光相图

将天然态猪血红蛋白溶解在０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）中，以Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定其中的蛋白浓度（以牛

血清蛋白为标准制作蛋白 含 量 标 准 曲 线）。将 上 述 猪 血 红 蛋 白 溶 液 与 不 同 量８．０ｍｏｌ／Ｌ盐 酸 胍 溶 液 和

ＰＢＳ混合，配制成含不同盐酸胍浓度（０～３．５ｍｏｌ／Ｌ）的１５ｍｇ／Ｌ猪血红蛋白溶液，４℃放置过夜使其不同

程度解离，然后用荧光光谱仪测定其内源荧光发射图谱。在此基础上扣除对照体系的内源荧光发射后读取

３２０ｎｍ和３６５ｎｍ波长处的内源荧光强度，绘制盐酸胍诱导的猪血红蛋白解离过程的荧光相图。对照体系除

不含猪血红蛋白外，其余成分和浓度均与上述猪血红蛋白的变性溶液相同。仪器参数为：激发波长２９５ｎｍ，
激发狭缝和发射狭缝宽度均为１０ｎｍ，扫描范围３００～４２０ｎｍ，扫描速度１　２００ｎｍ／ｍｉｎ，温度２０℃。

图１　盐 酸 胍 诱 导 的 猪 血 红 蛋 白 分 子 解 离 过 程 的
高效凝胶排阻色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｓｉｚｅ－ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　ｃｈｒｏｍａｔｏ－
ｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ
ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｇｕａｎｉｄｉｎｅ　ｈｙｄｒｏ－
ｃｈｌｏｒｉｄｅ　ｉｎ　ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ｔｈｅ　ｓｉｚｅ－ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ　ｃｏｌｕｍｎ：Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ
ＤＩＯＬ－３００（２５０×７．９ｍｍ　ｉ．ｄ．）；ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅｓ：２０．０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ＝７．４）ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ａｄｄｉｔｉｏｎ　ｏｆ
０．２ｍｏｌ／Ｌ　ｓｏｄｉｕｍ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ　ａｎｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ
ｇｕａｎｉｄｉｎｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ　ｗｈｏｓｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ａｌｗａｙｓ
ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅｓｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｌｏａｄｅｄ　ｓａｍｐｌｅ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ；
ｓａｍｐｌｅ　ｓｉｚｅ：５０μＬ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｅｎａｔｕｒｅｄ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ；ｔｈｅ　ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅ：０．３ｍＬ／ｍｉｎ；ｄｅ－
ｔｅｃｔｉｏｎ　ａｔ　２８０ｎｍ；ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：２０℃；ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｉｎ　ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｓｏｌｕ－
ｔｉｏｎ：２．０ｇ／Ｌ．Ｆｒｏｍ　ａ　ｔｏ　ｈ，ｔｈｅ　ｇｕａｎｉｄｉｎｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｂｏｔｈ　ｔｈｅ　ｆｉｎａｌ　ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　ａｎｄ
ｔｈｅ　ｍｏｂｉｌｅ　ｐｈａｓｅｓ　ｗｅｒｅ　０．０，３．５，３．８，４．０，４．５，４．８，５．０
ａｎｄ　６．０ｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

１．４　不同盐酸胍浓度下猪血红蛋白相对释氧活性的测定

血红蛋白的氧离曲线反映了血红蛋白的释氧能力，通常用血红蛋白氧饱和度为５０％时的氧分压Ｐ５０
作为衡量血红蛋白与氧气结合以及释放功能的常用指标。参考人体生理环境，与上述方法相同，将天然态

猪血红蛋白溶液（ｐＨ＝７．４），配制成含不同盐酸胍浓度（０～６．０ｍｏｌ／Ｌ）的５．０ｇ／Ｌ猪血红蛋白溶液，４℃
放置过夜使其不同程度解离，然后使用血氧平衡测定仪测定其释氧Ｐ５０值，再将天然态猪血红蛋白分子的

Ｐ５０值作为１００％，以不同浓度盐酸胍溶液中猪血红蛋白的相对Ｐ５０值对盐酸胍浓度作图。

２　结果与讨论

２．１　盐酸胍诱导猪血红蛋白分子解离过程的高效凝胶排阻色谱

２．１．１　高效凝胶排阻色谱　图１给出了盐酸胍诱导的猪血红蛋白分子解离过程的高效凝胶排阻色谱图。
由于溶液中盐酸胍浓度在３．５ｍｏｌ／Ｌ以 前 的 色 谱 分 离 图

与溶液无盐酸胍存在时的 色 谱 分 离 图 一 致，因 此，图 中 仅

仅示出了溶液中无盐酸胍存在和盐酸胍浓度大于等于３．５
ｍｏｌ／Ｌ的分离图谱。

经Ｂｒａｄｆｏｒｄ法分析表明，图１中约２５．４、２７．０和２８．２
ｍｉｎ的色谱峰含有蛋白质成分，而约２９．５ｍｉｎ的色谱峰不

含蛋白质成分。不同程度解离的猪血红蛋白分子在约２５．４
ｍｉｎ出现的色谱峰与天然猪血红蛋白的出峰时间一致。为

了确定约２５．４、２７．０和２８．２ｍｉｎ色谱峰的 分 子 量，实 验

分别测定了以牛血清白蛋 白、枯 草 杆 菌α－淀 粉 酶、牛 碳 酸

酐酶ｂ和母鸡蛋白溶菌酶为蛋白标准物的Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ　ＤＩ－
ＯＬ　３００柱的校正曲线，从校正曲线中可以计算出约２５．４、

２７．０和２８．２ｍｉｎ色 谱 峰 的 分 子 量 分 别 为６６．０ｋＤ、３４．５
ｋＤ和１６．３ｋＤ。因此，约２５．４、２７．０和２８．２ｍｉｎ的色谱

峰分别对应于猪血红蛋白四聚体分子、二聚体分子和单体

分子（猪血红蛋白二聚体分子和单体分子的理论分子量分

别为３２．０ｋＤ和１６．０ｋＤ）。

２．１．２　不同盐酸胍浓度下各亚基的分布　图２给出了在

不同盐酸胍浓度下，由图１色谱峰面积积分所获得的猪血

红蛋白分子四聚体、二聚体和单体摩尔分数分布图。由图

２可以看出，在盐酸胍诱导猪血红蛋白分子的解离过程中，
猪血红蛋白分子整体上主要是以四聚体形式存在；当溶液

中盐酸胍浓度在３．５ｍｏｌ／Ｌ以下时，猪血红蛋白分子仅仅以

９８６
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四聚体形式存在；当溶液中盐酸胍浓度达到３．５ｍｏｌ／Ｌ时，部分猪血红蛋白分子开始从四聚体解离成二聚

体，并进一步解离成单体，但它们在溶液中主要还是以四聚体的形式存在，而且溶液中二聚体的含量比单体

的含量要高很多。当溶液中盐酸胍浓度在３．５～４．５ｍｏｌ／Ｌ范围时，四聚体、二聚体和单体间相互转化，处于

一种动态平衡；而当盐酸胍浓度在４．５～６．０ｍｏｌ／Ｌ范围时，四聚体摩尔分数大约维持在８０％左右不变。随

着盐酸胍浓度的进步增大，主要是猪血红蛋白分子二聚体和单体之间的平衡，二聚体的摩尔分数从大约１２％
减少到０％，而单体从大约１２％增加到２０％。

２．２　盐酸胍诱导猪血红蛋白分子解离过程的内源荧光发射光谱和荧光相图

由盐酸胍诱导猪血红蛋白分子解离过程的高效凝胶排阻色谱图，可以直观的了解到当溶液中盐酸胍

浓度大于等于３．５ｍｏｌ／Ｌ时猪血红蛋白分子各个亚基的分布状况。然而，图１和图２却无法反映出溶液

中盐酸胍浓度小于３．５ｍｏｌ／Ｌ时猪血红蛋白分子的结构变化过程。为了了解盐酸胍浓度小于３．５ｍｏｌ／Ｌ
时猪血红蛋白分子的结构变化过程，进一步测定了盐酸胍诱导的猪血红蛋白分子解离过程的内源荧光发

射光谱和荧光相图。

２．２．１　内源荧光发射光谱　在蛋白质分子中，能发射荧光的氨基酸残基有色氨酸（Ｔｒｐ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）和

苯丙氨酸（Ｐｈｅ），它们的最大发射波长分别为３４８、３０３和２８２ｎｍ。其中，Ｔｒｐ残基的荧光强度最强、对微

环境的变化最敏感。当采用２９５ｎｍ作为激发波长时，此时 的 蛋 白 质 荧 光 几 乎 全 部 来 源 于 Ｔｒｐ［２２］，因 此

Ｔｒｐ残基的荧光变化被广泛地应用于蛋白质分子构象变化的研究。已知猪血红蛋白分子结构中含有６个

Ｔｒｐ残基，所以可以根据不同盐酸胍浓度下它们分子内Ｔｒｐ残基的荧光变化来研究它们的空间结构变化。
图３给出了不同浓度盐酸胍（０．０～３．５ｍｏｌ／Ｌ）诱导的猪血红蛋白分子解离过程的内源荧光发射图

谱。从图３可以看出，随着溶液中盐酸胍浓度的增加，猪血红蛋白分子的荧光发射强度逐渐增强且伴随着

图２　不同盐酸胍浓度下猪血红蛋白四聚体、二聚
体和单体的摩尔分数分布

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｍｏｌａｒ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ
ｔｅｔｒａｍｅｒｓ，ｄｉｍｅｒｓ　ａｎｄ　ｍｏｎｏｍｅｒｓ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｇｕａｎｉｄｉｎｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ　ｉｎ　ｄｅｎａｔ－
ｕｒａｔｉｏｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ
○：ｔｈｅ　ｍｏｌａｒ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ｆ１ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｔｅｔｒａｍｅｒｓ；
△：ｔｈｅ　ｍｏｌａｒ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ｆ２ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｄｉｍｅｒｓ；□：
ｔｈｅ　ｍｏｌａｒ　ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ｆ３ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｍｏｎｏｍｅｒｓ．

图３　不 同 浓 度 盐 酸 胍 诱 导 的 猪 血 红 蛋 白 分 子 解
离过程的内源荧光发射图谱

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｅｍｉｓｓｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ
ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｕａｎｉ－
ｄｉｎｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ｆｒｏｍ　ｂｏｔｔｏｍ　ｔｏ　ｔｏｐ，ｔｈｅ　ｇｕａｎｉｄｉｎｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ　ｃｏｎｃｅｎ－
ｔｒａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｆｉｎａｌ　ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｗｅｒｅ　０．０，０．３，１．０，
１．３，１．８，２．０，２．２，２．５，２．８，３．０ａｎｄ　３．５ｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃ－
ｔｉｖｅｌｙ．Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｉｎ　ａｌｌ　ｔｈｅ
ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　ｗａｓ　１５．０ｍｇ／Ｌ．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｗａｓ　ｅｘ－
ｃｉｔｅｄ　ａｔ　２９５ｎｍ　ａｎｄ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ　ｗｅｒｅ　ｃａｒｒｉｅｄ　ｏｕｔ　ａｔ　２０℃．

最大荧光发射峰的明显红移。当溶液中盐酸胍浓度从０ｍｏｌ／Ｌ逐渐增加到１．０ｍｏｌ／Ｌ时，最大荧光发射

峰位（约３３０ｎｍ）和荧光发射强度变化不是很明显；当盐酸胍 浓 度 从１．０ｍｏｌ／Ｌ逐 渐 增 加 到２．０ｍｏｌ／Ｌ
时，最大荧光发射强度明显增大并且在３４０～３６０ｎｍ处的荧光发射明显展宽；当盐酸胍浓度从２．０ｍｏｌ／Ｌ
逐渐增加到３．０ｍｏｌ／Ｌ时，最大荧光发射强度继续逐渐增大，３４０～３６０ｎｍ处的荧光发射也相应增强；直

到盐酸胍浓度达到３．５ｍｏｌ／Ｌ时，最大荧光发射峰位大约变化到３５０ｎｍ左右，荧光发射强度也相应达到

最大值。结果表明，随着溶液中盐酸胍浓度的增加，猪血红蛋白分子的空间结构发生了序变，使其分子内的

色氨酸残基逐渐由分子内部过渡到分子表面，从而裸露在盐酸胍溶液中。

２．２．２　荧光相图　相图法是由Ｂｕｒｓｔｅｉｎ首先提出并应用于蛋白质结构变化荧光数据分析的一种分析方

法［１９－２１］。荧光相图法是基于在不同发射波长λ１和λ２下所测得的蛋白质分子在不同实验条件下的荧光强度

０９６



第６期 分 析 科 学 学 报 第２７卷

图４　盐 酸 胍 诱 导 的 猪 血 红 蛋 白 分 子 解 离 过 程 的
荧光相图

Ｆｉｇ．４　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｈａｓｅ　ｄｉａｇｒａｍ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ　ｔｈｅ
ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ　ｇｕａｎｉｄｉｎｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
Ｍａｉｎｇｕａｎｉｄｉｎｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｍｏｌ／Ｌ　ｗｅｒｅ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｖｉｃｉｎｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｕｒｖｅ．Ｉ３６５ａｎｄ　Ｉ３２０ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ　ｔｈｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ　ａｔ　ｅｍｉｓｓｉｏｎ　ｗａｖｅ－
ｌｅｎｇｔｈｓ　ｏｆ　３６５ａｎｄ　３２０ｎｍ．Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｗａｓ　１５．０ｍｇ／Ｌ．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｗａｓ　ｅｘｃｉｔｅｄ　ａｔ
２９５ｎｍ　ａｎｄ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ　ｗｅｒｅ　ｃａｒｒｉｅｄ　ｏｕｔ　ａｔ　２０℃．

Ｉ（λ１）和Ｉ（λ２）的变化来描述蛋白质的结构变化的。如果荧

光相图表现为一条直线，则说明此过程中蛋白质只存在一

种结构形式；若有两条或者两条以上的直线存在，则说明此

过程中蛋白质分子存在两种或者两种以上的结构形式。与

其他检测蛋白质结构变化的物理化学方法相比较，荧光相

图法能够提供更多的有关蛋白质结构变化过程的信息。
在本文中，为了进一步研究猪血红蛋白分子在变性剂

浓度０．０～３．５ｍｏｌ／Ｌ范围内的结构变化，测定了盐酸胍诱

导的猪血红蛋白分子解离过程的荧光相图。从图４可以看

出，此过程表现为一条直线，表明盐酸胍浓度在０．０～３．５
ｍｏｌ／Ｌ变化时，溶液中的猪血红蛋白分子不存在除了四聚体

之外的其他亚基形式（这与凝胶排阻色谱的实验结果相吻

合），同时也印证了内源荧光发射光谱的实验结果。这个结

果表明，在此变性剂浓度范围内，猪血红蛋白分子四聚体的

空间结构是一个由紧密球状到疏松结构的序变过程。

２．３　不同盐酸胍浓度下猪血红蛋白的相对释氧曲线

图５给出了猪血 红 蛋 白 分 子 在 不 同 盐 酸 胍 浓 度 下 的

图５　猪 血 红 蛋 白 分 子 在 不 同 盐 酸 胍 浓 度 中 的 相
对释氧活性曲线

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｏｘｙｇｅｎ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ
ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ　ｇｕａｎｉｄｉｎｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ　ｉｎ　ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｉｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ：５．０
ｇ／Ｌ；ｔｈｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：２０℃．

相对释氧曲线，它可以表示猪血红蛋白分子的活性。从图

中可以看出，随着盐酸胍浓 度 的 增 加，猪 血 红 蛋 白 分 子 的

相对活性逐渐降低。当盐酸胍浓度从０ｍｏｌ／Ｌ逐渐增加

到１．０ｍｏｌ／Ｌ时，猪血红蛋白分子的相对活性从１００％缓

慢降低到约８７％；当盐酸胍浓度从１．０ｍｏｌ／Ｌ逐渐增加到

２．０ｍｏｌ／Ｌ时，其相对活性从约８７％快速降低到约３０％；
当盐酸胍浓度从２．０ｍｏｌ／Ｌ逐渐增加到３．０ｍｏｌ／Ｌ时，相
对活性从约３０％缓 慢 降 低 到 约２０％；而 当 盐 酸 胍 浓 度 从

３．０ｍｏｌ／Ｌ逐渐增加到３．５ｍｏｌ／Ｌ时，它们的相对活性从

约２０％快速降低到约０％。
由前面的凝胶排阻色谱实验结果可知，当溶液中盐酸

胍浓度在３．５ｍｏｌ／Ｌ以下时，猪血红蛋白分子仅仅以四聚

体形式存在。而由相对释氧曲线可知，即使溶液中盐酸胍

浓度在３．５ｍｏｌ／Ｌ以下时，猪血红蛋白分子的活性也随着

溶液中盐酸胍浓度的增加而降低；而当溶液中盐酸胍浓度为３．５ｍｏｌ／Ｌ时，猪血红蛋白分子已经完全失

去了活性。因此，在盐酸胍诱导的猪血红蛋白分子的解离过程中，猪血红蛋白分子活性的变化要快于它们

结构的变化，这与很多蛋白质分子的结构变化过程是一致的。

３　结论

在盐酸胍诱导的猪血红蛋白分子解离过程中，当溶液中盐酸胍浓度小于３．５ｍｏｌ／Ｌ时，猪血红蛋白分

子仅仅以四聚体的形式存在；当溶液中盐酸胍浓度大于等于３．５ｍｏｌ／Ｌ时，部分猪血红蛋白分子从四聚体

解离成二聚体和单体，并且在此过程中，随着溶液中盐酸胍浓度的增加，猪血红蛋白分子的单体含量逐渐

增加，二聚体含量逐渐减小，四聚体含量基本保持恒定。
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