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摘　要　为了解肌红蛋白（Ｍｂ）表面６０位天冬 氨 酸（Ａｓｐ）突 变 为 赖 氨 酸（Ｌｙｓ）后 对 蛋 白 结 构 稳 定 性 的 影 响，

本文通过紫外－可见吸收光谱、荧 光 光 谱 和 停 流 荧 光 光 谱 对 照 研 究 了 模 拟 生 理 条 件 下 野 生 型 肌 红 蛋 白 Ｍｂ
（ＷＴ）及其突变体Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）与过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）的相互作用。结果表明：在Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）与Ｈ２Ｏ２ 发生相互作

用过程中，铁卟啉部位的紫外和荧光发射光谱数据与 Ｍｂ（ＷＴ）相 比，性 质 与 功 能 均 表 现 出 显 著 差 异。虽 然

只有一个氨基酸的改变，但其结 构 和 性 质 发 生 明 显 变 化，说 明６０位 氨 基 酸 在 稳 定 蛋 白 结 构 中 有 重 要 的 作

用。同步荧光光谱和停流光谱的结果同样表明 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）的 结 构 与 功 能 受 Ｈ２Ｏ２ 的 影 响 较 小，Ｍｂ（ＷＴ）受

Ｈ２Ｏ２ 影响明显。综合分析表明，Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）在与 Ｈ２Ｏ２ 相互作用过程中，蛋白结构稳定性提高。
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引　言

　　特定位点氨基酸的改变对蛋白结构与功能有着重要的影

响，为了能够更清 楚 的 了 解 肌 红 蛋 白（Ｍｂ）的 活 性 位 点 和 结

构域的功能，基因工程和化学修饰手段被广泛用于该研究领

域［１］。王静云等报道马心肌红蛋白突变体 Ｍｂ（Ｄ４４Ｋ）增强了

Ｍｂ的 耐 热、耐 酸 变 性 能 力。Ｒａｆｆａｅｌｌａ　Ｒｏｎｃｏｎｅ［２］等 将 Ｍｂ
（Ｔ６７Ｒ／Ｓ９２Ｄ）与原 血 红 素－Ｌ－组 氨 酸 甲 酯 重 建，得 到 稳 定 的

衍 生 物 Ｔ６７Ｒ／Ｓ９２Ｄ－Ｈ，经 过 配 体 结 合 实 验 发 现，Ｔ６７Ｒ／

Ｓ９２Ｄ－Ｈ比 Ｍｂ（ＷＴ）对叠氮化物和咪唑有更强的亲和 力；当

有酚类底物存 在 时，具 有 更 强 的 拟 过 氧 化 氢 酶 活 性。Ｌｌｏｙｄ
等［３］将马心 Ｍｂ血 红 素 结 合 腔 中 处 于 亚 铁 血 红 素（ｈｅｍｅ）远

端的 Ｖａｌ６８用 组 氨 酸 进 行 了 替 换，得 到 的 突 变 体 蛋 白 Ｍｂ
（Ｖ６８Ｈ）具有低 自 旋 双 组 氨 酸（ｂｉｓ－Ｈｉｓ）配 位 的 血 红 素 辅 基

（Ｈｉｓ６８／Ｈｉｓ９３），使得 Ｍｂ（Ｖ６８Ｈ）具有了类似细胞色素ｂ５ 的

光谱学与生物电化学的性质和功能，这是野生型 Ｍｂ所不 具

备的。长期以来人们认为蛋白表面的氨基酸残基暴露在溶剂

中，对蛋白的稳定性影响甚微，但最近 几 年 研 究 成 果 对 这 一

观念提出了质疑，发现蛋白表面带电氨基酸残基对蛋白的稳

定性及性质具有非常大的影响，从而开辟了通过优化蛋白表

面电荷与电荷 的 作 用 来 调 节 蛋 白 结 构 稳 定 性 及 功 能 的 新 思

路［４］。

Ｍｂ是 由 一 条 肽 链 组 成 的 含 血 红 素 的 储 氧 蛋 白，由 于

Ｍｂ血红素辅 基 的 存 在，其 可 以 催 化 Ｈ２Ｏ２ 分 解 为 Ｈ２Ｏ和

Ｏ２。在没有底物存在的条件下与 Ｈ２Ｏ２ 形成稳定的过氧化氢

复合物（ＣｐｄⅡ）［５］。作为一种模型蛋白，Ｈ２Ｏ２ 对 Ｍｂ结构与

功能的影响以及其与 Ｈ２Ｏ２ 的作用机制一直是科研工作者的

研究热点［６］。
本文中以野生型 肌 红 蛋 白 基 因 为 模 板［７］，通 过ＰＣＲ定

点突变方法将肌红蛋白第６０位天冬氨酸Ａｓｐ（Ｄ）突变为赖氨

酸Ｌｙｓ（Ｋ），经 热 激 转 化 到 大 肠 杆 菌ＢＬ２１中，进 行 高 效 表

达，得到表达产物经过分离纯化，获得突变体 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）用

于其结构和功能的研究。
本实验室在 研 究 中 发 现 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）在 与 表 面 活 性 剂 相

互作用的过程中其稳定性有很大程度的提高［８］，为进一步研

究表面氨基酸在蛋白结构稳定性中发挥的作用，本文对照研

究了 Ｈ２Ｏ２ 对 Ｍｂ（ＷＴ）和 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）结 构 稳 定 性 及 功 能 的

影响。

１　试剂与仪器

　　Ｍｂ（ＷＴ）样 品（美 国 Ｓｉｇｍａ公 司），使 用 时 配 制 成１×



１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１的储备液；Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）通过微生物法培养含有

Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）基 因 的 大 肠 杆 菌 提 取 获 得，实 验 前 稀 释 为１×
１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１的储备液；过氧化氢（Ｈ２Ｏ２，质量分数大于等

于３０％），稀 释 为２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１（紫 外 测２４０ｎｍ处 的 吸 光

度，ε２４０ｎｍ＝３９．４Ｍ－１ｃｍ－１［９］）；缓 冲 溶 液 为０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１

的 Ｎａ２ＨＰＯ４－ＮａＨ２ＰＯ４ （ｐＨ　７．４０），Ｎａ２ＨＰＯ４ ·１２Ｈ２Ｏ，

ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ（分 析 纯）；以 上 试 剂 均 置 于 冰 箱 中（４℃）

保存；实验用水为超纯水。

ＳＦＭ－３００停流仪（法 国ＢｉｏＬｏｇｉｃ公 司），Ｊ－８１０型 圆 二 色

分光光谱仪（日本Ｊａｓｃｏ公司），ＦＰ－６５００荧光－磷光光谱仪（日

本Ｊａｓｃｏ公司），Ｖ－５６０型 紫 外－可 见 分 光 光 谱 仪（日 本Ｊａｓｃｏ
公司），ＰＨＳＪ－４Ａ型 实 验 室ｐＨ 计（上 海 雷 磁 分 析 仪 器 厂），

Ｆ１２－ＭＥ型制冷和加热循 环 器（德 国Ｊｕｌａｂｏ公 司），Ｇｉｌｓｏｎ可

调式移液器（法国）。

２　实验方法

２．１　紫外－可见吸收光谱

取２ｍＬ　Ｍｂ（ＷＴ）溶液加入比色池 中，用 微 量 注 射 器 依

次加入定量的２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｈ２Ｏ２ 溶 液（累 积 体 积 小 于５０

μＬ），混 匀，避 光 作 用１０ｍｉｎ后，以 磷 酸 缓 冲 液 为 参 比，记

录 Ｍｂ（ＷＴ）与 Ｈ２Ｏ２ 相互作用的紫外吸收光谱，Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）

与 Ｈ２Ｏ２ 相互作用的紫外吸收光谱测定步骤同上。

２．２　同步荧光光谱

同步荧光光谱一般是指同时扫描激发和发射波长，而保

持两者有一个固定波长差λ时所得的荧光光谱［１０］。当λ＝２０
ｎｍ时，同步荧光光谱仅显示酪氨酸残基的荧光特性；当λ＝
６０ｎｍ时，同步荧光光 谱 仅 显 示 色 氨 酸 残 基 的 荧 光 特 性［１１］。

设置波长差为２０ｎｍ，在比色池中加入２ｍＬ的 Ｍｂ（ＷＴ）溶

液，用微量注射器 依 次 加 入 定 量 的２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｈ２Ｏ２ 溶

液，混匀，避光作用１０ｍｉｎ后，记录２６０～４００ｎｍ的荧光光

谱。Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）与 Ｈ２Ｏ２ 相互作用的同步荧光光谱测定步骤

同上。再以同样的方法记录波长差为６０ｎｍ时，Ｍｂ（ＷＴ）和

Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）与 Ｈ２Ｏ２ 相互作用的同步荧光光谱；以同样的方

法检测当激发波长为４３０ｎｍ时的荧光光谱图的变化。

２．３　停流－荧光光谱

Ｍｂ（ＷＴ）和 Ｈ２Ｏ２ 分别被装 在Ｓ３ 和Ｓ２ 中，设 定 激 发 波

长为４０９ｎｍ，通过微 机 控 制 气 动 泵 将 不 同 体 积 的 反 应 物 溶

液（控制反应物的浓度比）迅速推入光信号检测室进行荧光信

号检测。温度控制 采 用 制 冷 和 加 热 循 环 器，其 他 步 骤 同 上。

不同浓度、温度条 件 下，Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）与 Ｈ２Ｏ２ 相 互 作 用 的 测

定步骤同上。

３　结果与讨论

３．１　Ｍｂ（ＷＴ）和 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）的紫外－可见光谱

随着 Ｈ２Ｏ２ 的逐渐 加 入，Ｍｂ（ＷＴ）和 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）在４０９
ｎｍ处的特征峰均发生红移，Ｍｂ（ＷＴ）移至４２１．５ｎｍ处，而

Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）位移至４２１ｎｍ处。４２１．５ｎｍ处是过氧化氢复合

物（高价血红素蛋白，ＣｐｄⅡ）的 特 征 峰［６］，即 当 Ｍｂ（ＷＴ）和

Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）与适量 Ｈ２Ｏ２ 发生作用后，均形成ＣｐｄⅡ。在 Ｍｂ
（ＷＴ）溶液中，当 Ｈ２Ｏ２ 的浓度达到３．００×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１时

（Ｈ２Ｏ２ 与 Ｍｂ（ＷＴ）的 摩 尔 浓 度 比 为５∶１），４２１．５ｎｍ处 的

特征峰已经出现，继续增加Ｈ２Ｏ２ 的浓度，峰位置不再移动；

而在 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）溶液中，当 Ｈ２Ｏ２ 的浓度为４．４８×１０－５　ｍｏｌ
·Ｌ－１时（Ｈ２Ｏ２ 与 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）的 摩 尔 浓 度 比 为７∶１），４２１
ｎｍ处特征峰才出现，说明突变后的蛋白结构更加稳定。

３．２　Ｍｂ（ＷＴ）和 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）卟啉部位的荧光发射谱

图１是 Ｍｂ（ＷＴ）和 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）与 Ｈ２Ｏ２ 相 互 作 用 的 荧

光 光 谱 的 变 化，激 发 波 长 为４３０ｎｍ（铁 卟 啉 在Ｓｏｒｅｔ带 的 吸

Ｆｉｇ．１　Ｅｍｉｓｓｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ｍｂ（ＷＴ）ａｎｄ　Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｐｅｒｏｘｉｄｅ．Ｔｈｅ
ｄａｓｈｅｄ　ｌｉｎｅ　ｓｈｏｗｓ　ｔｈｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ａｄｄｉｎｇ　Ｈ２Ｏ２

（ａ）：［Ｆｅ３＋］＝０．６０×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１　ｉｎ　Ｍｂ（ＷＴ），１－３，［Ｈ２Ｏ２］＝１．２０，２．４０，６×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１

（ｂ）：［Ｆｅ３＋］＝０．６４×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１　ｉｎ　Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ），１－３：［Ｈ２Ｏ２］＝１．２８，２．５６，６．４×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１
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收），Ｍｂ（ＷＴ）和 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）均在５９７ｎｍ处出现最大荧光发

射峰。本实验室在前期的工作中发现，氙 灯 照 射 可 使 与 卟 啉

结合的氧去掉，导 致５９７ｎｍ处 的 荧 光 强 度 急 剧 降 低［１２，１３］；

在本实验中，对于 Ｍｂ（ＷＴ），在 没 加 入 Ｈ２Ｏ２ 之 前，其 荧 光

强度为２０．４７，当加入Ｈ２Ｏ２ 与蛋白比例２∶１时，５９７ｎｍ处

的荧光强度减少为１４．９３，比之不加 Ｈ２Ｏ２ 的减少速率减慢，

随着 Ｈ２Ｏ２ 的逐渐 加 入，荧 光 强 度 呈 增 加 趋 势，说 明 Ｈ２Ｏ２
分解产 生 的 单 线 态 氧 与 Ｍｂ卟 啉 环 上 的Ｆｅ结 合，使 荧 光 强

度逐渐增加，但不会增加至初始状态；对于 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ），虽

然其 荧 光 强 度 一 样 会 下 降，但 是 下 降 幅 度 较 小，随 着 Ｈ２Ｏ２
的增加，５９７ｎｍ处的荧光强度维持在相对稳定的范围之内。

３．３　Ｍｂ（ＷＴ）和 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）的同步荧光光谱

同步荧光光谱具有简化光 谱、窄 化 谱 带、减 小 光 谱 重 叠

和减小散射光等 优 点［１０］，且 可 以 分 别 检 测 到 酪 氨 酸 残 基 和

色氨酸残基的荧光发射光谱，已经被大量用于判断蛋白质构

象的变化［１２］。如图２所示，（ａ）为Δλ＝２０ｎｍ时 Ｍｂ（ＷＴ）酪

氨酸残基的荧光光谱特征，其最大荧光发射峰在３１１ｎｍ处，

荧光强度为１００．１，随 着 Ｈ２Ｏ２ 浓 度 的 不 断 增 加，荧 光 强 度

逐渐增大，当 Ｈ２Ｏ２ 的 浓 度 超 过３．６×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１时（即

Ｈ２Ｏ２ 与 Ｍｂ（ＷＴ）的摩尔比超过６∶１时），荧光强度趋于一

个极值，不再发生明显变化，峰位一直没有发生变化；（ｃ）为

Δλ＝６０ｎｍ时Ｍｂ（ＷＴ）色氨酸残基的荧光光谱特征，３４０ｎｍ
为其最大荧光发 射 峰，荧 光 强 度 为１４４．２，随 着 Ｈ２Ｏ２ 的 不

断加入荧光峰强度逐渐增大，峰位发 生 略 微 的 红 移，说 明 在

Ｍｂ（ＷＴ）与 Ｈ２Ｏ２ 相互作用过程中，使得色氨酸残基处于更

加“暴露”的状态中，对环境的疏水性减弱，极性增强；（ｂ）和

（ｄ）分别为Δλ＝２０ｎｍ和Δλ＝６０ｎｍ时 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）的同步荧

光光谱图，其最大荧光发射峰同样分别出现在３１１和３４０ｎｍ
处，荧光强度为分别为４７９．６和９６０．５，随着Ｈ２Ｏ２ 浓度的不

断增加，峰位置和强度均未发生明显 的 变 化。通 过 同 步 荧 光

光谱对酪氨酸残基和色氨酸残基受周围环境影响的考察，我

们更进一步的证明 当 蛋 白 第６０位 的 Ａｓｐ突 变 为Ｌｙｓ以 后，

蛋白表面电荷 发 生 改 变，Ｈ２Ｏ２ 可 以 更 容 易 到 达 作 用 位 点，

而对蛋白的结构几乎不产生影响。

Ｆｉｇ．２　Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ（２６０～３６０ｎｍ）ｏｆ　Ｍｂ（ＷＴ）［（ａ），（ｃ）］ａｎｄ　Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）［（ｂ），（ｄ）］ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｈｙ－
ｄｒｏｇｅｎ　ｐｅｒｏｘｉｄｅ，Δλ＝２０ｎｍ［（ａ）ａｎｄ（ｂ）］；Δλ＝６０ｎｍ［（ｃ）ａｎｄ（ｄ）］

（ａ），（ｃ）：１－６：［Ｈ２Ｏ２］＝０，１．２，２．４，３．６，４．２，６．０×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１，［Ｍｂ（ＷＴ）］＝０．６０×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１；（ｂ）：［Ｈ２Ｏ２］＝０，２．５６，３．８４，

６．４×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１；（ｄ）：［Ｈ２Ｏ２］＝０，２．５６，６．４×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１，［Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）］＝０．６４×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１

３．４　Ｍｂ（ＷＴ）与 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）的在线－停流荧光光谱

利用在线－停流荧光 光 谱 技 术 对 不 同 温 度 和 浓 度 条 件 下

Ｍｂ（ＷＴ）和 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）与 Ｈ２Ｏ２ 相 互 作 用 的 过 程 进 行 研 究。

由于在本实验过程中ｃ（Ｈ２Ｏ２）ｃ（Ｍｂ），因此该 反 应 为 准 一
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级反应，对实验曲线用停流软件（Ｂｉｏ－Ｌｏｇｉｃ３．２）按方程（１）在

ｉ＝２时拟合较好，即该总反应是二步反应。

Ｙ（ｔ）＝ａｔ＋ｂ＋∑
Ｎ

ｉ＝１
ｃｉｅｘｐ（－ｋｉｔ） （１）

式中，Ｙ 为仪器检测值（电压），ｔ为时间，ａ为斜率（ｓｌｏｐｅ），ｂ
为截距（ｏｆｆｓｅｔ），ｃｉ 为振 幅（ａｍｐｌｉｔｕｄｅ），ｋｉ 是 反 应 速 率 常 数。

最终确定 Ｈ２Ｏ２ 与 Ｍｂ（ＷＴ）与 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）均属于二步 反 应，

进一步验证了蛋白与 Ｈ２Ｏ２ 相互作用过程中，先生成 中 间 产

物ＣｐｄⅠ（Ｆｅ（Ⅳ）＝Ｏ／ｐｏｒｐｈｙｒｉｎπ－ｃａｔｉｏｎ　ｒａｄｉｃａｌ），在缺少底

物的条件下，最终生成一个较长寿命，且 相 对 稳 定 的 高 铁 血

红素，即ＣｐｄⅡ；随 着 反 应 温 度 的 升 高，ｋ１ 和ｋ２ 均 逐 渐 增

大。不同温度下以 Ｈ２Ｏ２ 和蛋白浓度比为５００∶１反应，根据

Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程，ｋ＝Ａｅ－ＥａＲＴ（其中Ｅａ 为反应活化能，Ａ为指

前 因子，Ｒ为摩尔气体常数，Ｔ为开尔文温度），以ｌｎｋ对１／Ｔ

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　Ｍｂ
（ＷＴ）ａｎｄ　Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｐｅｒ－
ｏｘｉｄｅ

（１）：ｋ１ｏｆ　Ｍｂ（ＷＴ）ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｐｅｒｏｘｉｄｅ；（２）：ｋ２ｏｆ
Ｍｂ（ＷＴ）ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｐｅｒｏｘｉｄｅ；（３）：ｋ１ｏｆ　Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｐｅｒｏｘｉｄｅ；（４）：ｋ２ｏｆ　Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｗｉｔｈ　ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｐｅｒｏｘｉｄｅ

作图，如图３所 示，对 于 Ｍｂ（ＷＴ）与 Ｈ２Ｏ２ 相 互 作 用 的 过

程，得到ｋ１ 的回归曲线方程为ｌｎｋ＝２．０４１　６４－０．０５７　８８／Ｔ，
相关系 数ｒ为－０．９５８　９３，ｋ２ 的 回 归 曲 线 方 程 为ｌｎｋ＝
０．４１７　０６－０．０５５　２６／Ｔ，相关系数ｒ为－０．９８９　０７。对于 Ｍｂ
（Ｄ６０Ｋ）与 Ｈ２Ｏ２ 相互作 用 的 过 程，得 到ｋ１ 的 回 归 曲 线 方 程

为ｌｎｋ＝２．２０４　３５－０．０８４　６７／Ｔ，相 关 系 数ｒ为－０．９８３　４３，

ｋ２ 的回归曲线 方 程 为ｌｎｋ＝０．５３２　６４－０．０６５　４８／Ｔ，相 关 系

数ｒ为－０．９７。由 于Ｅａ／Ｒ即 为 图３中 直 线 的 斜 率，而 Ｒ＝
８．３１４　５１０Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１，可 计 算 Ｍｂ（ＷＴ）和 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）

与 Ｈ２Ｏ２ 相 互 作 用 过 程 的 活 化 能 Ｅａ１Ｍｂ（ＷＴ），Ｅａ２Ｍｂ（ＷＴ），

Ｅａ１Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ），Ｅａ２Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）分 别 为０．４８１　２４４，０．４５９　４６０，０．７０３
９９０，０．５４４　４３４ｋＪ·ｍｏｌ－１。一般情况下，活化能越高，活化

分子就越少，反应难度越大。通过比较活化能数据可知，Ｍｂ
（Ｄ６０Ｋ）和 Ｈ２Ｏ２ 反应难于 Ｍｂ（ＷＴ）；而 前 面 的 荧 光 光 谱 数

据显示在反应 过 程 中，突 变 体 蛋 白 的 氨 基 酸 部 位 光 谱 变 化

小，说明整个突变体的结构更加稳定。

４　结　论

　　Ｍｂ（ＷＴ）和 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）与 Ｈ２Ｏ２ 相互作用过程中铁卟啉

的紫外－可见 吸 收 光 谱 显 示，Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）与 Ｈ２Ｏ２ 作 用 生 成

ＣｐｄⅡ的速 率 要 慢 于 Ｍｂ（ＷＴ）；荧 光 光 谱 数 据 表 明，随 着

Ｈ２Ｏ２ 的加入，铁卟啉在５９７ｎｍ处的峰强度逐渐减弱，但是

与 Ｍｂ（ＷＴ）相比 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）更 容 易 达 到 稳 定 状 态。同 步 荧

光光谱和ＣＤ光谱结果显示，肌红蛋白６０位氨基酸的改变使

得蛋白的作用部位可以更直接与 Ｈ２Ｏ２ 发生作用，而 对 蛋 白

结构的影响很小；停流－荧光实验中 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）与Ｈ２Ｏ２ 的相

互作用过程中的活化能高于 Ｍｂ（ＷＴ）。综合数据表明，由于

６０位Ａｓｐ突变为Ｌｙｓ，使 得 蛋 白 表 面 电 荷 发 生 改 变，Ｈ２Ｏ２
可以更直接到达活性位点与蛋白发生作用，而对蛋白的结构

基本不产生影响，进而 证 明 Ｍｂ（Ｄ６０Ｋ）的 结 构 稳 定 性 提 高，

经分析认为此种现象是由于突变后的蛋白表面电荷和蛋白的

三维结构发生变化而造成的影响，这在蛋白仿生学和蛋白药

物学研究中具有重要的意义。

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ
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