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臭氧对胎牛血清氧化损伤的表面增强拉曼光谱

邹祖全1, 2 , 刘燕楠2, 3 , 吴 � 瑛5, 李奇楠2, 3 , 陈梅宗1, 3 , 孙海英1, 3 , 李任植1, 3, 4

1� 南开大学物理科学学院生物物理系, 天津� 300071 � � �

2� 南开大学物理科学学院光子学中心, 天津� 300071

3� 天津市南开大学弱光非线性光子学材料先进技术及

制备教育部重点实验室, 天津 � 300457

4� 南开大学生物活性材料教育部重点实验室, 天津 � 300071

5� 国家纳米技术与工程研究院, 天津 � 300457

摘 � 要 � 对实验室细胞培养用的国产胎牛血清在臭氧作用前后进行了表面增强拉曼光谱测试, 范围 200~

1 800 cm- 1。发现臭氧作用 1 h 后拉曼谱线强度大大减弱, 作用 3 h 后谱线强度进一步减弱, 但减弱的程度

明显减慢, 说明臭氧氧化作用具有快速的特点。臭氧作用下蛋白质主链的有序构象(��螺旋, �折叠)明显减

少, 对 �折叠的损伤更为严重, �回折几乎消失。芳香族氨基酸和半胱氨酸侧链在臭氧作用下氧化损伤非常

明显。这些特征谱线的变化, 反映了臭氧的氧化作用使蛋白质变性, 构象变化以及降解。
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引 � 言

� � 臭氧是氧气的同素异形体, 又称活性氧, 由于它的分子

内比氧气多了一个氧原子, 所以极易放出一个氧原子变成氧

气分子, 这个刚被释放出来的氧原子具有很强的氧化能力,

在水中臭氧分解产生羟基自由基( � OH ) , 羟基自由基是已

知的最强的氧化剂。而且臭氧作用后没有任何残留物和二次

污染, 除了广泛用于杀菌外, 臭氧也用于医疗。现在时兴的

臭氧浴[1] , 口腔手术和镶牙用臭氧水保持口腔无菌, 采用臭

氧与放射治疗合用治疗癌症, 和臭氧水治疗妇科病, 注射臭

氧气体治疗静脉曲张。最近有的科学家认为现存的数以百计

的疾病, 包括癌症, 风湿和血管硬化等疾病, 都是由于人体

细胞内氧气不足而导致, 所以定期接受液化氧注射, 提高血

液的含氧量以分解体内毒素, 达到治病和预防疾病的效果。

但是斯科里普斯研究所的 Paul Wentw or th 等认为作为人体

防御疾病发生的策略之一, 就是由人体免疫系统产生臭氧,

但由于臭氧的强氧化性, 在体内产生了极端相反的副作用。

臭氧和胆固醇, 蛋白质等作用后的产物成为动脉硬化症的致

病因素。所以臭氧作为药物, 究竟产生什么副作用 , 是否会

导致癌症等疾病的产生, 则有待进一步研究。用表面增强拉

曼光谱从分子水平上研究臭氧对胎牛血清氧化损伤机理, 为

臭氧应用在杀菌医疗等都具有积极的指导意义。

1 � 材料和方法

� � 国产胎牛血清(其中主要成分是血清白蛋白)购自天津联

星生物有限公司, 用功率为 15 W 的紫外灯产生臭氧, 臭氧

浓度20 mg� m- 3。胎牛血清在臭氧作用1 和 3 h 后做拉曼光

谱测试, 银溶胶用柠檬酸钠还原硝酸银制取, 银溶胶与胎牛

血清混合比例为 3 1。实验在 Renishaw 公司生产的 2000 型

共焦显微拉曼仪上进行 , 用 514 nm、功率为 5 mW 的氩离子

激光器为激发光源, 仪器分辨率为 2 cm- 1。将盛有样品的小

池放置在 50 倍物镜下进行拉曼光谱测量。表面增强拉曼散

射效应是指在特殊制备的一些金属良导体表面或溶胶中, 吸

附分子的拉曼散射信号比普通拉曼信号大大增强的现象。其

增强机理可能是物理增强, 也可能是化学增强或者是两者共

同作用的结果[ 2]。

2 � 实验结果和讨论

� � 无臭氧作用以及臭氧作用 1和 3 h 后的胎牛血清的表面



增强拉曼光谱如图 1 所示, 胎牛血清的表面增强效果特别明

显, 其中芳香族氨基酸最为显著。从图中可以看出 , 臭氧作

用 1 h 后的拉曼谱线强度大大减弱, 其中谱线 1 588,

1 387� 8, 1 276� 3, 1 004� 3 和 851 cm- 1减弱特别明显。臭氧

作用 3 h 后谱线强度进一步减弱, 但减弱程度明显减缓, 只

有 1 588 和 1 387� 8 cm- 1有明显的减弱。为了分析臭氧作用

前后谱图的具体变化, 我们把图 1 的 a 和 c 谱线分段进行对

比分析, 其中把 c 光谱曲线的强度乘以 2 作成光谱曲线 c1。

光谱曲线分段如图 2 和图 3 所示。

Fig� 1� Raman spectra of fetal bovine serum

a: Free f rom ozone; b: Treated by ozone for 1 h

c: Tr eated b y ozone for 3 h

Fig� 2� Raman spectra from 900 to 1 800 cm- 1

of fetal bovine serum

a: Free fr om ozone; b: On ozone for 3 h( I c1 = 2 Ic )

� � 如图 2 所示, 谱线 1 588 和 1 387� 8 cm- 1属于色氨酸的

特征峰。色氨酸的吲哚环在 1 387� 8 cm- 1处的谱线对于环境

和聚集状态是敏感的, 当色氨酸是! 埋藏∀时, 该谱线成尖锐

的峰形, 由图可知色氨酸残基是埋藏的。臭氧作用 3 h 后

1 588和 1 387� 8 cm- 1谱线明显减弱, 其原因主要有以下几

个: 首先, 臭氧在水中产生了羟基自由基( � OH )和超氧阴

离子自由基, 超氧阴离子自由基可以和水中的氢离子反应生

成 H 2O2 和单线态氧 ( 1O 2 ) , 也可以和臭氧反应生成

� OH [3]。这些自由基具有较强的氧化性, 使蛋白质主链构

象发生变化, 侧链基团受到损伤, 色氨酸等疏水芳香族残基

暴露在蛋白质表面的数量也会因此增加[ 4]。其次, 色氨酸有

苯环, 其环上有  键体系, 环上电子发生较大离域 , 与银溶

胶作用后表面增强效果最为显著, 但羟基自由基� OH 的强

氧化性使色氨酸的苯环开环, 破坏了苯环上若干  键体系,

环上电子不能发生离域, 影响表面增强效果。再次 , 单线态

氧( 1O2 )可能同色氨酸的吲哚环 2, 3 位双键产生[ 2+ 2]加成

反应, 也可能攻击吲哚环的烯胺结构单元, 发生! ene∀ 反

应[ 5] , 使吲哚环开环, 改变了银离子与它的吸附方式, 进一

步影响了表面增强效果 , 所以色氨酸谱线强度减弱得最为明

显。谱线1 004� 3 cm- 1属于苯丙氨酸的特征峰, 臭氧作用 3 h

后其强度也明显减弱, 并有 1� 6 cm- 1的红移。苯丙氨酸谱带

对物理和化学环境是不敏感的, 其强度减弱可能在� OH 的

作用下生成邻位, 间位和对位酪氨酸, 从而自身的量减少;

另一方面也可能是苯环在� OH 的作用下开环[ 3] , 电子离域

程度减弱, 影响了银溶胶的表面增强效果。

如图 1, 表征�回折的1 313 cm- 1谱线在臭氧作用 1 h 后

几乎消失, 一方面可能是形成 �回折的结构只需要 2 个氢键

而且 �回折主要在蛋白质的表面形成, � OH 可以很容易破

坏这两个氢键, 使 �回折遭到破坏; 另一方面脯氨酸在大多

数 �回折存在, 而� OH 与脯氨酸作用后首先使脯氨酸残基

!碳上失去一个氢原子, 再经氧化成吡咯酮, 自动水解开环,

�回折被破坏。如图 2, 表征 �折叠的 1 238 cm- 1和表征 �螺

旋的 1 276� 3 cm- 1谱线, 其强度也有明显的减弱, 并分别有

1� 6 到 3� 3 cm- 1的红移。由于 � OH 的强氧化性, 破坏了形

成 �螺旋和�折叠的链内和链间氢键体系, 使 �螺旋和�折

叠的有序结构遭到破坏 , 从而使两者谱线强度大大降低。从

图中还可以看出 �折叠比�螺旋减弱得更为明显, 可以从两

个方面来解释: 一方面, 血清白蛋白的等电点为4� 7, 说明其
中含较多的酸性氨基酸, 而胎牛血清的 pH 值约为 7� 4, 说

明血清白蛋白的酸性氨基酸大部分带负电荷, 由于彼此间的

静电排斥作用, 影响了链内氢键的形成, 从而影响了 �螺旋

的形成。在臭氧作用下, 胎牛血清的 pH 值降低, 血清白蛋

白所带负电荷减少, 有利于形成�螺旋。另一方面, �回折大

部分在 �折叠片转角的地方形成, 一旦 �回折遭到破坏, 会

影响到与之相连的 �折叠片氢键体系的稳定性。谱线 1 452

cm- 1表征亚甲基的非对称弯曲振动, 在臭氧作用 3 h 后谱线

发生分裂, 反映了脂肪族或烃基侧链的疏水环境变化[ 4, 6�10]。

Fig� 3 � Raman spectra from 200 to 900 cm- 1

of fetal bovine serum

a: Free from ozone; c1: On ozon e for 3 h( I c1= 2I c )

� � 如图 3所示, 851� 51 和 831 cm- 1为表征酪氨酸的谱线。

臭氧作用前后酪氨酸的峰减弱较为明显, 可能是酚环在 �
OH 作用下被破坏, 影响了表面增强效果。另外谱线 851� 51

和 831 cm- 1 的 强度发 生了相对 变化, 臭氧 作用前,

I 851/ I 831> > 1, 说明酪氨酸残基绝大部分是暴露的, 但臭氧

作用后, 其比值变小, 说明暴露在蛋白质表面的酪氨酸残基

数减少, 而!埋藏∀的酪氨酸残基数相对增加, 可能是� OH
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抽去了酪氨酸的酚羟基上的氢, 使酪氨酸形成酪氨酰基, 在

酪氨酰基之间及酪氨酰基与酪氨酸之间可发生反应形成二酚

化合物。这种双酪氨酸键可以在蛋白质内部(分子内成键) ,

也可以在蛋白质间(分子间成键)形成, 分子间双酪氨酸键的

形成使蛋白质聚合的因素, 从而使! 埋藏∀的酪氨酸残基数相
对增加[4, 7�10]。表征二硫键的谱线在 504 和 521 cm- 1位置,

504 cm- 1谱线属于扭曲�扭曲�扭曲构象, 521 cm- 1属于扭曲�
扭曲�反式构象, 臭氧作用后, 两者的强度都减弱, 但 521

cm- 1谱线减弱的慢, 相对强度增加。谱线 669 cm- 1表征半胱

氨酸的 C # S 键, 属于扭曲构象, 在图 1b中反映了在臭氧作

用 1 h 后谱线消失, 反映了半胱氨酸的碳�硫键与� OH 产生

加成反应, 形成一种硫氧化合物, 引起碳�硫键的断裂。同样

表征蛋氨酸 C # S 键的 712 cm- 1谱线在臭氧作用 1 h 后谱线

强度减弱的比较明显, 但没有半胱氨酸的 C# S 键损伤明显,

可能是蛋氨酸的甲硫基提供的疏水作用, 使蛋氨酸的暴露在

蛋白质表面的残基较少, 减少了臭氧对它的损伤。

3 � 结 � 论

� � 臭氧作用下血清中的蛋白质分子的主链的有序结构 (�

螺旋, �回折和�折叠)明显减少, 无规卷曲增加。氨基酸侧

链的损伤也很明显, 其中色氨酸, 苯丙氨酸最为明显, 胱氨

酸的二硫键和半胱氨酸的碳�硫键等。主要是臭氧在水中分
解产生的� OH 的强氧化性使形成蛋白质空间结构的氢键,

二硫键, 碳�硫键受到损伤甚至断裂, 部分氢键体系发生变

化, 从而导致主链构象发生变化。另一方面臭氧氧化分解芳

香族氨基酸, 导致了对血清中蛋白质的严重损伤。臭氧在水

中的半衰期约为 20 min, 其氧化又有快速的特点, 臭氧在水

中分解产生一系列强氧化性的自由基, 氧化分解包括蛋白

质, 脂质等, 是很多疾病的治病因素。特别是注射臭氧水以

补充血液氧气, 可能会给病人带来严重后果, 所以臭氧用于

医疗应该还要一段长时间的临床实验。
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Abstract� Fetal bov ine serum w as t reated by ozone fo r 1 hour and 3 hours befo re g etting its surface�enhanced Raman spect ra

from 200 to 1 800 cm- 1 . T reated w ith ozone fo r 1 hour, it show s a signif icant decr ease in band intensity. T reated w ith ozone fo r

3 hours, the band intensity has a fur ther decrease but not so obviously, w hich means that o xidation of ozone is short lived. T rea�
ted w ith ozone, the order ly confo rmations o f main chains in pro tein such as ��helix , ��sheet and ��corner are damaged seriously.

Aromatic side chains and C� S of Cy s and Met also are damnified g reat ly. A ll this means that st rong ox idation of ozone r esults in

denaturation, conformat ional changes and even deg radation in pro tein.

Keywords� Surface�enhanced Raman spectra; Fetal bovine serum; Ozone
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