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摘要    在 315~375 nm 波长光照射下核黄素能够造成溶菌酶的光敏损伤, 通过十二烷基磺酸钠-
聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)对稳态产物的研究分析发现, 溶菌酶的光敏损伤途径和损伤产

物与核黄素浓度、光照时间、体系的气氛等密切相关. 在氮气气氛下为Ⅰ型光敏损伤机制; 在有

氧条件下溶菌酶的损伤是Ⅰ型和Ⅱ型反应协同作用的结果, 并以Ⅱ型反应为主. 初步考察了褪黑

激素等抗氧化剂对溶菌酶的保护作用.  
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核黄素(Riboflavin, RF)即维生素B2 是维持生物

体健康的重要组分, 广泛存在于有氧细胞中. 人类可

以从牛奶、啤酒酵母和叶状蔬菜等食物中摄取. RF在
可见光以及UVA(320~380 nm)和UVB(290~320 nm)
波段有很强的吸收, 见图 1(a). 在光激发下RF能够产

生激发态, 其激发单重态寿命约为 12 ns, 它与物质

发生反应的几率很小 , 具有较高的系间窜越系数

(ΦISC=0.67), 即RF易从短寿命的激发单重态转化为

长寿命的激发三重态, 激发三重态寿命为 42 μs[1], 且
具有较高的激发能(194.9 kJ·mol−1)和还原电位(1.7 V 
vs NHE)[2]. 因此RF有着丰富和复杂的光化学和光生

物学性质. 研究发现, RF激发态可通过两种机制与生

物靶分子作用, 一是Ⅰ型反应机制即RF激发态直接

与底物发生电子或氢原子转移诱发底物的损伤; 二
是Ⅱ型反应机制即RF激发态与基态氧发生激发能转

移产生单线态氧或通过电子转移产生超氧阴离子自

由基, 继而引发底物的损伤[3,4]. 生物分子的这种光

敏氧化损伤会进而导致细胞死亡或凋亡, 加速机体

的衰老[5]. 目前, RF对DNA的光敏损伤已经有了比较

广泛的研究, 其光敏损伤机理不同于卟啉类光敏剂, 
卟啉类主要通过单线态氧损伤DNA, 而RF主要通过

电子转移的方式光敏损伤DNA[6,7]. 相对于DNA来说, 
RF光敏损伤蛋白质方面的研究要少得多. 光敏剂可

与蛋白质发生复杂的光化学反应, 攻击蛋白质引起

结构和构象改变, 造成肽键的断裂[8]、聚合与交联[1]. 
在眼晶状体中黄素敏化的光过程被认为是蛋白质积
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聚进而引起老化和白内障的原因之一[9]. 目前, RF引
发蛋白质损伤的研究主要集中在单个氨基酸或肽上, 
并取得了一定的结果, 但是由于蛋白质结构复杂种

类繁多, RF光敏损伤蛋白质的机理仍知之甚少. 事实

上, 蛋白质约占细胞和组织干重的 68%, RF光敏损伤

蛋白质的几率要比DNA的几率大得多, 因此蛋白质

是光氧化损伤的主要靶分子之一.  
最近研究表明RF能够敏化杀死肿瘤细胞和细胞

内外的艾滋病毒[10,11]. 因此RF在光动力治疗(PDT)中
具有潜在的应用前景. 尽管在肿瘤致死的光动力治

疗中做了大量的工作, 但是其中的光化学机理并不

清楚, 尤其是在光敏损伤蛋白质方面. RF作为一种重

要的维生素和内源性的光敏剂, 研究其与蛋白质之

间的光化学反应对于阐明光动力学机理具有非常重

要的意义.  
本文以溶菌酶(Lysozyme, Lyso)为模型, 利用稳

态光照及SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳的方法, 研究了

UVA光照条件下RF对Lyso的光敏损伤, 探讨了损伤

机理, 获得的结果对进一步理解RF对蛋白质光动力

学行为的机理很有帮助, 也为PDT提供一定的理论基

础. 最近本实验室利用快速反应动力学研究表明抗

氧化剂不仅可以通过竞争反应清除有害自由基, 而
且可以对已受损伤的生物分子进行快速修复, 减轻

自由基对生物体的损伤[12]. 本文初步研究了不同抗

氧化剂对蛋白质的保护作用.  

1  材料与方法 

1.1  药品 

RF是 Sigma试剂公司产品, 褪黑激素(melatonin, 
ML)、没食子儿茶素(epicatechin, EC)、绿原酸(CA)
和抗坏血酸 (ascorbic acid, Vc)等抗氧化剂均购自

Sigma 试剂公司. Lyso(分子量为 14.6 kDa)是 Fluka 公

司产品. 试剂均未经进一步处理直接使用. 实验溶液

使用 Millipore 纯水新鲜配制.  

1.2  实验装置与检测方法 

实验采用 500 W 的氙灯作为稳态光照光源, 经
透射波长为 315~375 nm 的滤光片, 聚焦到石英样品

池上. 光辐照能量为 34.3 mW·cm−2. 经稳态光照处理

的样品利用 Laemmli 方法进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳实验, 电泳结束后用考马斯亮蓝 G-250 染色, 经
甲醇-乙酸溶液脱色后, 用 Bio-Rad 公司的 Quantity 
one 成像分析系统成像并分析结果, 凝胶电泳仪型号

为 Mini-PROTEIN® 3 Cell. 紫外光谱仪为 U-3010 分

光光度计, 扫描速度为 300 nm·min-1, 狭缝宽度为 0.5 
nm.  

激光光解实验装置采用 Nd: YAG 激光器作为激

励光源, 激光波长为 355 nm.  

2  实验结果 

2.1  光照波长的选定 

图 1 为测得的RF水溶液和Lyso水溶液的吸收谱. 
RF在可见光以及UVA波段有 375, 450 nm处的两个吸

收峰, 主要为π-π∗吸收[2]. 而Lyso在大于 315 nm的波

长范围内几乎无吸收, 因此本文实验中选用了中心

波长为 345 nm, 波带宽为 60 nm的干涉滤色片滤光.  

2.2  气氛的影响 

图 2 为 5×10−4 mol·L−1 Lyso 溶液及 RF(1×10−4 
mol·L−1)和 Lyso(5×10−4 mol·L−1)的混合溶液分别在氮

气(N2)、空气和氧气(O2)饱和的条件下光照 30 min 后, 
得到的 SDS-PAGE 图. 实验结果表明, 上述溶液在不

同气氛下光照, 均在 28~29 kDa 处出现大分子量的蛋

白质片段, 该片段恰好是 Lyso 分子量 14.6 kDa 的两

倍, 说明其为二聚产物. 相同气氛条件下, RF 的存在

使二聚产物明显增加, 说明 RF 会敏化 Lyso 的损伤; 
不同气氛条件下, 氧气饱和时 Lyso 的损伤最严重, 
并在 38~39 kDa 处出现了明显的第三条带; 空气饱和

下损伤程度次之. 氮气饱和条件下 Lyso 也受到了损

伤但损伤程度相对最小, 此结果表明, 氮气气氛下, 
RF 通过Ⅰ型光氧化反应直接造成 Lyso 的损伤. 有氧

条件下, 氧气的浓度越大, 损伤程度越强(即 O2>空
气), 表明 RF 对 Lyso 的损伤同时也存在Ⅱ型反应机

理, 而在氧气条件下 Lyso 的光敏损伤明显大于在氮

气条件下的损伤, 说明 RF 对 Lyso 的光敏损伤是Ⅰ型

和Ⅱ型反应协同作用的结果并以Ⅱ型反应为主. 另外, 
有氧条件下第三条带的出现说明除交联反应外还发
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图 1  紫外-可见光吸收谱 

(a) 4×10−5 mol·L−1 的 RF 水溶液; (b) 1×10−6 mol·L−1 Lyso 水溶液 

 

图 2  不同气氛下 RF 对 Lyso 的光敏损伤 
光照时间均为 30 min. a, 5×10−4 mol·L−1 Lyso 体系; b, 1×10−4 mol·L−1RF 和 Lyso(5×10−4 mol·L−1)的混合溶液; C, 对照组; M 为 Marker, 其分子量从下

至上分别为 14.4, 20.1, 31, 43, 66.2 kDa. (a) 为 SDS-PAGE 图; (b) 为 28~29 kDa 处条带的强度图, 此数据是三次实验的平均结果 

 
生了 Lyso 的断裂反应, 断裂的小分子继续与二聚体

或其他分子反应生成分子量为 38~39 kDa 的产物.  

2.3  RF 浓度的影响 

图 3 为 5×10−4 mol·L−1 Lyso 及不同浓度 RF 的混

合溶液在空气条件下光照 30 min 后所得到的电泳图. 
可以看出, 随 RF 浓度在 5×10−7~7×10−5 mol·L−1 范围

内的增加在 28~29 kDa 处出现的二聚产物条带强度

逐渐增大 . 当混合溶液中 RF 浓度不小于 1×10−5 
mol·L-1(即 Lyso 和 RF 的浓度比为 50)时 38~39 kDa 处
出现第三条带, 并随 RF 浓度的增加其强度继续增强. 
表明随RF浓度增加Lyso的损伤加剧. RF浓度的增加

使 RF 吸收更多光能转化为激发态, 激发态通过Ⅰ型

和Ⅱ型反应促进了 Lyso 的光敏损伤.  

2.4  光照时间的影响 

图 4为空气条件下, 5×10−4 mol·L−1 Lyso和 5×10−5 

mol·L−1 RF 的混合溶液经不同时间的光照后进行

SDS-PAGE实验并成像的结果. 光照 10 min后即可在

28~29 kDa 位置观察到第二条带, 光照时间大于 30 

min 则在 38~39 kDa 位置处出现第三条带, 光照 1 h

后在 52 kDa附近出现第四条带. 结果表明, 随光照时

间的延长, 新出现的条带强度逐渐增强, RF 对 Lyso

的光敏损伤加剧. RF 损伤 Lyso 的光照时间效应与 RF

浓度效应相似, 光照时间的延长会产生更多的 RF 激

发态, 并通过电子转移和激发能转移这两种途径加

剧 Lyso 的光敏损伤. 
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图 3  RF 光敏损伤 Lyso 的浓度效应 

以空气饱和, 光照 30 min, 混合溶液中 Lyso 浓度为 5×10−4 mol·L−1, 改变其中 RF 的浓度, 1~6 的 RF 浓度分别为 7×10−5, 4×10−5, 
1×10−5, 2.5×10−6, 5×10−7, 0 mol·L−1; C, 对照组; M 为 Marker, 其分子量从下至上分别为: 14.4, 20.1, 31, 43, 66.2 kDa. (a) 为

SDS-PAGE 图; (b) 为 28~29 kDa 处条带的强度图, 为三次实验结果的平均数据 

 
图 4  RF 光敏损伤 Lyso 的时间效应 

以空气饱和, 光照 5×10−4 mol·L−1 Lyso 和 5×10−5 mol·L−1 RF 的混合溶液; 图中 2~8 光照时间分别为 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 min, 1 为对照组; M 为

Marker, 其分子量如图所示. (a) 为 SDS-PAGE 图; (b) 为新产生的条带强度与光照时间的关系图, 1, 28~29 kDa; 2, 38~39 kDa; 3, 51 kDa. 此数据为

三次实验的平均结果 
 

2.5  抗氧化剂的影响 

5×10−4 mol·L−1 ML, EC, CA 与 Vc 分别加入到

Lyso(5×10−4 mol·L−1)和 RF(7×10−5 mol·L−1)的混合溶

液中, 在空气饱和条件下光照 30 min, 以相同的方法

处理并观察成像后的图片(图 5). 实验表明加入抗氧

化剂后 28~29 kDa 处的条带强度明显减弱, 同时并未

观察到第三条带的出现, 说明抗氧化剂的加入有效

的降低了 RF 对 Lyso 的光敏损伤程度. 各种抗氧化剂

对 Lyso 的保护效果不同, 从图 5 可以得出保护效果

依次为 CA>ML>Vc>EC.  
各种抗氧化剂与 3RF*反应的速率常数如表 1 所

示. 在有氧条件下, 参考表 1 可知抗氧化剂除直接与

RF三重态反应外, 还可以与单线态氧反应从而减轻

了对Lyso的光敏损伤作用, 并有可能与Lyso受损后形

成的自由基发生反应使其得到修复[12].  
Ly s o与 3 R F * 反应的速率常数为 3 . 7 × 1 0 8 

L⋅mol−1⋅s−1. 在氮气条件下, Lyso和抗氧化剂均与 3RF*

反应[18], 即二者形成竞争反应. 由此可计算得出抗氧

化剂在竞争反应中所占的比例Φ ,  Φ均大于 97%, 
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图 5  抗氧化剂对 RF 光敏损伤 Lyso 的影响 

5×10−4 mol·L−1 Lyso, 7×10−5 mol·L−1 RF 与 5×10−4 mol·L−1 抗氧化剂的混和溶液, 空气饱和的条件下, 光照 30 min; 1 中无抗氧化剂, 
2~5 中抗氧化剂分别为 ML, EC, CA, Vc, 6 为对照组, M 为 Marker, 其分子量从下至上分别为: 14.4, 20.1, 31, 43, 66.2 kDa. (a) 为

SDS-PAGE 图; (b) 为 28-29 kDa 处条带的强度图, 此数据是三次实验的平均结果 

 
表 1  抗氧化剂与 3RF*和 1O2 反应的速率常数 k(3RF*)和 k(1O2)、抗氧化剂的氧化电位 Eox 以及 3RF*与抗氧化剂之间电子转

移反应的自由能变化值 ΔG 
 

抗氧化剂 
k(3RF*) 

/109 L⋅mol−1⋅s−1 
k(1O2) 

/109 L⋅mol−1⋅s−1 Eox/V 
ΔGa) 

/kJ.mol−1 
ML 1.4[13]    
CA 2.1 3.4[14] 0.749 vs NHE[14] −94.5 
EC 2.1 0.0132[15] 0.909 vs NHE[15] −79.0 
Vc 1.6 0.8[16] 0.479 vs NHE[17] −120.5 

色氨酸 1.8[18]  1.01 vs NHE[19,20] −68.5 
酪氨酸 1.5[18]  0.93 vs NHE[19,20] −76.2 
a) ΔG 为根据 Rehm-Weller 方程计算得 3RF*与抗氧化剂之间电子转移反应的自由能变化值 

 
此结果表明在氮气条件下四种抗氧化剂主要通过直

接与 3RF*反应的方式保护了 Lyso.  

3  讨论 
溶菌酶是由 129 个氨基酸组成的单肽链蛋白酶, 

其结构高度稳定. 其中 3 个酪氨酸均位于分子的内部, 
不易暴露在溶剂中, 对稳定Lyso的结构有非常重要

的作用[21]. 6 个色氨酸, 4 个在酶分子表层部位, 2 个位

于溶菌酶的活性中心部位, 参与溶菌酶的催化过程.  
实验结果显示, 在氮气条件下, RF也能够光敏损伤

Lyso. Lyso在溶剂中 6 个色氨酸都会不同程度地暴露

出来 [ 22], 溶菌酶结构中最易暴露的色氨酸残基是自

由基攻击的主要目标之一, 其对核黄素三重态表现

出很高的反应活性 [ 2,4], 核黄素三重态与色氨酸残基

可以发生电子转移反应, 产生的自由基能够使两个 

色氨酸残基之间成键, 这个反应是蛋白质交联主要

原因[4]. 在氮气条件下, RF光敏损伤溶菌酶的途径主

要为RF激发三重态直接与溶菌酶中的色氨酸残基反

应造成的即Ⅰ型反应机制.  
在空气饱和的RF水溶液中, 单线态氧和超氧阴

离子的量子产额分别为 0.48 和 0.009[23], 因此有氧条

件下主要是发生RF激发态将能量转移给氧气产生单

线态氧的反应. 侧链上的不同氨基酸残基与单线态

氧的反应速率差别很大, 导致特定氨基酸的选择性

损伤 , 如单线态氧对色氨酸的反应速率高达 3×107 
L·mol−1·s−1[24]. Lyso中色氨酸残基不同程度地暴露在

溶剂中, 使其成为单线态氧和RF激发态攻击的主要

目标, 反应产生的自由基能够使色氨酸之间成键, 这
也是溶菌酶交联的原因之一. 随着氧浓度的提高、光

照时间的延长、核黄素浓度的增大溶液中的自由基浓
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度增大, 促进蛋白质的交联反应. 研究结果表明在有

氧条件下Lyso的光敏损伤明显大于在氮气条件下的

损伤, 说明RF对Lyso的光敏损伤是Ⅰ型和Ⅱ型反应

协同作用的结果并以Ⅱ型反应为主, 这与RF主要通

过电子转移的方式即Ⅰ型机理光敏损伤DNA[6]明显

不同.  
事实上也不能忽略其他类型的氨基酸残基(如酪

氨酸)的参与, 通过酪氨酸到色氨酸自由基的分子内

长程电子转移可导致色氨酸残基的重新形成, 并且

生成酪氨酸自由基[1]. 本文实验中出现了 38~39 kDa
位置处的第三条电泳条带(如图 2, 3), 说明RF对Lyso
光敏损伤不仅造成了Lyso交联而且还使其发生了断

裂, 断裂的小分子片段与二聚体结合产生了更高分

子量的蛋白质片段[8,9,18]. 我们将进一步研究判断RF
光敏造成Lyso的断裂位点.  

抗氧化剂的加入使Lyso的损伤明显减弱, 即抗

氧化剂起到保护Lyso的作用. 根据快速反应动力学

研究结果, 在氮气饱和的条件下, 四种抗氧化剂主要

通过直接与RF激发三重态反应的方式保护Lyso. 在
有氧条件下 , 本文的实验中所用四种抗氧化剂对

Lyso的保护效果依次为CA＞AML＞Vc＞EC, 此条

件下抗氧化剂既可以直接与RF激发三重态及单线态

氧反应, 生成相对稳定的酚氧自由基, 同时又可能与

受损伤的自由基发生电荷转移反应, 从而起到对底

物的保护作用[12,25].  

4  结论 
RF 在 315~375 nm 波长光照下, 能够选择性地损

伤特定氨基酸如色氨酸和酪氨酸, 形成的自由基能

够使氨基酸之间成键, 导致 Lyso 发生两分子交联. 
Lyso 的损伤程度随 RF 浓度的增大而增强, 随光照时

间的延长而加剧. 抗氧化剂的加入在一定程度上阻

止了 Lyso 的双分子交联, 有效地抑制 RF 光敏作用对

Lyso 造成的损伤. 不同的抗氧化剂对 Lyso 损伤的阻

止程度不同, 褪黑激素和绿原酸作用比较明显.  
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