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微波辐照对感光细胞蛋白结构影响的光谱分析

陈#鹏"梁#洁"马#萍"宋战军"单#清"杨在富"康宏向"王长振"钱焕文

"军事医学科学院放射与辐射医学研究所电磁与激光生物学研究室!北京 +""$:"#

摘#要!研究高功率微波&?]Y'照射后感光细胞中膜蛋白分子结构的改变"以探讨?]Y的损

伤机制# 选取大鼠视网膜感光细胞外节层作为研究对象"通过对 3<920图谱酰胺
-

带中蛋白

质二级结构的各吸收峰进行定量分析"观察?]Y照后蛋白质分子结构的改变情况# 结果显示

?]Y照后外节出现了膜蛋白二级结构吸收峰的位移和吸收值的改变# 该研究表明?]Y照射

可使视网膜感光细胞的膜蛋白质构象发生改变"导致蛋白质结构稳定性下降和蛋白生物功能

的破坏#

关键词!眼$蛋白$光谱$结构
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+#引#言

高功率微波"JB6J N&TEIRBLI&TFUE!?]Y#是一

种新的致伤因素!眼是微波辐射最敏感的靶器官

之一)+*

' 显微傅里叶变换红外光谱技术"3&5IBEI

8IFC7M&IRBCMIFIED RBLI&7NEL8I&7L&NS!3<920#结合形

态学!可在分子水平上提供组织切片或细胞涂片

化学组成信息)* [\*

' 本实验应用显微 3<920技术

对感光细胞谱图中蛋白质的酰胺
-

带各吸收峰进

行处理分析!研究 ?]Y照射对外节中蛋白质"主

要是膜蛋白#二级结构的影响!以探讨 ?]Y视网

膜损伤机制'

*#材料与方法

*(+#实验动物及分组

二级XB78FI大鼠!雌性!体重"+$" w*"#6!由军

事医学科学院实验动物中心提供' 随机分成对照组

和照射组"照后 + J和照后 *! J#'

*(*#?]Y照射条件

将自由活动状态下的大鼠放入特制有机玻璃笼
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中!.波段?]Y效应模拟源从上部以远场平面波单

次垂直照射!照射参数如下! 平均功率密度$

+"" RXbLR

*

!峰值功率密度$ *"" XbLR

*

!时间$

*" RBC'对照组动物经同样处理!但不接受照射'

*(\#视网膜样本制作

取各组大鼠眼球!沿水平方向经视乳头部位进

行 \"

!

R厚冰冻切片!将其展平于特制的镀金载玻

片上!供下一步分析使用'

*(!#显微3<920检测

反射吸收光谱在OB&90FD 公司3<.9=:-傅里叶

变换红外光谱仪bGY-红外显微镜上测定!设置分

辨率为 ! LR

[+

!使用液氮冷却的 YK<检测器!每个

视网膜选取 \ 张组织切片!每张切片选取 + 个视野!

每个视野扫描次数为 *:= 次' 感光细胞外节层的选

取方法$以镀金载玻片作背景扫描!在显微3<920仪

的光镜下定位!光阑的一个长轴紧邻视网膜色素上

皮层!另一长轴向内侧外节段开出 \"

!

R' 谱图处

理的操作软件为 OB&90FD 公司提供的 \*"" 工作软

件!本实验操作在军事医学科学院的国家生物医学

与仪器测试分析中心完成'

*(:#蛋白质二级结构谱带归属与图谱的处理

蛋白质二级结构的 3<920谱带主要是位于

+;"" LR

[+和 +:"" LR

[+之间的酰胺
-

带和酰胺
*

带!酰胺
-

带是由Km̀ 键伸缩振动和K)基团伸缩

振动耦合而成!酰胺
*

带是由 )?和 K)基团伸缩

振动耦合而成!其中酰胺
-

带对于结构分析最为重

要!它包含了蛋白质二级结构的
#

[螺旋(

$

[折叠(

转角及无规卷曲等多种信息!但是其各组分所对应

的振动吸收峰常常互相重叠形成一较宽的红外光

谱!我们应用傅里叶解卷积技术!可将重叠的酰胺
-

带各子峰分辨开!并采用曲线拟合的方法来获得各

子峰的积分面积!以定量地分析蛋白质二级结构各

组分的含量' 一般蛋白质和多肽的酰胺
-

带解卷积

谱包含 Z 到 ++ 个子峰!各子峰的结构归属可通过对

已知结构的蛋白质的研究来确定'

外节在 +;"" l+="" LR

[+段的 3<920图谱主要

是酰胺
-

带' 对正常大鼠外节3<920谱图酰胺
-

带

各子峰的归属结果如下$+=Z+ LR

[+

!+=$+ LR

[+和

+=$\ LR

[+归属为
$

转角&+==! LR

[+

!+=:: LR

[+和

+=!! LR

[+归属为
#

螺旋!又可分别细分为
#*

螺

旋(

#-

螺旋和 \

+"

螺旋&+=\$ LR

[+归属为无规卷曲&

+=*$ LR

[+和 +=+Z LR

[+归属为
$

折叠'

*(=#统计方法

比较对照组与照射组的各子峰的峰位改变和吸

收值百分比!采用 .-. 软件按单因素 \ 水平设计资

料进行方差统计分析'

\#结#果

\(+#?]Y照后各子峰的位移变化

外节3<920谱图的酰胺
-

带曲线拟合后!根据

各种蛋白质"特别是视紫红质#体内外不同状态下

的3<920研究成果!对各子峰进行了二级结构的指

认!然后对峰位变化进行统计分析!结果表明!三种

#

螺旋的最大峰位在照后 + J 与 *! J 均向左移!幅

度从 * 到 = 个波数不等$

#-

螺旋"+=::

,

+=:Z#(

#*

螺旋"+==!

,

+===#(\

+"

螺旋"+=!!

,

+=:"#' 无

规卷曲的峰位在照后 *! J向左移 \ 个波数"+=\$

,

+=!+#'

$

折叠的峰位照后 + J 与 *! J 左移约 \ 个

波数"+=+Z

,

+=**#' 而
$

转角未见明显位移'

\(*#?]Y照后各子峰的吸收值变化

根据以上各子峰的二级结构指认!对代表不同

二级结构吸收峰的吸收值占总吸收的百分比数据进

行统计分析' 代表
#

螺旋的吸收峰的吸收值百分

比在照后 + l*! J 持续降低!无规卷曲与
$

折叠吸

收峰在照后 + J 和 *! J 增多!

$

转角吸收未见明显

改变' 与峰位相比!吸收百分比的变化是同步的'

!#讨#论

近年来微波辐射对人体健康的危害已引起高度

关注!眼是微波作用的敏感靶器官!其中视网膜效应

是微波眼损伤研究的重点)+*

' 傅里叶变换红外光

谱"3<920#是一种能够提供分子化学结构信息的技

术!利用技术可以对样品进行定性和定量无损分析!

根据红外吸收光谱谱峰位置可以鉴定多种有机化合

物及官能团的存在!并且利用光谱吸收强度可以定

量地计算出各种化学组分在样品中的相对含量)**

'

而显微3<920技术是在红外光谱分析技术上发展而

来!它将显微镜技术与3<920相结合!利用自身的光

学显微镜观测样品!通过调节光阑大小来选取某一特

定微区进行红外光谱检测!可以在分子水平上提供样

本的化学组成信息)\*

' 本实验应用显微3<920技术

研究大鼠视网膜?]Y损伤效应的分子机制!重点观

察了视网膜感光细胞外节的膜蛋白的二级结构改变'

视网膜是一个组分多而结构复杂的生物组织!

实验中选取感光细胞外节作为研究对象出于以下原

因$首先!外节是感光细胞的光感受器所在部位!

?]Y视网膜损伤中以外节最重&其次外节成分简

单!主要是盘膜结构!是分析生物膜 ?]Y损伤的良

好模型!而生物膜亦是?]Y损伤的重要靶点' 盘膜

中镶嵌了一种特殊的膜蛋白!这种特殊的膜蛋白就
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是视色素' 外节中存在大量视色素分子!每一细胞

内的分子数可达 +"

Z 数量级' 视杆细胞中的视色素

就是视紫红质!它是外节盘膜上的含量最多"约占

$: i#和最重要的蛋白质!执行着视网膜光感受器

的重要功能)!*

'

蛋白质是由氨基酸以酰胺键共价连接而成的多

肽链构成的!蛋白质的二级结构是指蛋白质中多肽

链的规则排布!由主链极性基团的氢键形成!常见的

二级结构有
#

螺旋(

$

折叠(

$

转角(无规卷曲等'

目前测定蛋白质二级结构的方法很多' 最准确和最

可靠的方法是A射线衍射技术!但它只能测定可结

晶的蛋白质!而且该技术不仅工作量大!成功率低

"蛋白质单晶不易获得#!其测定结果也不易说明蛋

白质在生理状态下结构与功能的关系' 圆二色光谱

法虽可测定溶液状态下蛋白质的结构!但该方法是

建立在已知三维结构的聚多肽和蛋白质光谱为参考

的基础上的!此外!它在
#

[螺旋的测定中较为准

确!却无法测定
$

折叠及
$

转角结构' 而 3<920具

有以上两种方法不可替代的优越性!是研究蛋白质

各种二级结构的一种快速和有效的方法' 3<920不

仅可研究诸如水溶液):*

(有机溶剂)=*

(去污剂以及

磷脂膜等各种环境下的蛋白质二级结构!它还能与

显微镜结合"显微3<920#用来研究组织切片或细胞

涂片等生物样品中+天然状态下,的蛋白质结构!因

此可反映具有功能活性的蛋白质的结构特征);*

'

蛋白质的二级结构特征与氢键的形成方式紧密

相关!无论是
#

螺旋(

$

折叠(

$

转角或其他构象!都

有特定的氢键结构' 3<920光谱对蛋白质氢键敏

感!可反映各种不同氢键结构的差异!主要表现为谱

带峰位及吸收面积的变化' 本实验中在 ?]Y照后

#

螺旋(

$

折叠及无规卷曲的最大峰位左移!这是氢

键增强的表现' 分子内氢键是维持蛋白质二级结构

稳定的重要因素!当蛋白质变性或聚合时!可观察到

氢键增强)$*

!而 ?]Y照射后的氢键变化提示外节

的膜蛋白的构象出现了一定程度的改变'

酰胺
-

带各子峰吸收值占总吸收值的百分比还

可代表相应二级结构的百分含量!本实验中发现!

#

螺旋在?]Y照后持续降低!而
$

折叠和无规卷曲均

增加' 研究表明视紫红质膜蛋白的二级结构的维持

主要依靠
#

螺旋结构的稳定!而在盘膜的视紫红质

二级结构解体过程中!可出现有大量
#

螺旋转变成

$

折叠结构)Z*

!因此照后出现的外节膜蛋白含量的

变化!说明?]Y很可能导致了盘膜上视紫红质二级

结构的破坏!使其蛋白质结构的稳定性降低'

视网膜感光细胞的功能正常与否决定于视紫红

质蛋白结构与功能是否正常!盘膜结构的完整很大

程度上依赖于膜脂质与膜蛋白结合的稳定' ?]Y

引起的外节膜蛋白的二级结构改变必然会影响到视

紫红质正常的生理功能!此外膜蛋白与膜脂质间的

结合方式也会改变!最终结果会导致视紫红质生物

学功能的下降'
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