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摘要: 作为一种载能粒子，高能电子束具有能量利用率高、贯穿深度大、方便实用等优点，可以用来杀灭细

菌和抑制病原体生长，因而被广泛应用于食品保质储藏和医疗卫生等方面。但是，对于高能电子如何与生物

及其生物分子发生作用，以及作用的过程、方式、效果和机理等方面，人们还缺乏深入、细致的了解。本研

究利用高能电子束辐照模式蛋白酶辣根过氧化物酶 (HRP：horseradish peroxidase)，研究了电子束对它的损

伤作用和机理。研究发现，电子束损伤HRP的方式主要通过羟基自由基破坏蛋白质肽链，同时，辐照产生

的活性氧物质也会作用于HRP分子活性中心引起其辅基血红素的损伤。这与我们以前研究的等离子体放电

辐照HRP其损伤主要通过H2O2作用于变性蛋白血红素引起酶失活有所不同。进一步，通过利用活性氧和自

由基清除剂的方法，具体分析和阐明了电子束辐射条件下不同活性氧和自由基在损伤HRP过程中所起的破

坏作用。
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1 引言

高能电子束是通过加速器装置加速而得到的具有

高能的电子束流，其能量可达到 10 MeV，穿透厚度

约 5 ∼ 10 cm[1]。利用高能电子束可以杀灭细菌、抑

制病原体的生长等，并且电子束具有成本低、贯穿强、

作用时间短和效果好等特点，因而在食品的储藏和保

质[2]、疾病诊断和治疗等方面[3−4]有广泛的应用。

但是，目前人们对于载能粒子 (包括高能电子束)与

生物体及其生物分子的作用机理方面研究不多，总体上

还缺乏深刻的认识，这影响了载能粒子生物技术的应用

推广。一般说来，核技术所指的“辐射”可以分为电磁

辐射和粒子辐射两种辐射方式，当辐射能量超过物质电

离能则称为电离辐射。高能电子束是一种粒子辐射和电

离辐射，而作为一种带有电荷和能量的荷能粒子束流，

高能电子束作用于生物体也会像其它电离辐射一样诱导

丰富的生物学效应[5−7]，而这些效应通常可以又看成是

直接作用和间接作用的结果。所谓直接作用是指辐射的

能量直接沉积在生物分子 (如：蛋白质和DNA分子)上

而引起的作用和反应；间接作用则是指辐射首先作用

于生物分子周围的水分子，从而形成大量的羟基自由

基HO·、氢自由基H·等一级自由基以及由这些相关自

由基反应形成的H2O2等二级自由基，它们再与生物分

子反应而引起生物体发生各种变化和效应。在辐射诱导

生物学效应中，因为生物体含有大量水分，间接作用往

往起主要作用[8]。但是，无论直接作用还是间接作用，

它们都是通过改变对应的靶分子而起作用的，其中最重

要的生物靶分子包括作为遗传物质的DNA分子和作为

生物功能执行体的蛋白质分子。因为DNA直接与生物

的遗传变异有关，所以人们一直对DNA的辐射作用机

理和效应研究较多；相对而言，对蛋白质的辐射作用机

理研究较少。但是，丰富的生命现象其实是大量和多种

蛋白质参与的结果，要深刻了解辐射生物学效应，对于

生物学效应终点之前初期或早期过程中辐射对蛋白质作

用、特别是间接作用研究是十分必要的。所以，近年来

这方面的研究日渐得到重视[9]。例如，Du等[10]研究发

现蛋白质在脂质过氧化、DNA损伤之前形成蛋白过氧

化物从而可以降低了生物辐射损伤；Gebicki等[11]发现

细胞在自由基作用下蛋白质的损伤速率远大于脂质；另

外，人们还研究了辐照引起蛋白质的结构变化[12]和氧
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化损伤[13]、以及物理化学性质改变，如粘度[14]、酶活

等[15−17]。

为了较深入地探讨粒子辐射对蛋白质的作用和

影响，本文选取一种在结构-功能方面研究比较透彻

的模式蛋白-辣根过氧化酶 (HRP：horseradish perox-

idase)作为研究对象，辐照方式则采用高能电子束。

HRP是一种含有辅基血红素的氧化还原酶，其分子量

约为40000 ∼ 45000，分子结构中有 308个氨基酸残

基、一个高铁血红素基团及天冬酰胺残基处的 8个中

性碳水化合物侧链，其活性中心是与His42、Arg38、

His170[18−19]配位作用连接的高铁血红素(一种Fe(Ⅲ)-

卟啉Ⅸ化合物)，它与两个钙离子共同维持着蛋白质的

结构和功能完整性[18]。电子束辐照引起蛋白酶功能-结

构改变，为了能够方便、准确地对作用结果进行定性和

定量分析，本文研究中我们采用了一些对HRP分析行

之有效的光谱学方法[15,20−22]。测量电子束引起HRP

酶活改变、血红素的损伤、蛋白质肽链断裂、蛋白质聚

合等，探讨相关活性氧和自由基损伤蛋白质的原因和机

制，并且利用活性氧和自由基清除剂的方法区分这些因

素在其中的影响和作用大小，最后与等离子体辐照损

伤HRP机制进行比较。

2 材料与方法

2.1 实验材料与试剂

辣根过氧化物酶 (HRP，Rz > 3.0)购自生工生物

工程(上海)股份有限公司。 2,2-联氮-二 (3-乙基-苯并

噻唑-6-磺酸)(ABTS)(二胺盐，> 98%)，香豆素-3-羧

酸 (Coumarin-3-carboxylic acid，3-CCA)购自 Sigma-

Aldrich (中国)。5x蛋白质上样缓冲液、氯化硝基四氮

唑蓝 (nitroblue tetrazolium chloride，NBT)、甘氨酸、

十二烷基硫酸钠 SDS、Tris等购自生工生物工程 (上

海)有限公司。其他试剂包括考马斯亮蓝R250、硫酸

钛Ti(SO4)2、甲醇、冰醋酸、H2O2(30%溶液)、磷酸氢

二钠 (十二水)、磷酸二氢钠 (二水)等缓冲体系物质(分

析纯)均购自国药集团化学试剂有限公司。

2.2 实验方法

2.2.1 样品准备

(1) 称取适量HRP粉末溶于磷酸盐缓冲液 (PBS，

10 mmol/L, pH7.2)，配制浓度为 1 mg/mL的蛋白质

溶液。分别称取适量抗坏血酸、硝酸钠加入超纯水溶

解、稀释，配制浓度为 0.1, 10−2, 10−3 mol/L的抗坏

血酸 (Vc)、硝酸钠 (NaNO3)溶液。

(2) 取适量新鲜配制HRP溶液与抗坏血酸溶液或

硝酸钠溶液混合，混合液中HRP终浓度为0.9 mg/mL，

抗坏血酸或硝酸钠浓度分别为 0, 1× 10−4, 5× 10−4,

1×10−3, 5×10−3, 1×10−2 mol/L。

2.2.2 电子束辐照处理

电子束辐照装置 (IHI10，IHI Co.，Japan)额定功

率为 10 MeV，功率为 10 kW。电子加速器的辐照剂量

分别为 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 kGy，未经过辐照处理的样品

为参照组。

取 1 mL HRP溶液 (0.9 mg/mL于 2 mL离心管

中 (共四组)并对样品进行不同剂量的电子束辐照处

理 (0.5, 1, 1.5, 2 kGy)。在另一组实验中，取 1 mL

HRP与抗坏血酸或硝酸钠混合溶液并对其进行剂量为 2

kGy的电子束辐照处理。

2.3 样品分析

对电子束辐照处理后的样品分别进行酶活、

紫外可见吸收光谱 (SHIMADZH UV-2550)、荧光光

谱 (VARIAN Cary Eclipse)的检测。

2.3.1 酶活的检测

称取适量ABTS 粉末溶于 0.1 mol/L PBS缓冲

液(pH 5.5)，配制浓度为9.1 mmol/L ABTS 溶液作

为HRP酶活测定的底物。ABTS溶液在实验前现配

现用。取2.7 mL上述ABTS溶液与 0.3 mL H2O2(100

mmol/L)充分混合，快速向其中加入10 µL 的HRP

溶 液 (10 000 倍 稀 释)。 利 用 紫 外 可 见 吸 收 光 谱

仪 (SHIMADZH UV-2550)检测反应混合液在 414 nm

处吸收光谱随时间变化可推测其酶催化反应动力学[23]，

检测时间为 90 s。

2.3.2 紫外可见吸收光谱及荧光光谱测定

取电子束辐照前后的HRP或HRP-Vc混合溶液置

于光径为 1 mm的石英比色皿中并进行紫外-可见吸收光

谱 (SHIMADZH UV-2550)及荧光光谱检测 (VARIAN

Cary Eclipse)。荧光光谱测定中激发波长设置为 310

nm，激发狭缝和发射狭缝均为 10 nm。

2.4 电子束辐照条件下活性氧的检测

羟基自由基和超氧阴离子检测：分别取适量的 3-

CCA粉末与NBT粉末溶于 10 mmol/L PBS (pH 7.2)

中，分别配制 2 mmol/L 的3-CCA 溶液及0.2 mmol/L

NBT溶液。取25 mL 配制好的 3-CCA 溶液并向其中

加入 100 µL 1g/L的过氧化氢酶溶液 (溶于 10 mmol/L

pH 7.2 PBS)，另取 25 mL配制好的NBT溶液分别进

行辐照处理。

过氧化氢检测：在0.3 mL 3 mol/L H2SO4 和0.3
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mL 3 mmol/L硫酸钛混合溶液中溶液加入适量辐照处

理不同时间的10 mmol/L PBS(pH 7.2)样品，用去离子

水滴加至3 mL。测定样品在407 nm 处的吸光度。

2.5 电泳实验

取 40 µL样品与还原性 5x蛋白质上样缓冲液混

合均匀，于沸水浴中加热煮沸 5 min，冷却至室温后，

取10 µL上样至 SDS-PAGE加样孔中。电泳电压为 60

V，时间为 2.5 h。考马斯亮蓝染色液R250对胶板染

色 2∼ 3 h后，使用考马斯亮蓝脱色液进行脱色。SDS-

PAGE分离胶和浓缩胶浓度分别为 10%、4%[24]。

3 实验结果

3.1 电子束辐照引起HRP活性损失

电子束辐照处理对HRP酶活的影响见图 1所示。

由图可知，在 0∼ 1.5 kGy辐照剂量范围内，随着辐照

剂量的增加，HRP酶活呈线性减小。随着剂量的进一

步增大，酶活变化趋于平缓。当剂量达到 1.5 kGy时，

HRP酶活仅为对照组的 10%。

图 1 HRP酶活随电子束辐照剂量变化

3.2 电子束辐照引起的HRP辅基血红素损伤

血红素分子是一种高铁卟啉结构，其中铁原子氧

化-还原状态的变化是HRP发挥催化功能的机制。为

了验证血红素损伤是否是电子束辐照引起的HRP酶

活损失的重要原因，我们利用卟啉分子π-π*跃迁产生

的 400 nm处Soret特征吸收峰分析电子辐射条件下血

红素状态或含量的变化，结果如图 2所示。实验结果表

明，血红素损伤趋势与酶活损伤趋势相同。在 0 ∼ 1.5

kGy辐照剂量范围内，Soret特征吸收峰强度随着辐

射剂量的增加呈线性减小。随着辐照剂量的进一步增

加，其变化趋势趋于平缓。但是，当辐照剂量为 1.5

kGy时，由Soret特征吸收峰强度得到的血红素含量

仅减小约 25%，远小于相同剂量下酶活的损失 (减小

约 90%)(图 3)。该结果表明电子束辐照下，除了辅基血

红素损伤，还有分子中其他部位的损伤导致了HRP酶

活的损伤。

图 2 不同电子束辐照剂量下HRP的紫外可见吸收光谱图

和在403 nm处紫外可见吸收值随辐照剂量的变化

图 3 电子束辐照条件下HRP酶活损失与血红素含量变

化 (A403)的比较

3.3 电子束辐照引起的HRP肽链损伤

为探究电子束辐照对蛋白质肽链的影响，对不同

剂量电子束辐照处理的HRP样品进行了聚丙烯酰胺

凝胶电泳 (SDS-PAGE)分离，结果如图 4所示。随着

辐照剂量的增加，HRP肽链含量减少。当辐照剂量达

到 1.5及2 kGy时，HRP原有肽链 (40000∼ 45000)基本

图 4 不同剂量电子束辐照处理的HRP样品的SDS-PAGE

分离图

从左向右辐照剂量依次为0, 0.5, 1, 1.5, 2 kGy。
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消失，并伴随有低分子量及高分子量肽链的生成。电子

束辐照处理不仅引起了蛋白质肽链的断裂，还有肽链聚

合的发生。

4 讨论

一般说来，活性氧和自由基作用于蛋白质分子，可

以引起蛋白质分子中组分氨基酸的变化、肽链断裂和

蛋白质聚合等[25]。所以，我们下面重点讨论电子束辐

照HRP溶液系统通过活性氧和自由基间接作用引起的

蛋白酶损伤。

4.1 电子束辐照条件下活性氧的检测

氯化硝基四氮唑蓝 (NBT)是一种应用广泛的超氧

阴离子探针，可被超氧阴离子还原生成不溶性物质甲

腙，且不与HO2·、H2O2等反应
[26−27]，因此是一种超

氧阴离子特异性探针。由于生成的甲腙难溶于水，因

此难以据此对体系中生成的超氧阴离子含量进行定量

分析。NBT与超氧阴离子反应不仅会生成蓝色不溶性

甲腙，还会导致NBT在 258 nm处特征光吸收减小。因

此，根据NBT在 258 nm处吸光度的变化可定量分析

体系中生成的超氧阴离子含量。测量结果表明，随着电

子束辐照剂量的增加，NBT在 258 nm处吸收峰强度减

弱。电子束辐照剂量为 1 , 10 kGy时，在 258 nm处吸

光值分别降低 0.643, 1.08 (表 1)。

表 1 等离子体放电和电子辐射条件下溶液中生成的几
种活性基团测定数据

电子辐射剂量
/kGy

放电时间
/min

I450
(CCA)

A258
(NBT)

[H2O2]
/(mmol/L)

- 4 18.2 0.0528 2.46

- 10 44.0 0.216 6.48

1 - 109 0.643 0.118

10 - 154 1.08 0.212

香豆素及其非羟基化衍生物在生理条件下无荧光，

经羟基化后会在 450 nm处出现荧光峰，依此可以探测

体系中的羟基自由基的含量[28]。在 395 nm激发下，未

经处理的 3-CCA样品不表现出荧光特性。电子束辐照

处理后的样品在 450 nm处表现出一荧光发射峰。随着

辐照剂量的增加，450 nm处荧光强度增加，说明羟基

自由基随着辐照剂量增加而增加。测量表明，电子束辐

照剂量由 1 kGy增加至 10 kGy时，450 nm处荧光强度

由 109上升为 154 (表 1)。

在酸性条件下过氧化氢和Ti4+会生成橙色的络合

物，因此可根据硫酸钛比色法测定辐射处理条件下PBS

体系中产生的H2O2含量
[29]。测量表明，电子束辐照

剂量为 10 kGy时，体系内产生的H2O2 含量为 0.212

mmol/L (表 1)。

4.2 活性氧和自由基作用鉴别

为了进一步验证羟基自由基等活性氧 (ROS)基团

在电子束辐照引起HRP失活中的重要作用，我们用它

们各自对应的抑制剂进行实验比较。选择抗坏血酸 (Vc)

作为羟基自由基清除剂，抗坏血酸的添加显著抑制电

子束辐照引起的HRP酶活的损失及辅基血红素的损

伤 (图 5)。当其浓度达到1× 10−2 mol/L，在 2 kGy电

子束辐照处理后，HRP酶活及血红素与未经辐照处理的

对照组基本相同。而不添加有抗坏血酸的HRP样品经

同等剂量电子束辐照处理后，酶活损失约 90%，由A403

吸光度得到的血红素含量减少约 40%。上述结果证实了

电子束辐照生成的ROS基团是引起HRP失活及辅基血

红素损伤的主要原因。

图 5 抗坏血酸(Vc)对电子束辐照处理下HRP酶活和和辅

基血红素的保护作用

横坐标为添加的Vc浓度，辐照剂量为2 kGy。

另外，上述添加有抗坏血酸的HRP样品经 2 kGy

电子束辐照处理后也进行了SDS-PAGE分离，结果如

图 6所示。结果表明，抗坏血酸显著抑制了电子束辐照

图 6 抗坏血酸(Vc)对电子束辐照处理下HRP肽链的保

护作用
辐照剂量为 2 kGy, 1为对照组，即为未添加Vc、未经过

辐照处理的HRP，2-7中加入Vc的浓度依次为0, 1× 10−4,

5×10−4, 1×10−3, 5×10−3, 1×10−2 mol/L。
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引起的HRP肽链的损伤。这就进一步证实了羟基自由

基是电子束损伤蛋白质的一个主要因素。

除了上述起氧化作用的羟基自由基，水合电子也是

一种在电子束辐照条件下生成的还原性自由基。为了

探究电子束辐照下生成的水和电子对HRP酶活的影响，

我们选择硝酸根作为水和电子的清除剂[30]。即使当硝

酸根浓度达到 1× 10−2 mol/L时，它对电子束辐照 (2

kGy)引起的HRP酶活损失及血红素损伤都无明显的抑

制作用 (图 7)。实验结果说明了电子束辐照下生成水合

电子不是引起HRP失活的主要因素。

图 7 硝酸钠(NaNO3)对HRP酶活和紫外-可见吸收的影响

横坐标为添加的NaNO3浓度，剂量为2 kGy。

4.3 电子束与等离子体放电对HRP作用效果的比

较

上述实验结果表明，电子束辐射引起的HRP酶活

损失远大于辅基血红素本身的损伤，而在等离子体放电

引起的HRP酶活损失与血红素损伤趋势基本相同[15]，

这表明两种辐射对HRP的损伤机制有所不同。以往的

研究表明，载能粒子辐射生成的各种自由基及活性基团

是引起溶质分子损伤的重要原因[25]。我们利用辐射条

件下溶液中生成的几种主要自由基的探针 (如检测羟基

自由基的CCA、检测超氧阴离子的NBT等)对两种辐

照处理下溶液中生成的自由基及活性基团含量进行了相

对定量分析与比较。

上述 3种活性基团在电子束辐照及针尖-液面等离

子体放电条件下生成量的比较见表 1。

由表 1可知，与针尖-液面等离子体放电相比，电子

束辐照条件下溶液中生成的羟基自由基与过氧化氢含量

之比约是前者的 98 ∼ 125倍，超氧阴离子与过氧化氢

含量之比约是前者的 250倍。上述关于电子束辐照与针

尖-液面等离子体放电条件下溶液中生成的化学活性基

团含量的检测也很好地解释了两种辐照方式对HRP影

响的差别。在针尖-液面等离子体放电条件下，羟基自

由基产生较少而过氧化氢产量较高，这样蛋白质肽链受

到损伤较小而HRP分子中辅基血红素在蛋白质结构发

生变化的情况下在H2O2较长时间持续作用下导致血红

素降解和酶的失活[15]。在电子束辐照条件下，由于高

能电子的高穿透能力，可以即时生成大量羟基自由基，

而羟基自由基寿命很短，一般只能作用于蛋白质分子的

亲水区域，即亲水肽链部分，它攻击HRP分子蛋白质

肽链骨架，可以直接导致肽链断裂蛋白质变性聚集等结

构改变更为严重的损伤 (图 6)。相反，这时候疏水的辅

基如HRP中血红素相对来说得到肽链的保护作用，损

伤反而较小 (图 3)。

5 结论

随着载能粒子技术运用和推广，关于粒子辐射对生

物作用机理研究日益得到重视，其中一个关键问题是要

深入了解辐射作用初期或早期的物理化学过程，这就

需要开展辐射对生物分子作用机理研究。为此，本研究

利用高能电子束辐照模式蛋白HRP，并对其作用机理

进行研究。通过实验探测了电子束辐照体系中羟基自

由基、H2O2等活性氧成分和含量、蛋白酶活、血红素

含量、蛋白质结构等各种变化，分析了其中ROS作用

及其贡献，并与以前等离子体作用结果相比较。研究表

明，电子束可以产生大量羟基自由基，它除了可以引起

蛋白酶失活、血红素损伤外，更重要的是蛋白质骨架部

分造成很大损伤，引起肽链断裂等更严重的破坏。在实

验手段和分析方法上，采用了低成本易操作的电子束辐

照技术和光谱测量技术。之前，我们虽然研究过等离子

体辐照对这种模式蛋白质的作用机理，但是等离子体放

电产生的载能粒子 (包括离子和电子)能量较低，其主要

作用区域在蛋白质溶液表面。与等离子体辐照相比，高

能电子束穿透能力强，可以研究溶液内部对生物分子的

损伤，两者作用方式和表现结果是不一样的。这样，两

者研究结果正好可以互为补充。总之，这项工作对加强

蛋白质辐射损伤机理认识、推进载能粒子对生物作用早

期过程和作用机制的研究提供了一定的参考依据。
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Study of the High-energy Electron-beam Irradiation Induced
Damage on the Model Protein Horseradish Peroxidase

MA Shanshan1，KE Zhigang1，HUANG Qing1, 2

( 1. Key Laboratory of Ion-beam Bio-engineering, Institute of Biotechnology and Agriculture Engineering,

Hefei Institutes of Physical Science, Chinese Academy of Sciences, Hefei 230031, China;

2. The University of Science and Technology, Hefei 230026, China )

Abstract: As one kind of charged energetic particles, high-energy electron-beam (e-beam) can kill bacteria

effectively; and because of its advantages of low-cost and high-efficiency, e-beam has been widely applied in

food sterilization and storage industry as well as biomedical areas. However, currently we still lack the in-depth

understanding of the mechanism of the interactions between high-energy particles and biological systems. To

this end, we thus initiated the study of e-beam induced damage of horseradish peroxidase (HRP: horseradish

peroxidase). Our results revealed that the e-beam induced damage of HRP was mainly through the hydroxyl

radical attack on the polypeptide chains, and at the same time, the heme active site of HRP was also injured

by the reactive oxygen species (ROS) produced by the electron-beam. This hydroxyl radical damage mechanism

is different from the hydrogen peroxide damage mechanism that plays the dominant role in non-thermal plasma

treatment as we reported previously. Moreover, by using the ROS and free radical scavengers, we analyzed and

identified the major factors that contributed to the HRP damages.
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