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摘要：利用傅立叶变化红外(fTr—IR)二维样本和波数相关光谱研究了水溶液中牛血清白蛋白(Bovine serum albu— 

min)的热动力学过程．二维样本相关分析的结果给出了牛血清白蛋白随温度变化的趋势，表明牛血清白蛋白剧烈 

的结构变化开始于66~C；而二维波数相关分析提供了在升温过程中牛血清白蛋白结构上变化和各结构变化次序 

的细节．研究显示了二维相关光谱在蛋白质热变性分析中的重大作用． 
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Abstract：Sample．sample(s．S)and wavenumber．wavenumber(W．W)two．dimensional(2D)correlation analysis of Fou· 

tier—transform infrared(Fr·1R)spectra were employed to investigate the thermal dynamics of bovine serum albumin(BSA) 

in the aqueous solution．S．S 2D correlation spectra show the temperature profile of BSA．which indicates that the drastic 

variations in BSA structure starts at 66℃ ．However．W．W 2D correlation spectra reveal the variations in the structure of 

BSA and their orders of variation in the process of temperature elevation．The study demonstrates the key roles of 2D eorre． 

1ation spectra in the analysis of therm al dynamics of protein． 
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引言 

广义二维相关光谱(Generalized two—dimen— 

sional correlation spectroscopy)具有高分辨率、能够 

研究分子间和分子内相互作用以及分析谱带强度变 

化次序等优点 J̈，它已被广泛地应用，特别在对复 

杂分子(如：聚合物、蛋白质等)的研究中发挥着巨 

大的作用 J． 

二维样本相关光谱(Sample—sample 2D eorrela— 

tion spectroscopy)是Sa§ic提出的一种新的二维相关 

光谱形式_4 J，它是通常意义上的二维相关光谱的补 

充．与通常的二维相关光谱相比较，它研究的不是谱 

带之间的相关性，而是不同光谱(样本)之间的相关 

性，所以也称通常的二维相关光谱为二维波数(或 

波长)相关光谱．二维样本相关光谱能够提供光谱 

变化随外部扰动变化趋势的信息，所以对于解析动 

力学过程很有帮助 ． 

蛋白质分子是非常重要的生物分子，对于其热 

动力学特性的研究，通常采用热分析方法，比如： 

DSC和 DTA J．振动光谱对于蛋白质的结构和动 

力学研究也是非常有效的，尤其将二维相关分析应 

用到其光谱分析当中，能够从酰胺谱带中分辨不同 

的二级结构、分析二级结构之间变化的相关性和判 

别结构变化次序 ’ 引．在此，我们同时使用二维波 

数(或波长)和样本相关光谱对牛血清白蛋白(Bo— 

vine senlm albumin)的热变性过程的进行了详细研 

究． 

1 实验部分 

1．1 样品配置和测量 
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摘要:利用傅立叶变化红外(盯-IR) 二维样木和波数相关光谱研究了水溶液中牛血清白蛋白 (Bovine serum albu

min) 的热动力学过程.二维样本相关分析的结果给出了牛血清白蛋白随温度变化的趋势，表明牛血清白蛋白剧烈

的结构变化开始于 66'C ;而二维波数相关分析提供了在升温过程中牛血清白蛋白结构上变化和各结构变化次序

的细节.研究显示了二维相关光谱在蛋白质热变性分析中的爱大作用.
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STUDIES ON THERMAL DYNAMICS OF PROTEIN BY 
TWO-DIMENSIONAL CORRELATION INFRARED 

SPECTROSCOPY 

YUAN Bo , ZHAO Hai-Ying , HUANG Mei♂hen ， DOU Xiao-Ming 

( Molecular and Photonics Lab , Physical Department , Shanghai Jiao Tong University , Shanghai 21∞240 ， China) 

Abstract: Sample-sample (s叫 and wavenumber-wavenumber (w-w) two-dimensional (2D) correlation analysís of Fou

rier-transform ìnfrared (IT -IR) spectra were employed to ìnvestigate the thermal dynamics of bovine serum albumín (BSA) 

in the aqueous solution. S-s 2D correlation sp创tra show the temperature profile of BSA , which índícates that the drastic 

variations ìn BSA structure starts at 66 'C. However , w-w 2D correlation spectra reveal the variations ìn the structure of 

BSA and their orders of variation in the process of temperature elevation. The study demonstrates the key roles of 2D coπ← 

lation spectra ìn the analysìs of thermal dynamìcs of protein. 

Key words: IT -IR; thermal dynamnìcs; two-dìmensìonal correlation analysìs: Bovìne serum albumin 

引富

广义二维相关光谱(Generalized two - dimen

sional correlation spectroscopy) 具有高分辨率、能够

研究分子间和分子内相互作用以及分析谱带强度变

化次序等优点[1] 它巳被广泛地应用，特别在对复

杂分子(如:聚合物、蛋白质等)的研究中发挥着巨
大的作用 [2 ， 3]

一维样本相关光谱( Sample-sample 2D correla

tion spectroscopy) 是 ~asic 提出的一种新的工维相关

光谱形式[4] 它是通常意义上的工维相关光谱的补

充.与通常的工维相关光谱相比较，官研究的不是谱

带之间的相关性，而是不同光谱(样本)之间的相关

性，所以也称通常的二维相关光谱为二维破数(或

波长)相关光谱.二维样本相关光谱能够提供光潜

变化随外部扰动变化趋势的信息，所以对于解析动

力学过程很有帮助[叫.

蛋白质分子是非常重要的生物分子，对于其热

动力学特性的研究，通常采用热分析方法，比如:

DSC 和 DTA[5 ， 6] 振动光谱对于蛋白质的结构和动

力学研究也是非常有效的，尤其将二维相关分析应

用到其光谱分析当中，能够从毗肢谱带中分辨不间

的工级结构、分析二级结构之间变化的相关性和判
别结构变化次序[3 ， 7 ， 8] 在此，我们问时使用工维搅

数(戒波长)和样本相关光i曾对牛血清白蛋白( Bo

vine serum albumin) 的熟变性过程的进行了详细研

究.

1 实验部分

1.1 样晶配置和测量
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具有99％纯度的牛血清白蛋白为Sigma Chemi． 

cal Co．(USA)的产品，纯净水由Ultrapure Water Sys． 

tern Model CPW一101(Advantec，Japan)净化而得． 

牛血清白蛋白溶解到纯净水中，配成浓度为5wt％ 

的溶液(pH=6．8)．进行光谱测量时，溶液被放人一 

特定容器中(Model HC-32 Heated-Cooled Cell，Ther． 

mal Nicolet Co．)，该容器能够通过循环水控制待测 

对象的温度，精确度可达±0．2℃．在26℃ ～90℃的 

温度范围内，每隔 2℃，每一个温度下用 Nicolet 

Magna 760傅立叶红外光谱仪(MCT探测器)测量液 

体的红外光谱，分辨率为2cm～． 

1．2 数据处理 

软件Grams(Thermo Galactic Co．)被用于光谱 

数据预处理和将光谱数据转化为文本格式．二维相 

关光谱的计算是在软件 Matlab 5．3(MathWorks， 

Inc．)下展开的，相关程序是由其中一个作者(袁 

波)编写，其具体算法可参照参考文献[1]和[4]． 

2 结果与讨论 

2．1 一维红外光谱分析 

图 1给出了26℃、42℃、74℃和90℃时的 BSA 

水溶液的红外差减光谱．我们将仅研究酰胺 I区，这 

也是以往的研究中大家经常采用的研究区域．从图 

中可以观测到，吸收峰 1652 cm 的强度随着温度 

的升高而下降；达到某一温度后，1682和1616 cm 

处的吸收强度急剧增加；此外，随着温度的升高， 

1645 cm 处出现了一个新的吸收峰．各吸收峰的指 
IR specU'a ofdeatted BSA 

图l 在温度为26，42，74和90℃时，水溶液中BSA在 

1700--1350em 的红外差减光谱(将 BSA水溶液的红外 
光谱减去相同温度下水的贡献) 

Fig．1 Representative differellee IR spectra of BSA in aque． 

OUS solution(5．0wt％)at the temperature of 26，42，74 and 

90℃ ．by subtracting the contribution of water at the same 

temperature in the 1700-- 1350cm～ region 

认情况见表 1．由此可见，随着温度的升高， -螺旋 

结构减少，而 -转角和侧链结构增加，1645 cm 处 

吸收峰的出现说明无规卷曲结构的形成． 

表1 一维和二维相关光谱上牛血清蛋白的红外吸收峰在 

1700．1600cm 的指认情况 

Table 1 The assignments of IR bands of the BSA in aque· 

otis solution from the one-dimensional spectra and two-di· 

mensional correlation spectra in the 17oo-1600cm ‘ region 

2．2 一维红外光谱分析 

为了解析水溶液中BSA热动力学过程，我们首 

先对其光谱进行二维样本相关性分析．光谱依照温 

度从低到高的次序按列排列成矩阵形式，在计算相 

关光谱前，依次对光谱矩阵按样本方向进行了平均 

标准化和中心化 ． 

图2a为同步二维红外样本相关光谱的三维表 

示图．它非常清楚的显示样本随温度的变化经历了 

两个阶段：在区域(26～66℃，26～66℃)，同步光谱 

呈现为一个平面，这说明从26℃开始加热到66℃ 

水溶液中的蛋白质几乎不变化；在区域(66～90~C， 

66～90~C)，同步光谱近似为一陡峭的斜面，并且在 

(90℃，90~C)达到最大值，这些表明在66℃左右， 

样本开始发生变化，并且越来越剧烈，这种剧烈变化 

在大约80~C后变得缓和；同步光谱的最小值在交叉 

区域(26～66℃，66～90℃)，同步光谱在这一区域 

近似为一下降的斜面，这说明随着温度的升高，样本 

之间的差别越来越大．图2b是图2a的剖面光谱，从 

中可以更加清楚地观察到蛋白质结构的剧烈变化发 

生在温度66～80℃之间． 

异步二维红外样本相关光谱显现出比较大的噪 

声，很难直观地从中获取有用的信息，所以在此我们 

没有给出其结果． 

2．3 二维红外波数相关光谱分析 

根据同步二维样本相关光谱探测到的水溶液中 

BSA的变性点，我们分别在26～66℃和68～90~C 

两个温度区间展开二维波数相关分析．为了便于解 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

214 红外与毫米披学报 23 卷

具有 99%纯度的牛血清白蛋白为 Sigma Chemi

cal Co. (USA) 的产品，纯净水由 Ultrapure Water SY8-

tem Model CPW - 10 1 (Advantec , Japan) 净化而得.

牛血清白蛋白溶解到纯净水中，配成浓度为 5wt % 

的溶液(pH:6.8). 进行光谱测量时，榕液被放人一

特定容器中 (Model HC-32 Heated-Cooled Cell , Ther

mal Nicolet Co. ) ，诙容器能够通过循环水控制侍测

对象的温度，精确度可达士0.2 "C.在 26"C - 90吃的

温度范围内，钝隔 2 吃，每一个温度下用 Nicolet

Magna 760 傅立叶红外光谱仪(MCT 探测器)测量液

体的红外光谱，分辨率为 2cm 叫.

1. 2 数据处理

软件 Grams (Thermo Galactic Co. )被用于光谱

数据预处理和将光谱数据转化为文本格式.二维相

关光谱的计算是在软件 Matlab 5. 3 ( Math W ork日，

Inc. )下展开的，相关程序是由其中一个作者(袁

波)编苟，其具体算法可参照参考文献[ 1 ]和[ 4]. 

2 结果与讨论

2. 1 一维红外光谱分析

图 1 给出了 26"C、42吃、74"c和 90"C时的 BSA

水浴液的红外差减光谱.我们将仪研究酷胶 I 区，这

也是以往的研究中大家经常采用的研究区域.从闺

中可以观测到，吸收峰 1652 cm- 1 的强度随着温度

的升高而下降;达到某一温度后 ， 1682 和 1616cm- 1

处的吸收强度急剧增加;此外，随着泪度的升高，

1645 cm- 1处出现了一个新的吸收峰.各吸收峰的指
IRs币ectr，毡 ofdea眈edBSA

阳 l75 ↓41
↓/飞八

I .,-.\ 
-
3

、
ω
2
4
h
S
A吨

因 l 在温度为 26 ， 42 ， 74 和 90't时，水溶液中 BSA 在
1700一1350cm 明 1 的红外差减光谱(将 BSA 水溶液的红外
光谱减去栩间温度下水的贡献)
Fíg. 1 Representative difference IR spectra of BSA in aque
ous so\ution (5. Owt%) at the temperature of 26 ,42 ,74 and 
9O't , by subtracting the contribution of water at the same 
temperat川 in the 17佣…1350删节 regíon

认情况见表1.由此可见，随着温度的升高， α·螺旋

结构减少，而 β·转角和侧链结构增加， 1645 cm- 1 处

吸收峰的出现说明元规带曲结构的形成.

表 1 一维和工维相关光铺上牛血清蛋白的红外吸收峰在
1700-1600cm -1 的指认情况

Table 1 The assi愣unents of IR band国 of the BSA in aque. 
008 solution from the one峭dimensional spectra and two-di. 
mensional correlation s肝ctra in the 17ω-1600cm'什 region

峰的位置
(波数 cm -1 ) 

二维波数相关
一维光谱 光谱(药产 66 "C ) 

1682 1683 , 

1676 ,1667 
1655 
1645 
1633 
1616 

1652 

1645 
1630 
1616 

工维波数相关
光谱(68-90"C)

1684 
1669.1661 

1653 , 1658 
1650 

指认

β转角

β转角或β股

r螺旋

充规卷曲

伸展链

1616.1612.1618 

2.2 一雄红外光i普分析

为了解析水溶液中 BSA 热动力学过程，我们首

先对其光谱进行工维样本相关性分析.光谱依照强

度从低到高的次序按列排列成矩阵形式，在计算相

关光谱前，依次对光谱矩阵按样本方向进行了平均

标准化和中心化[ 4] 

回 2a 为同步工维红外样本相关光谱的二维表

示罔它非常清楚的显示样本随泪度的变化经历了

两个阶段:在区域(26 -66 吃，26 - 66 "C ) ，同步光谱

呈现为一个平丽，这说明从 26 "c开始加热到 66吃

水悔液中的蛋白质几乎不变化;在区城(66-90吃，

66 -90"C)，同步光谱近似为一陡峭的斜丽，并且在

(90 "c , 90 "C )达到最大值，这些表明在 66"C左右，

样本开始发生变化，并且越来越剧烈，这种剧烈变化

在大约 80"C后变得缓和;同步光谱的最小值在交叉

旺域(26 - 66 吃， 66 - 90"C) ，同步光谐在这一区域

近似为一下降的斜丽，这说明随着温度的升高，样本

之间的提别越来越大.图 2b 是因 2a 的剖面光谱，从

中可以更加清楚地调察到蛋白质结构的剧烈变化发

生在湖度 66 - 80"C之间.

异步二维红外样本相关光谱显现出比较大的噪

声，很难直观地从中获取有用的倍息，所以在此我们

投有给出其结果.

2.3 工维红外波撤相关光i曾分析

根据同步二维样本相关光谱探测到的水挥手液中

BSA 的变性点，我们分别在 26 - 66 "c和 68 - 90 "C 

两个温度IK间展开二维被数相关分析.为了便于解
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图2 (a)在 1700--1600cm 区间，从水溶液中BSA在 

26～9occ的红外光谱获得的同步二维样本相关光谱的三 

维表示图 (b)图2(a)的剖面光谱 

Fig．2 (a)Three—dimension(3 D)presentation of synchro— 
nous sample—sample 2D correlation spectra generated from 

temperature—dependent(26～90cc、difference IR spectra of 

BSA in aqueous solution in the spectral region of 1700— 

16OOcm～．(b)slice spec~a of the 3D presentation shown 

in Fig．2(a) 

析，二维波数相关光谱用等高线图表示，其中a为同 

步相关光谱，b为异步相关光谱．在谱图中，虚线 

(⋯)表示负峰，实线(一)表示正峰，点划线(⋯)为 

对角线．谱图中各峰的指认情况如表 1所示． 

图3a是26～66~C温度区问的同步波数相关光 

谱，它在对角线上 1633、1655和1683 CB 处有3个 

自相关峰，说明它们的吸收强度随温度变化比较显 

著，这3个吸收峰相互间的正交叉峰表明它们的强 

度随温度的升高而同向变化．光谱中的负交又峰表 

明，随着温度升高，1616和 1667cm‘。的强度变化方 

向与1633、1655和1683 Cnl 的强度变化方向相反． 

图3b是同温度区间的异步波数相关光谱．根据 

Noda阐述的二维相关光谱谱带变化次序的判定规 

则 ，我们获得在26～66℃温度区间随着温度的升 

高各谱带吸收峰强度(或者蛋白结构)变化的先后 

1690 1680 1670 1660 1650 1640 l630 1620 16tO 

W aveaumber／cm。 

(a) 

1690 1680 1670 1660 1650 1640 1630 1620 1610 
Wavenumber／cm。‘ 

(b) 

图3 在1700--1600cm 区间，由26～66~C的血清白蛋 

白溶液红外差减光谱计算而来的同步(a)和异步(b)二 

维波数相关光谱 

Fig．3 Synt’hronous(a)and asynchronous(b)wavenum— 
ber—wavenumb'er 2D correlation spectra constructed from 

temperature—dependent(26—66~C)difference IR spectra of 
BSA in aqueous solution in the spectral region of 1700— 

1600cm一 

顺序为： 

伸展链(1633cm )>侧链(1616(3／13 )、a．螺 

旋(1655 CB )、 一转角(1683 CB ) 

图4a是 68～9O℃温度区间的同步波数相关光 

谱．它在对角线上有3个吸收峰1616、1653和1684 
Cnl‘。

，与图3a相比较，1633 cm 的强度随温度的变 

化变得非常微小，而 1616 CB 的强度随温度的变 

化变得显著，这说明在高温时侧链结构随温度的变 

化比较剧烈．1616 CB 与1669和1684 cm 问的正 

交叉峰表明在升温过程中，它们之间强度变化方向 

是相同的；而 1653 CB 与 1616、1669和 1684 cm 

之间的负交叉峰表明其变化方向是相反的． 

H．
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图 2 (a) 在 17∞…16∞cm m1 区间，从水游液咐 BSA 在
26 叫9O'C的红外光i曾在得的问步二维样本相关光谐的三
维表木图( b) 图 2(a) 的剖面光谱
Fig.2 ( a) Three ‘ dimension (3 D) presentation of synchr毡，

nous sample-sample 2D correlation spectra generated from 

temperature-dependent (26 - 90'C) difference IR spectra of 

BSA in aqueous solution in the spectral region of 17∞-

16∞cm - 1 ( b) slice spectra of the 3 D presentation shown 

in Fig.2(a) 

析，二维搅数相关光谱用等高线罔表示，其中 a 为问

步相关光谱， b 为异步相关光i背在谱图中，虚钱

C.J 表示负峰，实线(一)表示正峙，点划钱CJ 为

对角线. ì普闺中各峰的指认情况如表 l 所示.

因 3a 是 26 - 66't::温度区间的问步波数相关光

谱，它在对角线上 1633 、 1655 和 1683 cm- I 处有 3 个

自相关峰，说明它们的吸收强度随温度变化比较显

著，这 3 个吸收峰相互间的正交叉峰表明它们的强

度随温度的升高而同向变化.光谱中的负交叉tlI革表

明，随着闹度升高， 1616 和 1667cm -1 的强度变化方

向与 1633 、 1655 和 1683 cm- I 的强度变化方向相反，

因且是同注1度区间的异步液数相关光i普根据

Noda 阐述的工维相关光谱谱带变化次序的判定规

则 [1 我们获得在 26 - 66't::描皮底间随着泪度的升

高各谱带吸收峰强度(或者蛋白结构)变化的先后
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图 3 在 17oo-16oocm -1 区间，由 26 - 66'C的血清白蛋
白宿液红外差减光谱计算而来的同步( a) 和异步( b) 工
维披散相关光谱
Fìg. 3 Synl'hronous ( a) and asynchronous (b) wavenurr卜

ber-wavenumbt>r 2D correlation spectra constructed from 

temperature-dependent (26 - 66 'C) difference IR spectra of 

BSA in aqueous solution in the spectral region of 1700-
1600cm …1 

JI1m序为:

伸展链 (1633cm- l ) >侧链( 1616 cm -1 )、 α幽螺

旋(1655 cm -1)β唰转角(1683 cm 一 1 ) 

因 4a 是 68 叫 90 't::温度区间的同步波数相关光

谱.它在对角线上有 3 个吸收峰 1616 、 1653 和 1684

cm 与图 3a 相比较， 1633 cm- I 的强度随温度的变

化变得非常微小，而 1616 cm 1 的强度随温度的变

化变得显著，这说明在高温时侧链结构随随度的变

化比较剧烈~. 1616 cm 1 与 1669 和 1684 cm 1 间的正

交叉峰表明在升温过程中，它们之间强度变化方向

是相间的;而 1653 cm 1 与 1616 、 1669 和 1684 cm 1 

之间的负交叉峙表明其变化方向是相反的.
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图4 在l700--1600cm 区间，由68～90~C的血清白蛋 

白溶液红外差减光谱计算而来的同步(a)和异步(b)二 

维波数相关光谱 
Fig．4 Synchronous(a)and asynchronous(b)wavenum— 
her—wavenumber 2D correlation spectra constructed from 

temperature—dependent(68～90℃)difference IR spectra of 

BSA in aqueous solution in the spectral region of l 700—  

16OO m一 

图4b是同温度区间的异步波数相关光谱．与图 

3b相似，我们获得在 68～9O℃之间随着温度升高 

各吸收峰变化次序为： 
．转角 或 ．股(1661 cm )> ．螺旋(1658 

cm )、侧链(1616 cm )> ．转角(1684 cm )、无 

规卷曲(1650 cm ) 

它与26—66℃区间各结构的变化次序完全不 

同，主要反映在 ．螺旋和侧链结构变化发生在 ．转 

角(1684 cm )结构变化之前． 

3 结论 

二维样本相关光谱和二维波数(或波长)相关 

光谱是互补的两种二维相关光谱：前者通过分析样 

本之间的相关性，解析出样本随外部扰动的变化趋 

势；而后者通过分析波数(或波长)之间的相关性， 

显示光谱变化特征，提供谱带强度随外部扰动变化 

和变化次序的信息． 

借助二维样本和波数相关光谱，对热变过程中 

BSA水溶液的红外光谱进行了研究．二维样本相关 

分析表明，在升温过程中，BSA重大结构变化开始于 

66 oC；而在26～66℃和68～9O℃之间的二维波数 

相关分析显示了BSA结构和不同结构变化次序在 

转折点前、后的差别．这些结果显示了二维样本和波 

数(波长)相关光谱在蛋白质研究中的巨大潜力． 
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因 4 在 1700←1600cm 1 民间，由 68 - 90'C的血清白
自溶液红外羔减光谱计算而来的问步( a) 和异步 (b) 一
维波数相关光谱
Fig. 4 Synchronous (a) and asynchronous (b) wavenum偏

be卜wavenumber 2D correlation spectra constructed from 
temperature偏dependent( 68 - 9O'C) difference IR spectra of 
BSA in 叫ueous solution in the spectral region of 170。一

16∞cm → 

因 4b 是间温度区间的异步波数相关光谱.与图

3b 相似，我们获得在E 68 - 90 't:之间随着温度升高

各吸收峰变化次序为:

ß-转角或 β唰股 (1661 cm 啕 1) >α蝴蝶旋( 1658 

CIIfl) 、侧链(1616 cm 1) >β唰转角(1684 cm 1) 、无

规卷曲(1650 cm 什)

它与 26 - 66 't:眩问备结构的变化次序完全不

同，主要反映在 α，螺旋和侧链结构变化发生在声，转

角 (1684 cm 斗)结构变化之前.

3 结论

维样本相关光谱和工维被数(或波长)相关

光谱是互补的两种工维相关光谱:前者通过分析样

本之间的相关性，解析出样本随外部扰动的变化趋

势;而后者通过分析波数(戒波长)之间的相关性，

显示光谱变化特征，提供谱带强度随外部扰功变化

和变化次序的信息.

借助工维样本和波数相关光谱，对热变过程中

BSA 水榕械的红外光谱进行了研究.二维样本相关

分析表明，在升温过程中，BSA 重大结构变化开始于

66 't: ;而在 26 - 66 't:和 68 - 90 't:之间的二维榄数

相关分析显示了 BSA 结胸和不同结构变化次序在

转折点前、后的差别.这些结果显添了工维样本相波

数(被长)相关光i曾在蛋白质研究中的目大潜力.
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