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摘　要：复合食品包装材料残存的痕量重金属结合物严重威胁消费者健康。

为了探明重金属结合物对生物大分子的影响及作用机理，研究了一定浓度的

有机汞化合物（对氯汞苯甲酸，CMBA）使木瓜蛋白酶失活前后，该木瓜蛋

白酶的结构变化。结果表明，经浓度为 1×10-4 mol/L 的 CMBA 处理后，木

瓜蛋白酶的二级结构变化明显，其 α- 螺旋结构质量分数从 43.4% 急剧减少

至 4.2%，β- 折叠、β- 转角和无规卷曲质量分数从 12.7%、16.0% 和 27.2%
分别提高至 40.0%、19.6% 和 36.2%，该酶二级结构成分由 α+β 型绝大部分

转变为全 β 型。CMBA 分子诱导木瓜蛋白酶 L- 链的 α- 螺旋结构趋向离散，

构象松散，致使其天然构象遭到破坏，木瓜蛋白酶失活。经 CMBA 处理后

的木瓜蛋白酶，其荧光光谱最大吸收峰红移 7 nm，荧光强度降低显著，这是

由色氨酸（Trp）残基被包埋在极性亲水环境下引起的。分子对接结果表明

CMBA 结合到木瓜蛋白酶的疏水活性口袋内，可与其中的甘氨酸（Gly）66
形成氢键，与 Trp26 形成疏水键，该结果与光谱分析结果相一致。

关键词：有机汞化合物；木瓜蛋白酶；失活机理

中图分类号：Q518.4　　　     　文献标志码：A
文章编号：1674-7100(2019)04-0032-07
引文格式：刘学英，王 帆，何东生，等 . 有机汞化合物对木瓜蛋白酶的失

活机理研究 [J]. 包装学报，2019，11(4)：32-38.

2019 年 第 11 卷 第 4 期 Vol.11 No.4 July 2019

包 装 学 报 PACKAGING JOURNAL04

1 研究背景

目前，纸塑铝复合食品包装材料是以食品专用纸

板为基料，由聚乙烯、纸、铝箔等复合而成的纸质包

装材料。因其包装的便利性，纸塑铝复合食品包装材

料被广泛应用于液态乳制品、植物蛋白饮料、果汁饮

料、酒类产品以及饮用水等领域，但原材料中的塑料

以及印刷油墨、胶黏剂含有的重金属残留物通常会

迁移到包装产品中，对产品造成污染并损害消费者

健康 [1]。此外，我国已经研发了多种以动植物为原料

的可食性包装材料，并广泛应用于各类食品包装。但

环境污染致使动植物体内积蓄铅、砷、镉和汞等重金

属，这也给可食性包装材料的应用带来了安全隐患 [2]。

因此，研究重金属与生物大分子间的相互作用机理及

重金属毒理分析，对拓展食品包装材料的应用领域至

关重要 [3]。
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汞与生物体内酶或蛋白质中许多带负电的基团

如巯基等结合，使细胞内许多代谢途径，如能量的生

成、蛋白质和核酸的合成受到影响，进而影响了细

胞的功能和生长。汞化合物引起的细胞效应是多样化

的，细胞损伤可能是巯基等活性基团的功能受到抑

制，甚至失活，或发生不可逆的抑制含硒酶诱导细胞

死亡的叠加或协同效应 [4-6]。无机汞和有机汞都具有

致畸作用并可引起生物体染色体异常。有机汞化合物

具有较强的脂溶性，能更好地吸附在皮肤和黏液膜

上，它进入人体后可形成谷胱甘肽 -Hg2+- 血红蛋白

三元复合配体，也可进一步脱甲基转化为无机汞离

子，使人表现出急、慢性汞中毒，因而有机汞化合物

毒性更大 [7-8]。有机汞化合物可被动植物吸收，并通

过食物链富集放大，最终被人体吸收，并对人体造成

极大的健康危害 [9]，如日本的水俣病。

前期研究发现，木瓜蛋白酶对痕量 Hg2+ 等重金

属非常敏感，且其酶活力随接触到的重金属浓度发生

改变 [10-11]。无机汞化合物与木瓜蛋白酶的相互作用

机理已有研究 [12-13]，而以有机汞化合物与木瓜蛋白

酶的结合位点和作用模式为切入点，研究两者间的相

互作用还鲜见报道。与 Hg2+ 类似 [10-13]，当有机汞化

合物——对氯汞苯甲酸（chlormercuric benzoic acid，

CMBA）的浓度不高于 1×10-4 mol/L 时，CMBA 可

使木瓜蛋白酶失活，因此木瓜蛋白酶对 CMBA 的最

低检出浓度为 1×10-4 mol/L。

本课题组运用光谱学方法和分子对接模拟方法

研 究 了 CMBA 浓 度 为 1×10-4 mol/L 时，CMBA
与木瓜蛋白酶的相互作用机理，预测了两者的结

合模式；并从分子水平上研究了 CMBA 与木瓜蛋

白酶间的相互作用，分析了有机汞化合物对木瓜

蛋白酶的抑制机理，以期为探索食品包装材料中

微量的铅、砷、镉、汞等重金属所带来的健康隐

患提供一定的参考。

2 实验部分

2.1 实验试剂及仪器设备

1）主要试剂

木瓜蛋白酶 [EC 3.4.22.2]（生物试剂）、对氯汞

苯甲酸（化学纯），美国 Sigma 公司；酪蛋白，生

物试剂，上海伯乐奥生物科技有限公司；三氯乙酸、

磷酸氢二钠、磷酸二氢钠，化学纯，上海国药集团化

学试剂有限公司；去离子水，实验室自制。

2）主要仪器与设备

集热式恒温加热磁力搅拌器，DF-101S 型，河

南巩义市予华仪器有限责任公司；电热恒温鼓风干

燥箱，GZX-9246MBE 型，上海博迅医疗生物仪器

股份有限公司；电子分析天平，AL204 型，梅特勒 -

托利多仪器（上海）有限公司；同步辐射紫外真空

圆 二 色（synchrotron radiation circular dichroism，

SRCD）光谱仪、同步辐射装置（Beijing synchrotron 
radiation facility，BSRF）、4B8 真空紫外线站（vacuum 
ultraviolet，VUV），中国科学院高能物理研究所；

荧 光 光 谱 仪，LS-55 型， 美 国 珀 金 埃 尔 默 公 司；

Materials Studio 材料模拟计算平台，北京创腾科技有

限公司。

2.2 实验方法

2.2.1 溶液的配制
木瓜蛋白酶和对氯汞苯甲酸用 pH=7.0 的磷酸盐

（phosphate buffered saline，PBS）缓冲液分别配成质

量浓度为 1 mg/mL 木瓜蛋白酶溶液和浓度为 1×10-4 
mol/L 的 CMBA 溶液。

将 1 mL 的木瓜蛋白酶溶液与 1 mL CMBA 溶液

混合，放入 40 ℃集热式恒温加热磁力搅拌器中，调

节转速为 150 r/min，搅拌 4 h，以形成均匀的混合物，

用于 SRCD 及荧光光谱测定。

2.2.2 SRCD 分析

测定参数设置如下：环境温度 25 ℃，光径 0.1 
mm， 储 存 环 的 电 子 能 量 1.5 GeV， 束 流 强 度 450 
mA，分辨率 1.0 nm，扫描范围 172~260 nm，停留时

间 1 min。每组样品测定 5 次，取平均值，记录数据。

2.2.3 荧光光谱分析

测定参数设置如下：环境温度 25 ℃，激发波

长 280 nm，激发与发射的狭缝宽度均为 5 nm，扫

描速度 500 nm/min，扫描范围 310~400 nm。每组样

品测定 5 次，取平均值，记录数据。所得数据通过

CDTool 软件处理，并用 CDPRO 分析软件计算蛋白

质的二级结构，CD 信号范围为 -1.8×10-2~1.8×10-2 
deg·cm2·dmol-1，蛋白质的相对分子质量为 110 Da。

2.3 分子模拟

CMBA 与木瓜蛋白酶（papain，PaP）分子对接

操作流程按文献 [14] 进行。木瓜蛋白酶晶体结构来

自 Brookhaven 蛋 白 质 数 据 库（protein data bank 编

号：1CVZ），利用 PyMOL 软件除去木瓜蛋白酶晶

体结构中与受体结合的原配体分子 C48 和水分子，

有机汞化合物对木瓜蛋白酶的失活机理研究
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并对受体蛋白进行加氢加电荷处理。利用 Materials 
Studio 的 功 能 模 块 Discovery 优 化 对 氯 苯 甲 酸

（4-chlorobenzoic acid，PCBA）和 CMBA 的空间三

维结构。利用 AutoDock 4.2 中 AutoGrid 和 AutoDock
两个程序对 PCBA、CMBA 与木瓜蛋白酶分子间的

相互作用进行模拟，并对其柔性受体与刚性配体间

的对接进行计算。对接时，受体大分子的格点盒子

大 小 为 60 nm×60 nm×60 nm， 格 点 间 距 为 0.375 
nm，盒子中心位于半胱氨酸（cysteine，Cys）25 的

巯基（—SH）上。运用 Lamarckian 遗传算法与局部

能量搜索相结合，利用预设配置对刚性配体分子进行

精确对接，循环次数默认为 10 次。每次循环运算设

定为 100 次独立对接实验，且用半经验势函数作为能

量打分函数，通过计算确定配体分子在受体活性口袋

中可能的结合位置，并将对接结果进行成簇聚类分

析，其均方根（root mean square，RMS）在 2.0 Å 内

的对接结果归为一簇。最终依据最低对接结合能和成

簇分析确定合理的木瓜蛋白酶与CMBA的结合模式，

获得配体与受体蛋白的结合能量和对接作用模式图，

计算氢键距离。

3 结果与讨论

3.1 SRCD 分析

木瓜蛋白酶是一种重要的巯基蛋白，是由 212 个

氨基酸残基组成的含 3 对二硫键的单链蛋白分子，其

一级结构中含 7 个 Cys 残基，其中 6 个形成 3 对链

内的二硫键，另一个 Cys25 则作为活性位点的巯基 [15]。

木瓜蛋白酶具有典型的 α+β 折叠结构，由大小相当

的左右 2 个结构域构成，2 个结构域构成的裂隙为催

化活性中心，含有如下保守氨基酸残基组成的催化

三联体：Cys25- 组氨酸（histidine，His）159- 天冬

酰胺（asparagine，Asn）175。其中，左结构域（L-

域）由 10~111 和 208~212 氨基酸残基组成，主要是 α-

螺旋结构，而右结构域（R- 域）由 1~9 和 112~207
氨基酸残基组成，基本是 β- 折叠结构 [16]。SRCD 光

谱在光强度、偏振性和准直性方面均优于常规的圆

二色谱，尤其在 190 nm 以下短波长区域，能观察

到更多细致的蛋白质二级结构 [17]。通过 CDPRO 中

SELCON3, CDSSTR 和 CONTINLL 三个软件进行重

复拟合，确定最佳分析拟合软件程序为 SELCON3。

SELCON3 软件中选用的 IBasis6 算法可使实验值与

计算值的均方根差和标准均方根方差皆小于 0.1，适

用于木瓜蛋白酶二级结构模拟拟合 [18-19]。

远紫外区（178~250 nm）是肽键的吸收峰，此

区域反映了主链的构象。具有不同二级结构的蛋白质

或多肽所产生 SRCD 谱带的位置、吸收峰的强弱各

不相同，可根据 SRCD 数据计算出溶液中蛋白质的

二级结构。CMBA（浓度为 1×10-4 mol/L）处理前后

的木瓜蛋白酶样品的 SRCD 表征图谱和 CDPRO 软件

拟合木瓜蛋白酶二级结构含量变化分别见图 1 和表 1。

从图 1 可以看出，与曲线 a 相比，经 CMBA 处

理后的木瓜蛋白酶的 SRCD 二级结构变化十分明显，

肽键的吸收峰强度下降，由此说明木瓜蛋白酶与

CMBA 发生强烈的相互作用，主链构象完全遭到破

坏。由表 1 可知，经 CMBA 处理后的木瓜蛋白酶的 α-

螺旋结构的质量分数从 43.4% 急剧减少至 4.2%，由

此表明 L- 链受 CMBA 影响较大，受到严重破坏；β-

折叠结构的质量分数由 12.7% 大幅度提高至 40.0%，

无规卷曲结构的质量分数由 27.2% 增至 36.2%。这些

结果表明，蛋白质结构从木瓜蛋白酶的 α+β 型蛋白

绝大部分转变为全 β 型蛋白，CMBA 分子诱导木瓜

蛋白酶 L- 链的α- 螺旋结构趋于伸展，结构趋向离散，

构象松散，木瓜蛋白酶的天然构象遭到破坏，致使木

图 1 CMBA 处理前后木瓜蛋白酶的 SRCD 光谱图

Fig. 1 The SRCD spectra of papain before and after 
CMBA treatment

表 1 CMBA 处理前后木瓜蛋白酶的二级结构含量

Table 1 Secondary structure contents of the papain before 
and after CMBA treatment %

木瓜

蛋白酶

处理前

处理后

二级结构质量分数

H(r)
28.2
01.8

H(d)
15.2
02.4

α- 螺旋

43.4
04.2

S(r)
05.3
27.8

S(d)
07.4
12.2

β- 折叠

12.7
40.0

β- 转角

16.0        
19.6

无规卷曲

27.2
36.2

  注：H(r) 为常规 α- 螺旋；H(d) 为扭曲 α- 螺旋；S(r) 为常规 β-

折叠；S(d) 为扭曲 β- 折叠。
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瓜蛋白酶失活。

3.2 荧光光谱分析

当激发波长大于 290 nm 时，可认为荧光仅来自

于色氨酸（tryptophan，Trp）残基，Trp 残基的天然

荧光变化可直接反映蛋白质中 Trp 残基量的变化。木

瓜蛋白酶含有 5 个 Trp 残基 [15]，具有较强的内源荧光，

图 2 为经浓度为 1×10-4 mol/L 的 CMBA 处理前后木

瓜蛋白酶的荧光光谱变化情况。

由图 2 可知，未处理前木瓜蛋白酶在 340.5 nm
处出现最大荧光发射峰，CMBA 处理后木瓜蛋白酶

的最大荧光发射峰的位置红移了 7 nm，荧光强度降

低明显，出现一定程度的荧光猝灭现象。这是由于

木瓜蛋白酶中 3 个 Trp 残基位于蛋白表面，其余 2 个

Trp 残基包埋于蛋白质内部疏水环境中，这 2 个荧光

生色团与 CMBA 相互作用，使木瓜蛋白酶原本有序

的折叠结构（α- 螺旋）被破坏，亚基肽链结构趋于

松散，致使于疏水环境中 Trp 暴露在极性溶剂中，荧

光减弱，峰位红移，该结果与 SRCD 表征结果一致。

3.3 分子对接研究

分子对接是从已知结构的受体和配体出发，经化

学计量学方法模拟、识别分子间相互作用并预测受

体 - 配体复合物的结构和结合位点，在小分子化合

物与生物大分子间的相互作用机理研究中具有十分

重要的意义 [20]。但采用分子对接技术进行含金属的

小分子与酶的相互作用研究还少有报道。

3.3.1 分子叠合
由于缺乏合理的参数，目前有关含金属的蛋白对

接结果往往不尽人意，以致蛋白中的金属离子大多

被忽略。为了确认分子对接程序 AutoDock 对 CMBA

的适用性，本课题组选取 CMBA 及其结构类似的

PCBA 为研究对象，分别与木瓜蛋白酶进行对接，所

形成的复合物 PaP-PCBA 和 PaP-CMBA 的对接结果

如图 3 所示。

由 图 3 可 知， 将 PCBA 和 CMBA 分 子 分 别 对

接至木瓜蛋白酶的活性口袋，与活性口袋中的三联

体 Cys25-His159-Asn175 叠加，其均方根偏差（root 
mean squared deviation，RMSD） 均 小 于 0.6 Å，100
次计算对接构象中配体的走向十分相似，只是在位

置上稍有差异，由此表明两者与木瓜蛋白酶拟合的

构象叠合程度大，准确度较高。因此，本研究建立

的分子柔性对接方案对木瓜蛋白酶与 PCBA 的复合

物（PaP-PCBA） 和 木 瓜 蛋 白 酶 与 CMBA 复 合 物

（PaP-CMBA）体系是适用的，能够反映 PCBA 和

CMBA 与木瓜蛋白酶的真实结合方式。特别是叠加

后，PaP-PCBA 和 PaP-CMBA 复 合 物 体 系 中 木 瓜

蛋白酶的结构构象有明显差异，并且相互作用位点

也不相同，PCBA 苯环上的—COOH 作用于活性口

袋的 Cys25（见图 3a），而含 Hg 的 CMBA 分子苯

图 2 CMBA 处理前后木瓜蛋白酶的荧光发射光谱

Fig. 2 Fluorescence emission spectra of the papain 
before and after CMBA treatment

b）PaP-CMBA
图 3 木瓜蛋白酶与 PCBA 和 CMBA 对接

活性位点叠合图

Fig. 3 Superimposed map of the active sites of docked 
PCBA and CMBA with papain

a）PaP-PCBA
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环上的—HgCl 与活性口袋的 Cys25 直接作用（见图

3b），由此表明 Hg 对对接构型有重要的影响。

木 瓜 蛋 白 酶 为 巯 基 蛋 白， 可 通 过 巯 基 试 剂

CMBA对其特异性的不可逆抑制来鉴定其活性位点，

故可推断 AutoDock 适合预测 CMBA 与木瓜蛋白酶

分子间的相互作用，对接结果具有较高的可信度。

3.3.2 CMBA 与木瓜蛋白酶的分子对接
采 用 AutoDock4.2 精 细 位 置 约 束 对 接， 研 究

CMBA 与木瓜蛋白酶的活性三联体结合模式。对

100 次独立计算结果进行综合，并将其分成簇聚类，

与 CMBA 相互作用的氨基酸残基主要包括 Cys25、

Trp26、甘氨酸（glycine，Gly）66、脯氨酸（proline，

Pro）68、Asp158、His159、丙氨酸（alanine，Ala）

160、Asn175、 丝 氨 酸（serine，Ser）205、 酪 氨 酸

（tyrosine，Tyr）67、缬氨酸（valine，Val）133 等，

对接结果见表 2。

由表 2 可知，对接结果的成簇分析中将 100 个

构象分成 3 簇，第 2 簇包括其中的 87 个构象，其

RMSD 为 0.45 Å，各对接结果在活性位点的 CMBA
构象具有非常强的相似性，故选取第 2 簇为最佳作用

模式。结合配体与受体蛋白复合物对接结合能最低和

成簇分析中簇包含的对接复合物数量最多的原则，确

定第 66 号 CMBA 和木瓜蛋白酶结合复合物为最佳结

合模式，并用于下一步对接相互作用模式分析对象。

3.3.3 CMBA 与木瓜蛋白酶的相互作用
    一般认为，小分子配体与受体蛋白相结合，起

主要作用的是抑制剂周围一定距离范围内的氨基酸

残基。按最佳能量原理以 CMBA 为活性位点中心进

行计算分析，探明 CMBA 与木瓜蛋白酶分子之间具

体结合方式，进一步明确其相互作用关系。计算得

到 CMBA 与木瓜蛋白酶相互作用的对接模型，结果

见图 4。

从图 4a 可以看出，CMBA 分子（球棍模型）较

好嵌入到了木瓜蛋白酶分子晶体的活性口袋内（网

状线）。图 4b 为 CMBA 周围 5 Å 范围内的氨基酸

残基对接作用模式图，周围棍状模型是受体木瓜蛋

白酶活性位点氨基酸残基，中间红色球棍模型为配

体 CMBA，图中小点构成的立体口袋代表 Trp26、

Val133 等组成的疏水口袋，配体 - 受体中的氢键见

图 4b 右放大图。CMBA 位于木瓜蛋白酶活性口袋内

由 谷 氨 酰 胺（glutamine，Gln）19、Cys25、Trp26、

Gly66、Tyr67、Pro68、Trp69、Val133、Val157、

表 2 CMBA 与木瓜蛋白酶对接结果的成簇聚类分析

Table 2 Cluster analysis results of docking runs for 
CMBA with papain

簇

1

2

3

N

09

87

04

对接复合

物序号

45

66

68

Elbe/
(kcal·mol-1)

–4.24

–3.93

–3.75

Embe/
(kcal·mol-1)

–3.94

–3.77

–3.71

各成簇分析结果中相互

作用的氨基酸残基

Cys25、Trp26、Gly66、

Pro68、Asp158、

His159、Ala160、

Asn175、Ser205
Cys25、Trp26、Gly66、

Tyr67、Pro68、Val133、

Asp158、His159、

Ala160、Asn175
Ser24、Cys25、Trp26、

Gly65、Gly66、Val133、

Val157、His159、

Ala160、Asn175
  注：N 为对接所得 100 个复合物的成簇分析结果数；Elbe 为最

低结合能；Embe 为平均结合能。

b）CMBA 分子周围 5 Å 范围内的氨基酸残基

对接作用模式图

图 4 CMBA 与木瓜蛋白酶作用模式

Fig. 4 Binding mode predictions of CMBA with papain

a）CMBA 分子与木瓜蛋白酶活性口袋的作用模式图
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Asp158、His159、Trp177、Ser205 等 氨 基 酸 残 基 构

成的疏水腔内（见图 4b 中点状模型），由此表明

CMBA 与木瓜蛋白酶结合存在疏水作用。CMBA 分

子中的—OH 与木瓜蛋白酶 Gly66 的羰基间形成氢键，

键长为 2.21 Å，氢键作用力较强。Gly66 位于木瓜蛋

白酶分子 L- 域中，正是由于该氢键的存在；CMBA
通过疏水作用力及氢键与 L- 域的 α- 螺旋氨基酸残

基相互作用，致使 α- 螺旋解旋，木瓜蛋白酶中 α-

螺旋结构含量急剧减少，L- 域遭到破坏，木瓜蛋白

酶失活。另一方面，木瓜蛋白酶内部疏水环境 L- 域

中的 1 个 Trp 残基（Trp26）与 CMBA 的距离很近，

说明 CMBA 与 L- 域中的 Trp 有相互作用（疏水作用），

使其荧光猝灭，同时也影响了 L- 域 α- 螺旋结构。

这些结果与 SRCD、荧光光谱的研究结果一致。

4 结语

本课题组利用 SRCD 和荧光光谱分析方法，结合

分子模拟技术研究了模拟生理条件下浓度为 1×10-4 
mol/L 的 CMBA 对木瓜蛋白酶的作用机理。SRCD 和

Trp 荧光光谱分析结果表明，经 CMBA 处理前后木

瓜蛋白酶的构象和二级结构成分发生变化，一定程度

上揭示了 CMBA 作用下木瓜蛋白酶蛋白构象转变的

机理。利用分子模拟研究 CMBA 和木瓜蛋白酶所形

成复合物的形态，利用成簇聚类分析判定两者间的最

佳作用模式，进一步分析对接结果揭示了 CMBA 与

木瓜蛋白酶发生的相互作用，CMBA 与木瓜蛋白酶

活性中心 L- 域的 Gly66 和 Trp26 残基间存在的氢键

和疏水作用，使 L- 域遭到破坏，导致 α- 螺旋结构

含量急剧降低，β- 结构含量增加，最终酶结构趋向

离散，天然构象遭到破坏，荧光猝灭，木瓜蛋白酶

失活。光谱表征分析和分子对接理论研究结果一致，

两者相互补充，能够从实验和理论两方面协同研究

CMBA 分子与木瓜蛋白酶之间的相互作用，为今后

进一步开展重金属与生物大分子间的相互作用机理

提供一定的理论依据和参考。
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Study of the Inactivation Mechanism of Organomercury Compound on Papain

LIU Xueying1, 2，WANG Fan1，HE Dongsheng1，LI Min1，CHEN Yinyan1，DENG Yan1, 2，MA Liang1, 2

（1. College of Life Sciences and Chemistry，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China；2. Hunan Key 
Laboratory of Biomedical Nanomaterials and Devices，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China）

Abstract：Trace amounts of heavy metal bindings in composite food packaging materials pose a serious threat 
to the health of consumers. In order to elucidate the effect and mechanism of heavy metal bindings on biological 
macromolecules, the structural changes of papain were investigated when its activity was almost inactivated as treated 
by chlormercuric benzoic acid (CMBA) of certain concentration. The secondary structure of the papain treated by 
10-4 mol/L CMBA presented obvious changes. The content of α-helix of the treated papain decreased sharply from 
43.4% to 4.2%, the content of β-sheet, β-turn and random coil increased from 12.7%, 16.0% and 27.2% to 40.0%, 
19.6% and 36.2% respectively. The secondary structural components of the treated papain were almost transformed 
from α+β type to full β-type. The CMBA molecule induced the stretching of α-helix and structural dispersion together 
with conformation loosening, these all led to the destruction of the papain natural conformation and resulted in nearly 
complete inactivation of papain. The maximum fluorescence spectrum absorption peak of the treated papain showed a 
red shift of 7 nm and the intensity was reduced almost by a half, which might be caused by the embedding of tryptophan 
residues in the polar hydrophilic environment. The molecular modeling indicated that CMBA could bind with papain 
in the hydrophobic pocket and there was a hydrogen bond formed between CMBA and glycine (Gly) 66, while a 
hydrophobic bond formed between CMBA and tryptophan (Trp) 26 in the ligand-binding pocket, which was consistent 
with the results of spectral analysis results.

Keywords：organomercury compound；papain；inactivation mechanism
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