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采用 SDS 研究泥蚶血红蛋白(Tg-Hb )Ⅱ 具有过氧化物酶及抗
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摘要: 泥蚶血红蛋白(Tg-Hb )Ⅱ 除了具有携氧功能外, 还具有过氧化物酶活性和抗菌活性。本文采用分光

光度法、光谱法和分子对接等技术研究了十二烷基硫酸钠(SDS)对 Tg-HbⅡ的结构、过氧化物酶活性及抗

菌活性的影响, 以探讨 Tg-HbⅡ具有过氧化物酶活性及抗菌活性的结构基础。研究结果显示, SDS 的疏水

烷基长链可嵌入到 Tg-HbⅡ血红素口袋内部, 与近端His104形成氢键, 断裂血红素铁与His104的配位键, 

使 Tg-HbⅡ的 Soret 带吸收峰降低并发生位移; 此外, SDS 还可与血红素口袋中的氨基酸形成疏水相互作

用, 改变血红素口袋原有结构, 使得部分疏水氨基酸暴露, 导致外源荧光强度增强, 最大发射波长红移。

SDS 可以抑制 Tg-HbⅡ的过氧化物酶活性, 当 SDS 浓度为 2 mmol·L–1 时, Tg-HbⅡ的酶活性仅为原来的

20%, 在琼脂扩散实验中失去对枯草芽孢杆菌的抗菌活性。以上结果表明, SDS 通过破坏血红素口袋的内

部结构抑制 Tg-HbⅡ的过氧化物酶活性, 使其失去抗菌活性, 血红素疏水口袋是 Tg-HbⅡ具有过氧化物

酶活性和抗菌活性的关键结构。本研究为进一步研究 Tg-HbⅡ的抗菌机理奠定基础。 
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血红蛋白(hemoglobin, Hb)是自然界分布最广的

一类血红素蛋白, 存在于脊椎动物和部分无脊椎动物

中[1-2], 并发挥多种生物学功能, 如运输氧气和二氧化

碳、运输硫化物、调节酸碱平衡、维持渗透压、过氧

化物酶活性、抗菌作用等[3-7]。目前已发现, 牛[8]、人[9]、

鳄鱼(Alligator)[10]、马[10]、蛇[10]、草鱼(Ctenopharyngodon 

idellus)[11]、毛蚶(Scapharca kagoshimensis)[12]和泥蚶(Te-

gillarca granosa)[13]等多个物种的Hb均有抗菌作用, 对

革兰氏阴性的大肠杆菌(Escherichia coli)、恶臭假单胞

菌(Pseudomonas putida)和革兰氏阳性的枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)、坚强芽孢杆菌(Bacillusfirmus), 以及

真菌白色念珠菌(Canidia albicans)表现出抗菌活性。从

1958 年科学家就陆续发现脊椎动物 Hb 的抗菌活性, 

由于脊椎动物具有完善的免疫系统, 在当时及后来很

长的一段时间内 Hb 的抗菌作用并没有引起人们的重

视。无脊椎动物 Hb 的抗菌活性起步较晚, 虽然日益受

到重视, 但是对于抗菌机理的研究还不够深入。 

2002 年, Kawano 等[14]发现人 Hb 能够催化一元

胺的氧化,首次提出人 Hb 具有类似过氧化物酶的催

化活性。随后, 细菌 Hb[15]、泥蚶血红蛋白(T. granosa 

hemoglobin, Tg-Hb)[16]的过氧化物酶活性被陆续报

道。Jiang 等[17-18]检测到人 Hb 具有过氧化物酶活性且

能产生超氧阴离子 O2
· –后, 推测人 Hb 可利用其过氧

化物酶活性催化产生活性氧(reactive oxygen species, 

ROS)发挥抗菌作用。Qin 等[11], Du 等[19]研究发现微

生物毒力因子(微生物胞外蛋白酶和病原体相关分子

模式)能激活 Hb 的过氧化物酶活性, 促进 O2
· –的生

成。Wang 等[20]研究发现, Cu2+抑制泥蚶同源二聚体

Hb (Tg-Hb )Ⅰ 的过氧化物酶活性时 , 能使其失去抗

               

收稿日期: 2022-09-24; 修回日期: 2023-03-06 

基金项目: 浙江省重点自然科学基金项目(LZ20C190001); 浙江省科技重

大专项(2021C02069-7); 宁波市公益研究重点项目(2021S014); 浙江省生物

工程重中之重学科项目(CX2021001)和浙江省高校基本科研业务费项目 

[Foundation: Key Natural Science Foundation of Zhejiang Province, No. 

LZ20C190001; Major Science and Technology Projects of Zhejiang Prov-

ince, No. 2021C02069-7; Ningbo Public Benefit Research Key Project, No. 

2021S014; Zhejiang Provincial Top Key Discipline of Biological Engi-

neering, No. CX2021001, and Basic Scientific Research Operating Ex-

pense Project of Zhejiang Provincial Universities] 

作者简介: 濮丽丽(1997—), 女, 浙江嘉兴人, 硕士研究生, 主要从事水

产免疫学研究, E-mail: leeyapo@163.com; 王素芳(1977—), 通信作者, 

女, 山东单县人, 教授, E-mail: wangsufang@zwu.edu.cn; 包永波(1980—), 

通信作者, 男, 浙江宁波人, 研究员, E-mail: bobbao2001@gmail.com 



 

 Marine Sciences / Vol. 48, No. 2 / 2024 25 

菌活性。这些研究结果提示, Hb 的抗菌活性可能与

其过氧化物酶活性有关。 

贝类不具有特异性免疫, 血细胞在贝类免疫中发

挥着至关重要的作用, 是贝类体内抵御外来病原微生物

侵袭的主要“屏障”[21]。泥蚶是一类比较特殊的血液中

含 Hb 的蚶科贝类, 红细胞约占泥蚶血液总细胞数的

90%以上, 而 Tg-Hb 占泥蚶血细胞可溶性蛋白的 92.4%, 

作者推测 Tg-Hb 可能在泥蚶的非特异性免疫中发挥着

重要作用。泥蚶含有同源四聚体(Tg-Hb )Ⅰ 和异源四聚

体(Tg-Hb )Ⅱ 两种 Hb, Tg-HbⅡ约占 Tg-Hb 总量的 60%, 

是 Tg-Hb 的主要成分[22]。本文以 Tg-HbⅡ为研究对象, 

采用十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)研究

Tg-HbⅡ具有过氧化物酶活性和抗菌活性的结构基础, 

为进一步研究 Tg-HbⅡ的抗菌机理奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

泥蚶取自宁海海洋与渔业科技创新养殖基地 , 

参照文献[22-23]报道的方法分离得到电泳纯 Tg-HbⅡ。

枯草芽孢杆菌(B. subtilis) ATCC 6633 由浙江省水产

种质资源高效利用技术研究重点实验室保存。 

1.2  SDS 对 Tg-HbⅡ过氧化物酶活性的影响 

采用连续分光光度法测定过氧化物酶活性[24]。以含

4 mmol·L–1愈创木酚(Sigma-Aldrich, 美国)与 2 mmol·L–1

过氧化氢(Aladdin, 中国上海)的 0.01 mol·L–1 PBS 缓冲液

(pH7.2)为底物溶液, 控温 25 ℃。用 PBS 缓冲液配制不同

浓度的 SDS (Solarbio, 中国北京)溶液, 分别与 Tg-HbⅡ

等体积混合, 使得 SDS 的终物质的量浓度分别为 0、

0.25、0.5、0.75、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0 mmol·L–1, 混匀置于 25 ℃水浴孵育 2 h。

向比色皿中加入 1 mL 预热好的底物溶液和 10 μL 孵育

混合物, 立即混匀。利用 Cary 100 型紫外分光光度计

(Agilent, 美国)在 25 ℃、470 nm 处使用动力学模式连续

监测 60 s 内的吸光度变化。以每分钟 A470 nm变化 0.001

所需要的酶量定义为一个酶活力单位。重复测定 3 次, 

取平均值。未经SDS处理的Tg-HbⅡ的酶活为100%, 计

算各实验组的相对酶活, 以 Tg-HbⅡ的相对过氧化物酶

活性对 SDS 浓度作图。 

1.3  SDS 对 Tg-HbⅡ抗菌活性的影响 

采用琼脂扩散法测定 SDS 对 Tg-HbⅡ抗菌活性的

影响[25]。将 SDS 与 Tg-HbⅡ等体积混合, 使得 SDS 的

终浓度为 2 mmol·L–1, 同时将 2 mmol·L–1的 SDS 溶液作

为阴性对照, 另取 PBS 缓冲液和 Tg-HbⅡ的等体积混合

液作为阳性对照, 分别置于 25 ℃下孵育 2 h。吸取枯草

芽孢杆菌菌悬液(106 cfu·mL–1)100 μL 滴加至 LB 固体琼

脂平板上, 用涂布棒均匀涂布, 作为菌层。在每个平板

中以等距离垂直放置3个牛津杯, 分别加入100 μL上述

孵育混合物于相应的牛津杯中, 做好标记, 在 37 ℃恒

温培养箱(Yilin, 中国上海)中培养 18 h 后, 取出观察牛

津杯周围的抑菌圈并拍照, 每组重复 3 次。 

1.4  SDS 对 Tg-HbⅡ内源荧光光谱的影响 

将不同浓度 SDS 溶液与 Tg-HbⅡ等体积混合, 

使 SDS 的终物质的量浓度分别为 0、0.5、1.0、2.0、

3.0 和 4.0 mmol·L–1, 置于 25 ℃水浴 2 h。吸取上述

混合液 1 mL 于石英比色皿中, 使用 F-4500 型荧光

分光光度计 (Hitachi, 日本 )进行扫描 , 设置激发波

长为 280 nm, 激发和发射狭缝宽度均为 10 nm, 扫描

速率为 1 200 nm/min, 用不含 Tg-HbⅡ的 PBS 缓冲液

进行基线校正后在 300~400 nm 进行内源荧光光谱扫

描。每个样品重复测定 3 次, 取平均值。 

1.5  SDS 对 Tg-HbⅡ外源荧光光谱的影响 

以 8-苯氨基-1-萘磺酸(ANS)为荧光探针检测 SDS

对 Tg-HbⅡ表面疏水性的影响。将不同浓度的 SDS 溶

液与 Tg-HbⅡ等体积混合, 使 SDS 的终物质的量浓度

分别为 0、0.5、1.0、2.0、3.0、4.0 和 5.0 mmol·L–1, 置

于 25 ℃水浴孵育 1.5 h 后, 分别取上述混合液 1 mL, 

在避光条件下加入 3 μL 40 μmol·L-1 的 ANS (Sigma- 

Aldrich, 美国)溶液, 避光孵育 30 min。利用 F-4500

型荧光分光光度计以波长扫描方式测定外源荧光发

射光谱, 设置激发波长为 390 nm, 发射波长扫描范围

为 300~400 nm, 激发和发射狭缝宽度均为 10 nm, 扫

描速率为 1 200 nm/min。实验重复 3 次, 取平均值。 

1.6  SDS 对紫外-可见吸收光谱的影响 

将不同浓度的 SDS 溶液与 Tg-HbⅡ等体积混合, 

使得 SDS 的终物质的量浓度分别为 0、0.5、1.0、1.5、

2.0、2.5 和 3.0 mmol·L–1, 置于 25 ℃水浴孵育 2 h 后, 

利用 Cary 100 型紫外分光光度计记录 250~600 nm 波

长范围内的紫外-可见吸收光谱。以不含 Tg-HbⅡ的

溶液作为参比溶液。每组重复测定 3 次, 取平均值。 

1.7  分子对接 

分子对接技术能从分子层面上明确 SDS 与 Tg- 

HbⅡ之间的作用模式。以不等壳毛蚶(Scapharca inae-

quivalvis)HbⅡ的 X 射线晶体结构(PBD ID: 4hrr)为模板, 
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运用 Swiss-Model 在线软件 (http://swissmodel.expasy. 

org/)对 Tg-HbⅡ进行同源建模, 预测其三级结构。从蛋

白质结构数据库(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) 

SDS(PBD)获取 SDS 的三级结构(PBD ID: 4ib8)。运用

AutoDock 4.2 软件对 Tg-HbⅡ与 SDS 进行分子对接[26]。

根据化合物稳定结构能量最低的原则, 从对接结果中选

择最佳对接模型。运用 PyMOL 2.5 软件对 Tg-HbⅡ和

SDS 对接结果的最优构象进行可视化分析 , 利用

LigPlot 软件展示 Tg-HbⅡ与 SDS 相互作用的二维图像。 

2  结果 

2.1  SDS 对 Tg-HbⅡ过氧化物酶和抗菌活

性的影响 

低浓度的 SDS 能抑制 Tg-HbⅡ的过氧化物酶活性, 

且随着SDS浓度的增大, Tg-HbⅡ的相对过氧化物酶活性

逐渐降低。当 SDS 物质的量浓度为 2 mmol·L–1时, 其相

对酶活性仅为原酶活性的 20%; 当 SDS 物质的量浓度大

于 2 mmol·L–1 时, Tg-HbⅡ的过氧化物酶活性缓慢下降, 

直至失去活性(图 1)。Tg-HbⅡ对枯草芽孢杆菌有抗菌活

性, 在牛津杯的周围形成透明的抑菌圈; 用 2 mmol·L–1 

SDS 处理 Tg-HbⅡ后, 失去抗菌能力, 抑菌圈消失(图 2)。

可见, 2 mmol·L–1 SDS 对 Tg-HbⅡ的抗菌活性具有抑制作

用, 可能是因为其可以抑制 80%的过氧化物酶活性。 

 

图 1  十二烷基硫酸钠 (SDS)对 Tg-HbⅡ过氧化物酶活性

的影响 

Fig. 1  Effects of SDS on the peroxidase activity of Tg-HbⅡ 

 

2.2  SDS 对 Tg-HbⅡ荧光光谱的影响 

Tg-HbⅡ的内源荧光主要来源于色氨酸(Trp)残基。

随着 SDS 浓度的增加, Tg-HbⅡ的内源荧光强度逐渐增

强, 同时最大发射波长从 331 nm 蓝移至 323 nm (图 3), 

说明SDS与Tg-HbⅡ结合使Trp残基所处微环境的极性 

 

 图 2  SDS 对 Tg-HbⅡ抗菌活性的影响 

Fig. 2  Effects of SDS on the antibacterial activity of Tg-HbⅡ 

注: 1. 2 mmol·L–1 SDS; 2. Tg-Hb ; 3. TgⅡ -HbⅡ和 2 mmol·L–1 SDS

的混合溶液 

 

图 3  SDS 对 Tg-HbⅡ内源荧光光谱的影响 

Fig. 3  Effects of SDS on the intrinsic fluorescence spectra 
of Tg-HbⅡ 



 

 Marine Sciences / Vol. 48, No. 2 / 2024 27 

减弱。ANS 是用于检测蛋白表面疏水性的阴离子型疏

水荧光探针, 当其结合到疏水区域时荧光增强。外源荧

光结果显示, 随着 SDS 物质的量浓度的增加, 最大发

射波长从 482 nm 红移至 492 nm, 当 SDS 物质的量浓

度为 4 mmol·L–1 时, ANS 的荧光发射强度达到最大值, 

进一步增加 SDS 浓度至物质的量 5 mmol·L–1 时, ANS

荧光强度略有下降(图 4)。 

 

图 4  SDS 对 Tg-HbⅡ外源荧光光谱的影响 

Fig. 4  Effects of SDS on the extrinsic fluorescence spectra 
of Tg-HbⅡ 

 

2.3  SDS 对 Tg-HbⅡ紫外-可见吸收光谱的

影响 

Tg-HbⅡ在 250~650 nm 范围内有 3 个特征吸收峰, 

其中位于414 nm处的Soret吸收带是由血红素与组氨酸

(His)配位形成的, 通常用于表征卟啉环与蛋白质构象的

变化, 在 500~600 nm 的 Q 带与 Tg-HbⅡ血红素辅基周

围微环境的变化相关。随着 SDS 浓度的增大, Soret 带吸

收峰的强度逐渐降低, 最大吸收峰在 1 mmol·L–1 SDS

的存在下红移至 416 nm, 当 SDS 物质的量浓度增加至

3 mmol·L–1时, 最大吸收峰从 416 nm 蓝移至 414 nm 处 

(图 5)。此外, Q 带的吸收强度随 SDS 浓度的增加而减

弱并且峰形发生变化。可见, SDS 分子渗透到 Tg-HbⅡ

疏水口袋附近的卟啉配合物, 直接作用于血红素辅基, 

但未能使血红素未从 Tg-HbⅡ肽链上解离。 

 

图 5  SDS 对 Tg-HbⅡ紫外-可见吸收光谱的影响 

Fig. 5  Effects of SDS on the UV-Vis absorption spectra of 
Tg-HbⅡ 
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2.4  分子对接模拟 

通过分子对接模拟预测了 SDS 与 Tg-Hb αⅡ 、

Tg-Hb βⅡ 之间结合的最优能量构象, 最低结合能分

别为–2.12 kcal/mol、–2.17 kcal/mol。从分子对接结

果可知, SDS 能稳定结合于 Tg-Hb αⅡ 的血红素疏水

腔, 其疏水性十二烷基长链与疏水腔周围的 Phe52、

His70、Leu74、Ala77、Phe98、His102、Ile107、Phe112

和 Ile115 形成疏水相互作用(图 6)。Tg-Hb βⅡ 中有 8

个氨基酸参与和 SDS 的相互作用, 其中以疏水作用

力结合的残基包括 Phe54、His72、Leu76、Arg107、

Ile109、Phe114 和 Ile117, 近端 His104 则与 SDS 的

磺酸头基形成一个键长为 2.70 Å 的氢键(图 7), 加强

了 SDS 与 Tg-Hb βⅡ 间的结合能力。可见, SDS 能破

坏 Tg-HbⅡ的疏水相互作用, 断裂血红素与近端 His

之间的配位键。 

3  讨论 

Tg-HbⅡ是由两个 α亚基和两个 β亚基构成的异

源四聚体 , 其亲水性氨基酸常位于分子表面 , 而疏

水性氨基酸残基埋藏在分子内部形成疏水性口袋 , 

血红素位于口袋里。已有研究表明, Tg-Hb 的血红素

口袋与天然过氧化物酶(辣根过氧化物酶、髓过氧化

物酶)的活性位点具有高度相似性, 包括 b 型血红素、

近端 His、远端 His 和精氨酸(Arg)[16, 27]。 

 

图 6  SDS 与 Tg-Hb αⅡ 的分子对接  

Fig. 6  Molecular docking of SDS and Tg-HbⅡα 

 

图 7  SDS 与 Tg-Hb βⅡ 的分子对接  

Fig. 7  Molecular docking of SDS and Tg-Hb βⅡ  

 

SDS 是一类含有疏水烷基长链和亲水性磺酸头基

的阴离子表面活性剂, 是研究蛋白质结构与功能关系

的常用试剂[28-29]。本研究利用光谱法和分子对接技术

检测到 SDS 优先作用于 Tg-HbⅡ的血红素疏水口袋。

一方面, SDS的十二烷基长链插入Tg-HbⅡ的疏水空腔

并通过疏水相互作用与内部氨基酸侧链结合, 导致疏

水作用被破坏和疏水性氨基酸外露, 使表面疏水性增

加, ANS 结合增多, 因此 SDS (0.5~4 mmol·L–1)的加入

增强了 ANS 荧光强度并使最大发射波长红移。SDS 浓

度增至 5 mmol·L–1 时反而使 ANS 荧光强度减弱, 可能

是高浓度的 SDS 除了结合血红素口袋外, 还结合了

Tg-HbⅡ表面的疏水氨基酸, 导致结合的 ANS 数量减

少。这与文献报道的 SDS 可与 ANS 竞争与蛋白表面

结合从而使部分 ANS 被释放到极性环境中导致 ANS

结合减弱的结果相一致[30-31]。另一方面, SDS 的磺酸头

基与近端 His104 以氢键结合, 引起血红素与近端 His

之间配位键的断裂, 因此, 在紫外光谱中观察到 Soret

带吸收强度减弱且吸收峰位移。近端 His (α102-His、

β104-His)和远端 His (α70-His、β72-His)是已知的位于

Tg-HbⅡ活性口袋中参与催化反应的氨基酸残基[16],  

这 4 个 His 均参与了与 SDS 的相互作用, 其中有 3 个

His 与 SDS 形成疏水相互作用。酶促反应通常在有利于

酶与底物相互作用疏水环境中进行[32]。据此可以推断, 

SDS主要作用于Tg-HbⅡ的血红素口袋结构而改变过氧 
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化物酶催化反应的疏水微环境, 使过氧化物酶活性降低

或丧失。这与已有研究证明的细胞色素 C 的过氧化物酶

活性变化与蛋白展开过程中血红素部分的暴露有关一

致[33]。另有报道, 脯氨酸(Pro)通过保护 Tg-HbⅡ的血红

素口袋结构免受 Cu2+的影响, 从而使其维持一定的过氧

化物酶活性和抗菌活性[34]。可见, 血红素口袋可能是维

持 Tg-HbⅡ的过氧化物酶活性所需的关键结构。 

研究发现, 具有过氧化物酶活性的 Hb 能催化产

生 ROS 起到灭菌作用[35-36]。当 SDS 浓度为 2 mmol·L–1

时, Tg-HbⅡ的血红素疏水口袋结构因被破坏而失去

其过氧化物酶活性, 此时 Tg-HbⅡ丧失了对枯草芽孢

杆菌的抗菌活性(图 2), 说明Tg-HbⅡ的抗菌活性与其

过氧化物酶活性有关。这与毛蚶血红蛋白(Scapharca 

subcrenata hemoglobin, Ss-Hb)发挥抗菌作用的机制

可能与其过氧化物酶活性催化产生 ROS 有关基本一

致[25]。因此, 本研究结果进一步证实了 Tg-HbⅡ是利

用其过氧化物酶活性发挥抗菌作用。 

4  结论 

综上所述 , SDS 的疏水长链和极性头基与

Tg-HbⅡ血红素疏水腔内的氨基酸残基相互作用, 改

变血红素活性中心必需氨基酸所处的微环境, 破坏了

维持蛋白分子构象的疏水作用, 导致 Tg-HbⅡ的空间

构象发生变化, 进而使 Tg-HbⅡ失去过氧化物酶活性

及抗菌活性。因此, Tg-HbⅡ的血红素疏水口袋对维持

其构象和活性至关重要, 是 Tg-HbⅡ发挥过氧化物酶

活性和抗菌活性的结构基础。本研究结果为阐明

Tg-HbⅡ通过其过氧化物酶活性发挥抗菌作用提供了

可信依据, 为深入研究 Tg-HbⅡ的抗菌机理奠定基础。 
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Abstract: Hemoglobin  from Ⅱ Tegillarca granosa (Tg-Hb )Ⅱ  possesses oxygen-carrying capabilities as well as 

peroxidase and antibacterial activities. In this study, we examined the effects of sodium dodecyl sulfate (SDS) on 

the structure, peroxidase activity, and antibacterial activity of Tg-Hb  using spectrophotometric, spectroscopic, Ⅱ

and molecular docking techniques. Moreover, we explored the structural basis of the peroxidase activity of Tg-Hb  Ⅱ

and its antibacterial activities. The results revealed that the hydrophobic alkyl long chains of SDS could integrate 

into the heme pocket of Tg-HbII, forming hydrogen bonds with the proximal His104. This interaction resulted in the 

breaking of the coordination bond between heme iron and His104, leading to a decrease and shift in the Soret band 

absorption peak of Tg-Hb . Additionally, SDS could form hydrophobic interactions with the amino acids in the Ⅱ

heme pocket, inducing alterations in the original structure and exposing some hydrophobic amino acids. This re-

sulted in an enhanced exogenous fluorescence intensity and a redshift of the maximum emission wavelength. SDS 

demonstrated an inhibitory effect on the peroxidase activity of Tg-Hb . At 2 mmol·LⅡ -1 of SDS concentration, the 

enzymatic activity of Tg-Hb  was only 20% of that of tⅡ he original, and the antibacterial activity against Bacillus 

subtilis was lost in agar diffusion experiments. These results indicated that SDS inhibited the peroxidase activity of 

Tg-Hb  by disrupting the internal structure of the heme pocket, consequentlyⅡ  leading to the loss of its antibacterial 

activity. The heme hydrophobic pocket emerged as a key structure for the peroxidase and antibacterial activities of 

Tg-Hb . This study lays the foundation for future studies on the antibacterial mechanism of TgⅡ -HbⅡ. 
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