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鲨鱼肝铁蛋白亚基解离与组装机理的研究

林 青 1, 2　陈 平 1　季学涛 1　柯才焕 2　黄河清 3 1, 2, 3

(厦门大学生命科学学院生物化学与生物技术学系 1 ,近海海洋环境科学国家重点实验室 2 ,

化学化工学院化学生物学系 3 , 厦门 361005)

摘　要　小批量制备质谱纯鲨鱼肝铁蛋白 (L iver Ferritin of Sphyrna zygaena, SZLF)。在弱酸介质 (pH 1. 0)

中 ,天然电泳结果显示 , SZLF蛋白质亚基 20 m in后开始解离。选用透射电子显微镜跟踪 SZLF亚基解离与重

组装全过程和蛋白壳与铁核尺寸变化 , 发现 SZLF在亚基酸解离过程中 ,随着 pH值的降低 ,铁核和蛋白壳的

尺寸呈现相同的变化趋势 ,这种变化趋势可能与铁核内层铁的释放和蛋白壳的解离与去折叠有关。SZLF蛋

白壳的重组装过程则是一个快速过程 ,并且是由松散熔球态向紧密态转变的过程。SZLF由单类型亚基组成 ,

而马脾铁蛋白 (Horse Sp leen Ferritin , HSF)由 H和 L两种亚基类型组成。在基质 pH 3. 0条件和激光辅助下 ,

混合 HSF和 SZLF仍然可释放各自的亚基且形成准亚基离子 ,供基质辅助激光解析电离飞行时间质谱分析 ,

说明此时 SZLF的亚基间相互作用强度减弱但并没有去折叠。TEM技术在铁蛋白解离和重组装过程中的应

用 ,为进一步研究铁蛋白纳米包装的过程和机理提供新颖的、可行的和更加直观的研究手段。
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1　引　言

哺乳动物肝脾组织内富含有一种能高效储存细胞内游离铁的蛋白质 ,称为铁蛋白 ( Ferritin) [ 1, 2 ]。

与其它多数蛋白质分子结构相比 ,铁蛋白的分子结构极为特殊 ,它由蛋白壳和铁核组成 ,其中铁核 (直

径约为 8 nm)位于蛋白壳 (直径约为 11～12 nm )的中心区域 [ 3, 4 ]。铁核主要由无机铁和无机磷酸盐组

成 [ 5 ] ,铁代谢和储存过程需借助横跨铁蛋白蛋白壳隧道为出入通道 [ 6 ]。毛细管电泳 [ 7 ]、质谱、SDS聚丙

烯酰胺凝胶电泳 ( SDS2PAGE) [ 8 ]和反向高效液相色谱 (RP2HPLC) [ 9 ]等分析技术已揭示多数哺乳动物和大

部分鱼类铁蛋白由 H和 L两类亚基组成 ,而细菌铁蛋白和 SZLF[ 10 ]均由单类型亚基组成 ,但绝大多数铁

蛋白蛋白壳均由 24个亚基组成 ,且以高对称性结构组装成抗逆性强的球形体蛋白质 ,例如 :在饱和硫酸

铵、75 ℃和 pH 2. 0～10. 0
[ 11 ]条件下 ,铁蛋白蛋白壳和铁核组成均保持着较高的稳定性 [ 5 ]。

有关锰核 2铁蛋白、钴核铁蛋白、铜核 2铁蛋白和钴 /锰核 2铁蛋白 [ 12 ]的研究已陆续报道。构建铁蛋白

反应器且应用于捕获流动水体中的有机磷农药和重金属 [ 13 ]亦有报道。近年来 ,利用铁蛋白亚基快速解

离与组装特性 ,陆续构建了胰岛素核 2铁蛋白 [ 14 ]、去铁敏 B (Desferrioxam ine B)核 2铁蛋白 [ 15 ]和药物核 2铁
蛋白载体等 ,但铁蛋白亚基解离和组装机理尚未清楚。透射电子显微镜、原子力显微镜、圆二色性光谱

等分析技术是研究铁蛋白亚基解离与组装和亚基去折叠与折叠过程的有效分析技术 ,但用于监控铁蛋

白亚基解离和组装机理的研究甚少 [ 10, 16 ]。本研究结合电泳和透射电子显微镜 ( TEM )技术初步揭示铁

蛋白亚基解离与组装机理 , 分析蛋白壳与铁核紧密度变化过程 ,并选用基质辅助激光解析电离飞行时

间质谱 (MALD I2TOF MS)技术进一步佐证相关的实验结果。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

LABCONCO Fezone 18冻干机 (美国 Labconco公司 ) ;超滤离心管 , 截留分子量为 100 kDa,最大上

样量 0. 5 mL (美国 M illipore公司 ) ; JEM2100透射电子显微镜 (日本电子公司 ) ; DYY2Ⅲ2型稳压稳流电
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泳仪 (北京六一仪器厂 ) ; REFLEX III型基质辅助激光解吸飞行时间质谱仪 (德国 B ruker公司 )。

三氟乙酸 ( TFA)和乙腈 (Acetonitrile) 购自德国 Merck公司 ;电泳试剂 (丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺

等 )购于上海 Sangon公司 ;马脾铁蛋白 (美国 Sigma公司 ) ; 基质芥子酸 (美国 ICN生物医学公司 ) ;其它

试剂均为国产分析纯。

2. 2　鲨鱼肝铁蛋白的制备及其结构测量

参考文献 [ 17 ]的方法制备鲨鱼肝铁蛋白 (L iver Ferritin of Sphyrna zygaena, SZLF)。选用 Lowry法

测定蛋白含量。

电泳纯的 SZLF样品 (6～8 g/L)直接铺上且吸附于铜网表层 20 m in后 ,用 2%磷钨酸染色 10 m in,避

光干燥 120 m in。在 200 kV, 5～10万放大倍数条件下 ,观察铁蛋白蛋白壳和铁核的透射分子结构图。

由于铁蛋白不是绝对球形结构 ,需要参照 Rahman描述的分析方法 [ 18 ]
,随意挑选 100个铁蛋白分

子作为测量物 ,分别用电镜配置的游标卡尺 ,测量每个铁蛋白、蛋白壳和铁核的最长与最短直径或厚度 ,

并求得总平均值 ,即为铁蛋白、蛋白壳和铁核的直径或厚度。

2. 3　质谱技术分析 SZL F

SZLF样品和饱和芥子酸 ( Sinap ic Acid, SA )溶液按体积比 1: 1混合后 ,取 0. 8μL混合物直接点在

MALD I2TOF MS专用样品靶上 ,待在室温下自然干燥后 ,将样品靶直接放入质谱仪的靶箱内进行样品分

析。采用带 DE (Delayed exatraction)的线性模式分析 SZLF亚基组成和分子量 [ 19 ]。

2. 4　解离铁蛋白亚基

取等量的 SZLF干粉 ,分别用 pH 1. 0, 2. 0, 3. 0和 4. 0的 HCl溶解且处理 20 m in后 ,用截留分子量

为 100 kDa的超滤管超滤 3次 ,并用相同体积的 DDW溶解洗脱 SZLF。SZLF经不同 pH介质 (pH 1. 0～

4. 0和 pH 10. 0～13. 0)处理后 ,选用 TEM观察 SZLF的分子结构和亚基之间的堆积紧密度。

2. 5　电泳技术分离铁蛋白亚基

用等体积的 HCl ( pH 1. 0)溶解且处理等 SZLF干粉 ,处理时间分别为 20, 40, 60, 80, 100, 120和

180 m in。随后用适量 NaOH中和 ,并选用分离胶为 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( PAGE)分离铁蛋白亚基。

PAGE方法 :采用 Tris2甘氨酸不连续电泳体系 (浓缩胶 pH 6. 8,分离胶 pH 8. 8) ,浓缩胶浓度 3% ,分离

胶浓度 10% ,浓缩胶电压 80 V,分离胶 140 V,电泳在 4 ℃下进行。按文献 [17 ]进行考马斯亮蓝染色和脱色。

2. 6　亚基快速组装铁蛋白

用 HCl(pH 1. 0)处理 SZLF (2 mL, 6. 5 g/L) 30 m in后 ,再用 1 mol/L NaOH逐渐调高介质 pH值至

210, 310, 410, 510, 610, 710。取出 20μL SZLF样品进行粘片、染色、干燥 ,然后进行 TEM观察。对蛋白

壳和铁核的分子结构尺寸大小进行测量分析 [ 19 ]。

3　结果与讨论

3. 1　酸性解离 SZL F亚基

表 1　SZLF酸解离后的蛋白量 ( % )
Table 1　Quantity of remain p rotein in total p rotein after liver
ferritin of sphyrna zygaena ( SZLF) dissociated by different pH

pH 1. 0 pH 2. 0 pH 3. 0 pH 4. 0

剩余蛋白占总蛋白
Percentage of remain

p rotein in total p rotein ( % )
55～60 70～80 85～90 100

铁蛋白由 24个亚基且高对称性地组装成球

形蛋白质 ,亚基之间和亚基与铁核的相互作用强

度和稳定性存在着明显差异 ,但相关的研究甚

少。表 1是在不同酸性 (pH 1. 0～4. 0)环境下 ,

能被截留分子量为 100 kDa的超滤管截留的

SZLF相对百分含量。在反应介质为 pH 4. 0

条件下 ,被截留在超滤管中的 SZLF相对蛋白总量为 100% ,与未经弱酸处理的 SZLF含量相同。这说明

了 SZLF亚基及亚基结构在 pH 4. 0的介质中是稳定的 ,未发生亚基解离现象。当反应介质 pH下降至

3. 0时 ,被截留在超滤管中的 SZLF蛋白含量为 85%～90% ,约有 10%～15%的 SZLF的亚基被解离。

在反应介质 pH进一步下降到 2. 0时 ,被解离成亚基的 SZLF占总蛋白含量的 20%～30% ,约 1 /3的

SZLF亚基在 pH 2. 0的弱酸环境中极不稳定 ,易被解离成游离且去折叠的单亚基、多亚基聚合体或肽

链。魟鱼肝铁蛋白 (L iver ferritin of dasyatis akajei, DALF)和马脾铁蛋白 (Horse sp leen ferritin , HSF)经
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HCl介质 (pH 1. 0)处理后显示出了只有铁核分子形貌的 TEM图谱 ,说明了弱酸介质能高效地解离

DALF和 HSF的蛋白壳亚基 ,从而使裸露的铁核分子结构完全暴露出来 [ 19 ]。在弱酸环境下 ,铁蛋白蛋

白壳亚基结构呈现极不稳定特性 ,而铁核结构却表现出高度稳定性特点。在相同的弱酸条件下

(pH 1. 0) , 约占总蛋白量 60%的 SZLF被超滤管截留 ,这说明 60% SZLF亚基仍然紧紧络合于铁核上

没有被超滤下来 ,而其余 40%亚基则已经被解离成游离的亚基或水解成肽链。铁蛋白各个亚基的稳定

性有所不同 ,这可能与亚基和铁核之间的相互作用强度不同有关 ,详细机理有待于进一步研究。

在 pH 1. 0的酸度条件下研究处理时间对 SZLF亚基解离和亚基聚合态的影响 ,并获得图 1结果。

　图 1　SZLF天然电泳图 (不同处理时间 , pH 1. 0)

Fig. 1　PAGE map of SZLF ( different treatment time

at pH 1. 0 )

泳道 1 (Channel 1) : Marker; 泳道 2～9依次处理时间

( Treatment time of channel 2～9 ) : 20, 40, 60, 80, 100,

120, 140, 160, 180 m in。

从图 1可看出 ,如处理时间控制在 20 m in (图 122) , SZLF

只显示出一条轻淡的蛋白质层析带 (图 1E) ,估计该蛋白

的分子量约为 14 kDa, 明显小于 SZLF的亚基分子量 ,推

测是亚基的分解产物 ,这说明在 20 m in和 pH 1. 0环境

下 , SZLF (图 122F)蛋白壳及其亚基结构是稳定的 ,未产

生释放不稳定亚基现象。而随着处理时间从 20 m in到

180 m in (图 1中 3～9 )延长 , SZLF显示了 5条层析带

(图 1中 A～D) ,其电泳迁移率均高于图 1中的 F条带 ,

这一现象说明了在 pH 1. 0条件下 ,处理时间长于

20 m in时 , SZLF蛋白壳亚基 (M )均被解离成去折叠的游

离亚基 ,并形成了单体 (M , 20～21 kDa, 图 12A )、二聚体

(2M , 图 12B )、三聚体 ( 3M , 图 12C )和微量的四聚体

(图 12D) ,其中以亚基单体为主。参考表 1和图 1结果 ,

将 SZLF亚基结构稳定性分为 3个阶段 ,即稳定阶段、稳

定松散阶段和不稳定阶段。SZLF亚基存在着不同的稳定性 ,推测可能与它们和铁核之间的相互作用强

度有关 ,而 SZLF的铁核结构比它的蛋白壳亚基结构呈现出更高的结构稳定特性。为了进一步佐证上

述论点 ,选用 TEM技术观测在不同酸度环境下 , SZLF蛋白壳和铁核分子结构的变化趋势和特点 ,揭示

SZLF蛋白壳亚基和铁核分子结构的稳定性以及 SZLF释放不稳定亚基的规律 ,为铁蛋白纳米包装多肽

药物 [ 14 ]和有机药物提供科学依据和可行性技术。

3. 2　SZL F亚基解离途径 (弱酸处理途径 )

早期研究已表明 , 猪脾铁蛋白 ( Pig sp leen ferritin , PSF)和 HSF的铁核主要由无机磷酸盐和铁组

成。铁蛋白铁核的磷铁组成处于非均匀状态 ,可分为高磷铁比的铁核表层和低磷铁核比的铁核内层。

H
+和 OH

-参与磷铁的释放 , H
+迫使铁蛋白释放铁核内层的铁且加速铁的释放 ,而 OH

-迫使铁蛋白释

放铁核表层的铁且减慢释放铁的速率 [ 5 ]。为科学揭示此现象 ,选用 TEM技术研究在不同酸碱度情况下

SZLF亚基解离的趋势。图 2A是 SZLF (pH 7. 0)分子结构电镜图。从图 2可看出 , SZLF由高电子密度

铁核和低电子密度蛋白壳构成 ,蛋白壳由若干个亚基 (环状结构中的白色颗粒 )或亚单位组成 ,亚基之

间堆积紧密度并不高 ,并有横跨蛋白质壳内外的通道。经分子结构尺寸统计发现 , SZLF蛋白壳的平均

直径为 13. 06 nm,其中铁核平均直径为 6. 38 nm,蛋白壳的平均厚度为 3. 34 nm。随着反应介质的酸度

递增 , pH值降低至 4. 0和 3. 0时 ,可分别获得图 2B和图 2C结果。从两幅电镜图中未观察到 SZLF蛋

白壳亚基完全或部分解离迹象 ,说明 pH在低于 7. 0和高于 3. 0条件下 ,反应介质中的 H
+迫使 SZLF释

放铁核内层中的铁磷组成 ,不影响或不减弱铁核表层的铁与蛋白壳内表层氨基酸的相互作用强度 ,也不

影响 SZLF的电泳迁移率 ,所以无法从电镜图中观察到铁蛋白分子结构的明显变化 ,但此时 SZLF铁核

中心区域实际上已经出现电镜无法观测到的空心。

图 2D是在 pH 2. 0条件下 SZLF分子结构的电镜图。图 2D清晰地显示只有部分 SZLF具有完整的

分子结构 ,而剩余部分的 SZLF则发生了亚基解离现象。较高的 H
+浓度不仅迫使 SZLF大量释放铁核

内层中的铁磷组分 ,而且造成 SZLF蛋白壳部分发生亚基解离 ,甚至被水解成单条肽链。

图 2E和图 2F是 SZLF经弱酸 (pH 1. 0)处理后的电镜图。从图 2E可见 ,弱酸介质能使 SZLF蛋白
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图 2　在不同 pH条件下 SZLF的透射电子显微镜图 (弱酸处理 )

Fig. 2　TEM map of SZLF under the condition of different pH ( treatment of weak acidity)

A. pH 7. 0; B. pH 4. 0; C. pH 3. 0; D. pH 2. 0; E, F. pH 1. 0。

壳完全解离成游离的亚基、亚基聚合体和肽链 ,并能在 TEM下观察到完全裸露的空心铁核轮廓。对图

2E局部区域放大 ,可清晰地看出少量去折叠的亚基聚合体盘绕着铁核 ,形成了亚基聚合体 2铁核复合物
结构。这种复合物结构大小具有随意性或无规则性。去折叠程度越大 ,暴露的疏水基团越多 ,形成的聚

合体直径越大。铁核被该复合体无规律地包裹在其中 (见图 2F) ,最终形成包涵体或沉淀的铁核 2蛋白
质 (丝状结构 ) ,无法呈现出标准铁蛋白的分子结构特征 ,只显示铁核结构特点 (图 2E和图 2F)。

3. 3　SZL F亚基解离途径 (弱碱处理途径 )

释放铁动力学研究已表明 , 铁蛋白在弱碱介质中释放铁的速率明显低于在弱酸介质中 ,推测释放

铁的速率差异性主要与蛋白质壳的调控和释放铁核中的铁分布不同有关 [ 20 ]。图 3是 SZLF经弱碱处理

途径获得的电镜图。从图 3A可看出 ,与弱酸处理现象类似 , SZLF亚基同样也随着反应介质中的 OH
-

浓度增加而急剧解离。当反应介质 pH = 13. 0时 (图 3A) , SZLF亚基几乎完全被解离 ,只显示裸露松散

的铁核。此现象主要起因在随着反应介质中的 OH -浓度递增 ,伴随着与蛋白壳内表层氨基酸残基络合

的铁磷组成快速释放 ,从而导致 SZLF亚基失去络合位点而迅速释放。图 3A裸露的黑色斑点主要是由

铁核内层铁磷组成的铁核电镜图 ,其组成不同于由铁核表层组成的空洞铁核 (图 2F) ,不受或略受蛋白

　图 3　经弱碱处理 SZLF的透射电子显微镜图

Fig. 3　TEM map of SZLF with alkalescence treatment

A. pH 13. 0; B. pH 14. 0.

壳的包裹与约束 ,显示较高的自由膨胀率 ,因

而推测图 3A显示的铁核直径应该略大于图

2F显示的铁核 ,但图 3A中显示的铁核仍然络

合少量去折叠的亚基 ,且形成多聚体铁核的数

量也不多 ,多数处于游离状态 ,这与图 3F显示

的铁核分布规律极为相似。但在反应介质

pH 14. 0环境下 ,铁核出现了明显的聚集状

态 ,以铁核簇的方式出现。推测在 pH 14. 0的

反应介质中 ,高浓度的 OH
-迫使络合于游离

的铁核上的去折叠亚基成为无规则的肽链 ,此

时大量疏水氨基酸残基外露 ,提高不同铁核之间的肽链疏水残基相互作用机率 ,加速了铁核多聚体的形

成 (图 3B)。由此可见 ,铁蛋白、铁核和蛋白壳的分子大小与弱酸或弱碱处理途径有关 ,与络合铁核的亚
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基数目和去折叠程度有关。

3. 4　SZL F亚基酸碱解离过程中的分子尺寸变化

表 2是在不同 pH值下 , SZLF、蛋白壳和铁核显示的分子直径。从表 2可见 ,即 SZLF分子直径越

大 ,蛋白壳的厚度越厚、铁核分子的直径也越大 ,表现出蛋白壳内充满结实和膨胀的铁核 ,并需要有

24个亚基且高对称性包裹着铁核 ,形成一定厚度的蛋白壳的基本结构特征。反应介质的 pH降到 410,

SZLF释放部分铁核内层的铁 ,并伴随铁核缩小迹象 ,导致蛋白壳和 SZLF分子直径缩小 (表 2)。随着反

应介质的酸度降低到 pH 3. 0,蛋白壳中的部分亚基间的相互作用减弱 ,之前的紧密结构变得松散 ,减少

了蛋白壳对铁核包裹的限制 ,使蛋白壳和铁核分子略微增大 ,引起 SZLF (pH 3. 0) 分子直径的增大。以

此类推 ,铁核含铁量的降低 ,蛋白壳对铁核包裹紧密度和蛋白壳去折叠后所产生松散亚基结构等因素 ,

便可合理地解释表 2的实验数据。SZLF蛋白壳的亚基是通过降低亚基之间的相互作用强度 ,蛋白质去

折叠和逐一被剥离等途径解离的。部分 SZLF亚基紧紧络合于铁核上 ,并形成松散的多聚且去折叠的亚基

包裹铁核 ,这可能是蛋白壳内表层的氨基酸残基紧紧络合于铁核表层的部分高磷铁比的铁而形成的。

表 2　SZLF、蛋白壳和铁核尺寸分析
Table 2　D imension analysis of SZLF including p rotein shell and iron core

pH 7. 0 pH 4. 0 pH 3. 0 pH 2. 0 pH 1. 0 pH 13. 0 pH 14. 0

铁蛋白直径
Ferritin diameter ( nm) 13. 06 ±0. 12 11. 86 ±0. 153 12. 14 ±0. 103 11. 76 ±0. 133 - - -

铁核直径
Ion core diameter ( nm) 6. 38 ±0. 94 6. 10 ±0. 10 6. 28 ±0. 10 5. 98 ±0. 133 7. 70 ±0. 113 8. 31 ±0. 083 8. 00 ±0. 143

蛋白壳厚度
Thickness of p rotein

shell ( nm)
3. 34 ±0. 10 2. 88 ±0. 12 2. 93 ±0. 15 2. 89 ±0. 07 - - -

　3 : 与 pH相比差异显著 ( Significantly different from the control( SZLF) pH 7. 0) ( p < 0. 05)。

3. 5　铁蛋白复性与组装

由图 2E可知 , 在反应介质 pH 1. 0中 , SZLF蛋白壳的多数亚基被解离成游离亚基或去折叠肽链 ,

但表 3结果却显示出 ,当酸度从 pH 1. 0递增到 pH 2. 0时 , SZLF、铁核和蛋白壳厚度却与天然 SZLF分

子尺寸很相似 ,这说明了游离的亚基或去折叠亚基迅速包裹裸露铁核形成铁蛋白分子结构的理论。但

此时 , SZLF蛋白壳亚基的堆积仍然是松散的 ,蛋白壳是否由 24个亚基且高对称性组成尚不清楚 ,但从

表 2结果中可推测 ,蛋白壳的亚基数目可能少于 24个 ,因为重组的 SZLF (pH 2. 0)蛋白壳亚基结构是松

散的。随着介质 pH逐步递增 ,铁核由松散逐渐转化成稍微紧密结构 ,构成蛋白壳的亚基数目逐渐增

加 ,从而稍微增加蛋白壳的厚度 ,使 SZLF分子结构 (pH 4. 0)的尺寸应略大于天然 SZLF (pH 7. 0)。随

着反应介质 pH不断地上升 ,铁核和蛋白壳紧密度不断地增加 ,最终形成了 SZLF、铁核和蛋白壳厚度均

小于天然状态 (pH 7. 0)的 SZLF。推测在进行弱酸解离 SZLF过程中 , SZLF已释放一定量的酸不稳定铁

(铁核内层的铁 )和产生去折叠的亚基 ,导致重组的 SZLF的含铁量和组成蛋白壳的亚基数目均小于天

然 SZLF (pH 7. 0) ,所构成的 SZLF、铁核和蛋白壳厚度自然均小于天然 SZLF (pH 7. 0) (表 3)。而这种

尺寸差异的程度可能与 SZLF亚基重组所需要的时间和反应介质 pH递增速率有关。相关的 SZLF复性

与重组途径及机理还有待于进一步研究。

表 3　在组装过程中 , SZLF、蛋白壳和铁核尺寸分析
Table 3　D imension analysis of SZLF including p rotein shell and iron core during reassembling

pH 7. 0 pH 1. 0～2. 0 pH 2. 0～4. 0 pH 4. 0～7. 0

铁蛋白直径 Ferritin diameter ( nm) 13. 06 ±0. 12 13. 42 ±0. 39 13. 28 ±0. 28 11. 31 ±0. 163

铁核直径 Ion core diameter ( nm) 6. 38 ±0. 94 6. 52 ±0. 16 6. 20 ±0. 14 5. 40 ±0. 093

蛋白壳厚度 Protein shell thickness ( nm) 3. 34 ±0. 10 3. 45 ±0. 15 3. 54 ±0. 08 2. 96 ±0. 133

　3 : 与 pH相比差异显著 ( Significantly different from the control( SZLF) pH 7. 0) ( p < 0. 05)。

3. 6　SZL F亚基解离和相互作用

不同浓度的乙腈、丙酮等有机溶剂处理 SZLF并不能使它解离成单亚基状态。图 123已指出 ,弱酸

介质会消弱铁蛋白部分亚基的相互作用强度 ,易形成游离或去折叠亚基 ,并形成不同分子尺寸的铁蛋白
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结构。为了进一步证实图 124实验结果 ,选用具有一定弱酸的基质 ( SA , 0. 1% TFA和 30%乙腈 ,

pH≈ 3. 0)预处理 SZLF,获得 MALD I2TOF质谱图 (图 4)。图 4中 3个质谱峰分别对应 SZLF的带双电荷

亚基、带单电荷亚基 (M + )和带单电荷亚基二聚体所对应的质谱峰 ,即 M2 + , M +和 2M + ,其中单电荷亚基

含量最高 ,而带单电荷亚基二聚体含量比较低 ,说明了弱酸介质使 SZLF解离了少部分对弱酸不稳定的亚

基 ,并转变成亚基离子 ,供质谱仪分析 ;同时说明了被解离的亚基瞬时形成二聚体的机率较低。这进一步

佐证了图 123关于 SZLF亚基解离途径和分子结构尺寸变化与蛋白壳亚基解离程度和紧密度有关的论点。

图 5中显示 m / z 10362. 334, 20649. 589, 41382. 517也是 SZLF产生的对应质谱峰。尽管两图之间

的质谱峰所对应的 m / z略有差别 ,但均属于误差范围内。进一步分析发现 , SZLF混合样品中混入的少

量 HSF也产生了对应的 H和 L亚基质谱峰 ,如 m / z 20028. 150和 21487. 632。这说明在 pH 3. 0条件

下 ,无论是 SZLF的 H2H相互作用还是 HSF中的 H2H、H2L和 L2L的相互作用都有减弱 ,所以在激光的

辅助作用下亚基被解离出来而被质谱检测到。同时也说明两种铁蛋白的亚基并未出现去折叠的现象。

因为亚基去折叠以后 ,很容易相互结合形成分子量较大的聚合体 ,而这种聚合体很难被质谱检测到。由

此 , 可以得出与电镜研究相同的结论 ,在 pH 3. 0条件下 ,在 H +的作用下 SZLF铁核内部的磷铁组分被

释放出来 ,而亚基之间的相互作用强度和结合紧密度也受到了一定的影响 ,致使一些相互作用较弱的亚

基开始被解离出来而被质谱检测 ,而相互作用较强的亚基则没有受到影响 ,它们需要更低的 pH条件才

能使它们解离出来并去折叠。这一切都说明 pH 3. 0是亚基开始解离但却并没有完全解离的阶段。

　图 4　SZLF的质谱图

Fig. 4　Mass spectrogram of SZLF

　图 5　混合 HSF的 SZLF质谱图

Fig. 5　Mass spectrogram of SZLF m ixed with horse sp leen

ferritin (HSF)

3. 7　结论

在亚基弱酸解离的过程中 , SZLF内部的铁核和外部的蛋白壳部分都发生了变化 : 从

pH 7. 0～4. 0的过程中 ,铁核内部的铁逐步释放出来 ,表现为铁核直径的缩小 ,而铁核的缩小也使外部

的蛋白壳直径随之缩小 ;而当 pH降至 3. 0,亚基之间的相互作用力减弱 , SZLF的结构变得松散 ,致使表

观上看到蛋白壳的直径有所增大 ;当 pH降至 2. 0时 ,较高的 H
+浓度不但使 SZLF使铁核内层的铁磷组

分大量释放 ,而且使 SZLF蛋白壳部分发生亚基解离 ,甚至被水解成单条肽链 ;在 pH 1. 0时 , SZLF蛋白

壳一部分被完全解离成亚基聚合体、游离的亚基和亚基去折叠肽链 ,一部分去折叠的亚基聚合体和铁核

并未完全脱离 ,形成了亚基聚合体 2铁核复合物。亚基弱碱解离的过程则与酸解离过程有所不同 , OH -

使与蛋白壳内表层氨基酸残基络合的铁核外层的铁磷组成快速释放 , pH 13. 0时大部分 SZLF亚基失去

络合位点而与铁核脱离处于游离状态 ,而此时的铁核几乎不受蛋白壳的包裹与约束 ,显示较高的自由膨

胀率 ,因而其直径增加也比较明显。在亚基重组装的过程中 , pH 1. 0～2. 0的过程是游离和去折叠亚基

快速包裹裸露铁核的过程 ,之后的过程则是由松散状态向紧密有序结构重组的过程。
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D issoc ia tion and Recom b ina tion M echan ism of Ferr itin

Subun its in the L iver of Sphyrna Zygaena

L IN Q ing1, 2 , CHEN Ping1 , J I Xue2Tao1 , KE Cai2Huan2 , HUANG He2Q ing3 1, 2, 3

(1
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2
S tate Key Laboratory of

M arine Environm ental Science, College of O ceanography and Environm enta l Science, 3 The Key Labora tory of Chem ica l

B iology of Fujian Province, College of Chem istry & Chem ical Engineering, X iam en U niversity; X iam en 361005)

Abstract　L iver ferritin of Sphyrna zygaena ( SZLF) with purity of mass spectrum was p repared in batch.

Under the condition of acidifying medium at pH 1. 0, PAGE showed that SZLF subunits treated for 20 m in

began to dissociate. A whole p rocess of subunit dissociation and recombination was monitored by transm ission

electron m icroscopy ( TEM ). In addition, the changes of size of both p rotein shell and iron core were also

determ ined by TEM directly. It was found that in the acid dissociation p rocess of SZLF subunits, the size of

iron core and p rotein shell showed the same trend of change, which m ight be related to not only the iron

release of inner iron core but the dissociation and unfolding of the p rotein shell. The passway of SZLF recombi2
nation is a fast step , which is a conversion p rocess from incompact moltenglobule to compact ferritin. Under

the assistant of matrix acidity pH 3. 0 and laser, SZLF m ixed with horse sp leen ferritin (HSF) still has capacity

to release its subunits to form subunit ions for mass analysis by a MALD I2TOF mass spectrometer, which indi2
cates that the interaction intensity between the subunits was weaken but they were not unfolded under this pH

condition. TEM technology can be app lied in studying both dissociation and recombination in ferritin subunits.

Keywords　 Ferritin; Transm ission electron m icroscopy; Subunit dissociation and recombination; Matrix

assisted laser desorp tion ionization2time of flight2mass spectrometry
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