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摘要: 棕色固氮菌细菌铁蛋白( Bacter ial fer ritin of A zotobacter vineland ii, A vBF )分子结构由蛋白壳、铁核和横跨蛋白壳

的电子隧道组成.细菌铁蛋白由 24 个相同类型的亚基组成,其分子量略高于魟鱼肝铁蛋白( L iv er ferr itin of Dasyatis aka-

j ei , D AL F) .电泳纯的 Av BF 在可见光谱区内呈现出 4 个特征吸收峰, 波长分别位于 414(A峰) , 525(B峰) , 555( S 峰 )和

585(未知) nm.经 N a2 S2O 4 还原后, 其 A vBF 在紫外可见区内的整体吸收峰强度明显增高. 经物理铂金电极还原后, Av BF

的A特征吸收峰( 414 nm)强度随着控制还原电位降低( - 200, - 400, - 600 mV vs N H E)而增强. 动力学研究表明, 在弱

碱( pH8. 0)条件下, A vBF 和 DA LF 均以二分之一级反应动力学方式释放铁, 均未表现出释放铁速率转换行为, 认为

Av BF 和 DA L F的释放铁速率和铁蛋白蛋白壳的柔性调节速率处于同步进行状态,使铁蛋白释放铁的过程符合二分之一

级反应动力学规律.
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  在体内,铁蛋白主要的生理功能是释放铁,供合成

含铁的酶蛋白对铁的需求,并储存细胞介质中的过剩

游离铁,从而避免产生铁中毒. 在细胞内, 铁的转移和

运输由转铁蛋白和它的受体负责. 目前,有关铁蛋白和

转铁蛋白参与铁代谢的途径与机理的研究已有详细的

研究报道
[ 1]

.细菌铁蛋白与哺乳动物铁蛋白在分子组

成上存在着差异性, 具体如下: ( 1)细菌铁蛋白含有血

红素成分;蛋白质由单类型亚基组成;铁核中含有高磷

酸盐含量和高磷铁比值( 1 Ø 1. 2)特征
[ 2, 3]

. 现已有报

道提出合成铁蛋白蛋白壳在先, 储存铁在后的学术观

点[ 4] , 这一看法将有助于理解铁蛋白储存铁的途径与

机理.研究铁蛋白释放铁规律和动力学特征是了解铁

蛋白进行铁代谢途径与机理的重要手段之一.但由于

绝大多数铁蛋白释放铁过程呈复杂性, 无法采用简单

动力学规律阐明释放铁全过程与规律, 使相关的研究

进展开展较为缓慢
[ 5, 6]

. 1996 年, 美国 Watt 实验室和

黄河清等人同时提出细菌铁蛋白释放铁过程呈复杂

性,发现了铁蛋白以两种不同速率途径释放铁的全过

程,并建立相关的动力学方程,较为合理地解释其释放

铁的机理.早期研究结果表明,铁蛋白铁核结构可区分

为含高磷铁比的铁核表层和含低磷铁比的铁核内层,

认为铁核表层的磷铁结构参与铁蛋白的生理功能, 而

铁核内层的磷铁结构作为铁源,起着供铁的作用[ 8] .在

体内,铁蛋白释放铁的过程由铁核中心逐步向铁核表

层延伸,而在体外,释放铁的过程由铁核表层逐渐趋于

铁核内层,并伴随着混合反应级数特性,推测这一过程

的起因是受到铁蛋白蛋白壳柔性调节速率和幅度的影

响,与铁核表层的磷铁结构无关
[ 8]

.磷酸盐是铁蛋白铁

核结构的主要成分之一, 起着缓释铁速率的作用, 但无

法使释放铁动力学级数由复杂转化为简单[ 3] .血红素

组成、亚基类型和铁核中的磷酸盐含量对铁蛋白释放

铁过程中呈复杂特性所起的作用很小, 认为铁蛋白蛋

白壳的柔性调节速率与幅度与释放铁速率不同步时,

将会产生不同释放铁速率,并呈复杂动力学过程. 本文

选用电子显微镜、电子光谱、生物电化学和 Na2 S2 O4

还原法等分析技术探讨 AvBF 电子光谱和释放铁动力

学的新颖特性, 进一步证实蛋白壳的柔性调节速率与

幅度是铁蛋白释放铁速率和过程中的限制因素的论

点,它为今后深入研究铁蛋白铁代谢途径与规律提供

有价值的理论依据.

1  材料与方法

1. 1  材料与试剂
棕色固氮菌 OP 菌株( A z otobater vinelandi i OP)

引自美国威斯康星大学固氮研究中心. 部分实验所需

的试剂购买于美国 Sig ma 公司产品. 棕色固氮菌用改

良的 Bur ks无氮培养基( 1 000 mL 蒸馏水中含葡萄糖

20 g ,柠檬酸钠 20 g, K 2H PO 4 # 3H2 O 0. 8 g, KH 2PO4



0. 2 g, M gSO 4 # 7H 2O 0. 2 g , CaCl2 # 2H 2O 0. 1 g, Fe-

SO 4 # 7H 2O 0. 015 g, Fe2 ( SO 4 ) 3 # 6H 2 O 0. 005 g, 琼

脂 18 g, pH 7. 0)在 100 L 发酵罐中发酵. 对数生长期

收集菌体备用.

1. 2  方  法
( 1)铁蛋白制备与纯化  AvBF 和 DALF 的分离

及纯化参考李久蒂 [ 5] 的方法. 实验所需 AvBF 和

DALF 分别经 DEAE-52纤维素柱,并采用 0. 20 mol/

L NaCl的 T ris-H Cl( pH 7. 25)缓冲液洗脱, 收集粗铁

蛋白样品.随后,选用天然梯度凝胶电泳技术进一步纯

化铁蛋白.实验所需的铁蛋白( AvBF 和 DA LF)均为

电泳纯.

( 2) Av BF 直接电位还原  三电极电解池设计参
考黄河清方法[ 7] , 控制电位分别为- 200、- 400 和

- 600 m V(相对标准氢电极电位) , 还原时间控制在

45 min. 采用光谱电化学技术 [ 8] 测定铁蛋白释放铁的

动力学过程和电子光谱.

( 3) Av BF 的电镜观察  电泳纯的 AvBF 用 2%

磷钨酸染色 10 m in 后, 直接置于透射电子显微镜中,

在 10万放大倍数下观测与拍摄铁蛋白的分子结构.

( 4)铁蛋白释放铁动力学测定  弱碱性铁蛋白
( pH 8. 0)样品制备参考黄河清已报道的方法[ 7] . 选用

Na2 S2 O4 为还原剂和 A'A-联吡啶为亚铁螯合剂. 铁蛋

白释放铁的速率测定和换算动力学参数均参考黄河清

的方法[ 6, 7] .

2  结果与讨论

2. 1  AvBF 和 DALF 亚基特性

图 1是 DALF 和 AvBF 经聚丙烯酰胺凝胶电泳

( PAGE)分离后的电泳图. 从图中可看出 DALF 和

AvBF 在 PA GE 层析板上呈现出单条蛋白带, 这说明

实验所采用的铁蛋白样品已达到电泳纯, 符合研究铁

蛋白理化特性的基本材料的要求. 进一步表观现象分

析后,发现 DALF(图 1左边)迁移率比 AvBF(图 1右

边)快,其 DA LF 的分子量略小于 A vBF.

2. 2  AvBF 的电镜分析

AvBF 分子结构由电子隧道、蛋白壳和铁核组成,

铁核位于蛋白壳中心区域.由于铁核具有高电子密度

特性,所以铁蛋白经负染法处理后,即可在电子显微镜

下观察到铁蛋白的基本分子结构特征. 图 2 是 Av BF

电镜图,放大倍数 10万倍.从图中清楚看出, AvBF 基

本分子结构由蛋白壳和铁核组成, 其中黑色球状物是

带有高电子密度特点的铁核, 位于蛋白壳中心,蛋白壳

包裹铁核.从动植物及微生物机体中获取的各类铁蛋

 图 1 DA L F 和 A vBF 聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱

 Fig . 1  Electr opho resis patt ern o f PA GE bo th DAL F and

A vBF

白均有高对称的 24个亚基组成, 但亚基类型不同. 细

菌铁蛋白由单类型亚基组成,而 DALF 由 H 和 L 不

同类型的亚基组成. 但进一步比较 AvBF 和 DALF 的

电镜图
[ 9, 10]
后, 作者发现 A vBF 呈现的基本分子结构

与 DALF 很相似, 没有明显结构特征的差别, 即相同

亚基类型和不同类型亚基组成的铁蛋白, 从电子显微

镜技术层次上, 其铁蛋白分子结构很相似.近期的研究

已表明,细菌铁蛋白与哺乳动物铁蛋白在释放铁的过

程中均表现复杂动力学特性,呈现出两种不同速率特

点,这一现象说明了释放铁过程与铁蛋白亚基类型、铁

核组成、是否含有血红素组成和分子结构 (图 2)无

关
[ 10~ 12]

.

 图 2  A vBF电镜图

标杆尺度: 50 nm

 F ig . 2  Electro n micr og raph of A vBF

2. 3  AvBF 的电子光谱特性

  早期研究已表明,在紫外可见光谱区内, 动物铁蛋

白电子光谱的吸收强度随着波长的红移而减弱,没有

明显的特征吸收峰 (除 280 nm 蛋白质固有吸收峰
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 图 3  A vBF 电子光谱图

A :经 N a2 S2 O4 还原后的 A v BF

B: A vBF  C:未知组成的吸收峰( 585 nm)

 F ig. 3 Elect ronic spectr a of A vBF

外) [ 13] .细菌铁蛋白因含有血红素组成, 则在 414 (A

峰) , 525( B峰) , 555( S峰)呈现出 3个血红素特征吸收

峰[ 8] . 图 3是 AvBF 在波长位于 400~ 650 nm 范围内

的特征电子光谱,却表现出 4个特征吸收峰, 与早期研

究报道的结果略有不同, 其波长分别为 414(A峰) , 525

(B峰) , 555( S 峰)和 585(未知) nm,其中前 3个吸收峰

是 AvBF 蛋白壳表层上的血红素对光产生吸收的特有

吸收峰,而位于 585 nm 吸收峰是未知组成对可见光

产生的吸收峰, 其引起光吸收的组成尚未清楚. Av BF

经 Na2 S2 O4 还原后,铁蛋白铁核中的高铁组成被还原

成亚铁组成后, 其整体吸收曲线强度明显增强, 而 414

(A峰) , 525( B峰) , 555( S 峰)和 585(未知) nm 的峰位

却未出现红移或紫移现象.这一现象说明了, 铁蛋白被

还原后,其蛋白壳亚基结构和铁核组成均未被完全还

原分解,但却产生构象变化,导致铁蛋白在紫外可见光

谱区内的整体吸收强度得以提高. 值得一提的是位于

585 nm处的特征吸收峰却未随着铁蛋白被还原而消

失,说明了该吸收峰形成与铁蛋白中铁组成价态和蛋

白壳发生构象变化无关, 推测可能由细菌铁蛋白的二

聚体或多聚体引起的特征吸收峰, 详细有待于进一步

研究.

2. 4  AvBF 电化学光谱特性

与多数蛋白不同,铁蛋白在物理电极(或黄金电极

等)上能直接获得还原电子
[ 14]

. 这些新颖现象与铁蛋

白属于非电极惰性的蛋白质类型有关, 它利用横跨蛋

白壳的电子隧道从物理电极上获得电子, 并产生自身

的铁核还原现象,其还原效果类似于采用化学还原剂

直接还原的效果.为证实这一论点,作者选用生物电化

学光谱技术,采用三电极体系分别控制还原电位为-

200、- 400和- 600 mV(相对氢电极电位)研究 Av BF

还原后的光谱性质变化. 图 4是在波长位于 414 nm

 图 4 A vBF经不同物理电位直接还原后的光谱特性

A : A v BF+ 还原电位( - 600 m V)

B: A vBF+ 还原电位( - 400 mV )

C: A vBF+ 还原电位( - 200 mV )

 F ig . 4  Spectral character istics o f A vBF reduced w ith dif-

fer ent physical po tent ials

处,不同还原电位直接还原 AvBF 后的光谱变化趋势

图.从图中可以看出, AvBF 在 414 nm 处的特征吸收

峰强度随着还原电位逐步降低,还原能力提高而增强.

这一现象说明了, AvBF 中的铁核组成在不同还原电

位的物理电极上获得还原电子速率和程度不同,随着

控制还原电位逐渐降低, AvBF 铁核中的铁组成逐渐

被还原,最后引起蛋白壳产生的构象变化,并产生光谱

吸收值递增, 其光谱变化趋势与采用强化学还原剂

Na2 S2 O4 直接还原 AvBF 所产生的光谱效应类似. 这

一现象进一步肯定 AvBF 是一种非电极惰性的蛋白

质,它能迅速从物理电极上获得还原电子,并产生自身

铁还原现象,这一直接从物理电极上直接接受电子的

新颖行为可为今后研制 AvBF 电极且用于直接生物电

分析奠定良好的研究基础与提供科学依据.

2. 5  AvBF 和 DALF 释放铁动力学

体外释放铁的过程由铁核表层逐渐趋于铁核内

层,并伴随着混合反应级数特性, AvBF 在体外生理

pH 条件下释放铁的全过程代入二分之一级动力学方

程式,结果出现两相( A, B) ,其转折点时间位于30 min

处,且 A vBF 的 A 相区符合一级动力学规律, 而 B 相

区符合零级反应动力学规律[ 6] . DALF 体外生理 pH

条件下铁释放全过程的动力学特征与 AvBF 相似, 不

同的是DALF 的转折点时间位于20 min处. 为了进一

步研究非生理 pH 值下, 铁蛋白释放铁动力学是否仍

保持两相行为, 本实验选用弱碱性( pH 8. 0)介质,分别

测 AvBF 和 DALF 的铁释放的全过程,并将结果代入
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 图 5  A vBF 在 pH 8. 0时释放铁的动力学

A bsmax : 在释放铁过程中 A vBF释放最大的铁量时

的吸收值

A bs t :在释放铁的反应时间( t)内, Av BF 释放铁量

的吸收值

 F ig. 5 K inetics of iro n r elease from Av BF at pH 8. 0

二分之一级动力学方程式,结果如图 5和 6, 均成单一

直线, 与生理 pH 条件下不同. 在 pH 8. 0 条件下,

Na2 S2 O4 作为还原剂, AvBF 和 DALF 释放铁的全过

程符合二分之一级动力学规律,呈单相而非两相行为.

已有研究提出铁蛋白释放铁的速率及相数与还原剂

Na2 S2 O4 浓度及铁还原速率无关, 与该蛋白蛋白壳的

自身调节速率有关[ 10] . 在弱碱性 ( pH 8. 0) 区域里,

OH
-
使铁蛋白蛋白壳产生了自身调节和构象变化,并

使 AvBF 和 DALF 在反应体系 pH 8. 0中能有效的利

用隧道的开关控制作用或改变隧道宽度, 控制

Na2 S2 O4 利用浓度扩散方式穿过蛋白壳三相隧道的扩

散速率,有效降低释放铁的速率, 减少不同速率的相

数,最终以单一级反应方式,达到释放铁速率相数转换

的结果[ 12] .因此, 本实验所获得的实验结果进一步验

证了蛋白壳的柔性调节速率与幅度是铁蛋白进行释放

铁速率过程中限制性因素的论点.
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The Novel Properties of Electron Spectrum and Kinetics of

Iron Release from Bacterial Ferritin

H U Xiao-hui, H UA NG He-qing*

( Department of Biochemistr y and Biotechno lo gy , School of L ife Sciences, Xiamen U niversity, Xiamen 361005, China)

Abstract: M o lecular structur e fr om bacter ial ferr itin of A zo tobacter vineland ii( A vBF ) consists of prot ein shell, ir on cor e and elec-

t ron tunnel acr oss its shell. A vBF is composed of 24 subunits w ith sing le ty pes, but its mo lecular w eig ht is a little hig her than that o f

Liver fer ritin of Dasyatis akaj ei( DA LF ) . Av BF w ith elect rophor esis pur ity show ed four char acter istic abso rbance peaks( CA P s) in

visible spectral reg ion, w hich their w aveleng th wer e 414(A) , 525(B) , 555( S) , 585( unkno wn) nm. T he who le absor bance intensity in

Av BF enhanced evident ly while reduced w ith ex cess N a2 S2 O4 . T he intensit y o f CA Ps at 414 nm(A peak) incr eased g oing wit h the

co nt rolled potential t o shift to neg ative at - 200, - 400, - 600 m V vs N H E, respectively , in r esponse to r educe w ith physical elec-

t rode. T he kinetics sho wed that bo th Av BF and DA LF released its iro n as a law o f half- or der in the absence o f rate exchang e, indica-

t ing that both proteins carr ied out the same r ate of ir on release while both pr otein eng aged in the similar r egulat ion r ate o f pro tein

shell it self, w hich r esulted in the kinetic law s of iron r elease bot h fer ritins fo llow ed a half- order r eact ion.

Key words: bacter ial ferr itin; A zotobacter vinel andii ; electr on spectr um; iro n release kinetics
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