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[摘要 ] 从紫外可见光谱和电子显微结构两方面比较研究鲨鱼肝铁蛋白 ( SLF )、脱铁核铁蛋白

( apoSLF ) 以及储存有机磷农药分子的铁蛋白 ( SLFop) 的理化特性. 结合不同程度脱铁核铁蛋白储存有机

磷能力的差别及其动力学规律, 推断有机磷分子的储存位点位于铁核表层, 其储存能力受控于含高磷铁比

的铁核表层结构和储存有机磷的场所, 并与介质中有机磷分子浓度有关. 研究结果为构建铁蛋白生物反应

器应用于水体监测奠定基础.

[关键词 ] 鲨鱼肝铁蛋白 ( SLF ); 紫外可见光谱; 电子显微结构; 有机磷农药
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0 引言
铁蛋白 ( Ferrit in) 是一种具有耐稀酸 ( pH= 210)、耐稀碱 ( pH= 1210) 和耐较高温度 ( 70~ 75 e

水温下不变性 ) 等特性的球蛋白质
[ 1]
. 分子结构由蛋白壳和内部储存磷铁的铁核组成. 铁核位于蛋

白壳中心, 由 2 000~ 2 500个铁离子和 300~ 400个无机磷酸盐离子组成
[ 2 ]
. 含高磷铁比的铁核表层

参与实施铁蛋白的生理功能, 而含低磷铁比的铁核内层作为铁源, 仅起着供铁的作用
[ 3 ]
. 在脊椎动物

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, 在体外则相反, 此动力学过程受到铁蛋

白蛋白壳柔性调节速度、节奏和幅度的影响
[ 3- 5]

. 铁蛋白除具有储存机体中过剩铁, 避免铁中毒及释

放铁给细胞等生理功能外, 还具有体外储存重金属离子和劳氏紫等有机小分子的能力, 其储存能力受

到蛋白壳柔性调节能力的影响
[ 6 - 7 ]

.

近年来生物监测和卫星遥感技术在水体污染评价中的应用愈来愈广泛
[ 8]
. 现有的生物监测技术

无法连续监测水体的污染程度, 而遥感技术要真正实现大范围的连续监测, 必须结合能准确反映水体

污染程度的生物反应监测器
[ 9]
. 本文选用含铁蛋白丰富的鲨鱼肝脏为原始材料

[ 10 ]
, 以敌敌畏有机磷

农药为介质, 初步研究蛋白自身特性、外界有机磷农药浓度以及水体流动性等因素对铁蛋白反应器储

存有机磷农药的影响, 结合鲨鱼肝铁蛋白 SLF ( Shark Liver Ferritin) 的光谱特性和电子显微结构, 探

讨铁蛋白储存有机磷农药分子的机制, 为进一步了解铁蛋白的结构与功能提供科学依据, 为构建能连

续储存和监测有机磷污染的生物反应器奠定基础.

1 材料和方法
111 鲨鱼肝铁蛋白的制备与纯化
新鲜灰星鲨 (M ustelus griseus)购于厦门集美菜市场, 其肝铁蛋白的制备和纯化方法参照文献 [ 10].
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112 脱铁核鲨鱼肝铁蛋白的制备

为了去除 SLF铁核中的铁离子和无机磷酸盐离子, 往铁蛋白样品 ( 216 mg /mL) 中加入等物质量的
高铁离子还原剂 N a2 S2O4和亚铁离子螯合剂 A, Ac-联吡啶, 抽真空除氧后充入氩气, 室温静置. 间隔

不同时间段 ( 10m in~ 10 h) 取样过 Sephadex G- 25柱 ( pH= 7125) , 获得不同程度脱铁核鲨鱼铁蛋白
apoSLF ( Shark L iverApoferritin). 铁蛋白中的磷和铁含量分别采用磷铋钼蓝法和原子吸收光谱法测定

[ 11]
.

113 铁蛋白反应器储存有机磷农药分子

铁蛋白反应器由透析袋、鲨鱼肝铁蛋白 ( 2~ 5mL, 011 mg /mL)、磁力搅拌系统及水浴恒温器构

成
[ 6]
. 将铁蛋白反应器置于有机磷农药敌敌畏稀释液 ( 146 Lmol/L或 290 Lmol/L ) 中透析, 蠕动泵

模拟流动水体, 在 0~ 72 h内间隔取样过 Sephadex G - 25层析柱, 得到储存有机磷农药分子的铁蛋白

SLFop ( SLF sto ring organophosphorus pesticides) .

114 铁蛋白的光谱特性和电子显微结构

铁蛋白的紫外可见光谱选用日本岛津 UV - 240型紫外可见分光光度计扫描, 蛋白质量浓度为

011mg /mL. 采用电镜负染制片技术 (分别加一滴 SLF、 apoSLF或 SLFop ( 011 mg /mL ) 样品于 300

目铜网上, 室温晾干后加一滴质量分数为 2%磷钨酸 ( pH = 710) ) 负染 12 m in, 于 JEM - 100CXÒ

型透射电子显微镜下观察和拍照
[ 12]

.

115 每分子 SLFop储存有机磷分子数的测定

SLFop分子中总含磷量由两部分组成, 即蛋白本身的无机磷酸盐离子和储存的有机磷农药分子.

因此每分子 SLFop储存的有机磷分子数等于每分子 SLFop总含磷分子数减去无机磷酸盐离子数. 参照

文献 [ 13] 的过硫酸钾消化法测定每分子 SLFop的 (蛋白样品 011 mg /mL) 总含磷分子数
[ 13 ]

, 再按

磷铋钼蓝法测定 SLFop分子中含无机磷酸盐离子数
[ 11]

, 由此计算每分子 SLFop储存的有机磷分子数.

2 结果
211 SLF、 apoSLF和 SLFop的电镜结构

从铁蛋白超微结构 (见图 1a, 放大倍数为 115 @ 10
5
) 可看出, 鲨鱼肝铁蛋白是一种球形分子, 其

蛋白壳外径约 1115~ 1215 nm, 内部包绕着一个高电子密度的铁核, 其直径约 518~ 618 nm, 由磷铁组

成的铁核以整体形式存在于蛋白壳内. 经脱铁核作用后的 apoSLF分子 (见图 1b) 仍呈球形结构, 但蛋

白外径略有减小 ( 1017~ 1210 nm ) 且铁核内的电子密度明显减弱. 比较图 1a SLF和图 1c SLFop电镜

图, 外形上两者都由外围的蛋白壳及内部高电子密度的铁核组成, 但 SLFop分子略有缩小且内部电子密

度减弱, 其蛋白壳外径为 1017~ 1117 nm , 铁核内径为 511~ 611 nm, 均小于 SLF蛋白壳和铁核直径.
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212 SLF、 apoSLF和 SLFop的光谱特性

图 2为相同浓度的 SLF、 apoSLF和 SLFop的紫外 -可见光谱.

从图 2可以看出, SLF在紫外区呈现两个吸收峰, 分别位于 218 nm和 280 nm处, 但在可见光区

( 340~ 700 nm ) 没有特征吸收峰, 吸光度随着波长

红移呈减弱趋势. 经脱铁核作用或储存农药后的铁

蛋白在远紫外区 ( 200~ 245 nm ) 仍有一个强吸收

峰, 只是峰位略有红移现象.

apoSLF和 SLFop的光谱变化主要表现在近紫外

区 ( 240~ 320 nm ) . apoSLF在 280 nm处的峰值明

显高于 SLF, 且 apoSLF的吸光度随着波长红移呈快

速下降, 其变化幅度较大, 而 SLF的吸光度呈平缓

下降趋势. 与 SLF和 apoSLF相似, 储存农药后的

SLFop在远紫外区的 222 nm处产生强吸收峰, 吸收

强度随着波长红移急剧减弱, 至 250 nm 处为最低

值, 但是 SLFop的下滑幅度最小.

SLFop在可见光谱区的吸收也显著高于 SLF和

apoSLF, 以 apoSLF的吸收强度最弱.

表 1 不同程度脱铁核 apoSLF储存有机磷农药分子能力

Tab1 1 Storage capac ity o f organophosphorus by

d iffe ren t leve ls o f apoSLF
个

脱铁核
反应时间

铁离子数 无机磷酸盐
离子数

有机磷
分子数

0 m in 1 889 ? 16. 0 138. 5 ? 8. 50 19. 56 ? 1. 58

10 m in 1 638 ? 15. 0 105. 2 ? 6. 30 22. 81 ? 3. 45

40 m in 651. 2 ? 9. 10 83. 40 ? 6. 79 81. 08 ? 7. 69

1 h 485. 9 ? 10. 4 72. 02 ? 5. 46 81. 29 ? 5. 24

4 h 283. 6 ? 11. 5 53. 11 ? 3. 57 83. 64 ? 6. 92

5 h 160. 2 ? 7. 30 19. 57 ? 3. 02 85. 76 ? 8. 71

10 h 154. 1 ? 6. 30 12. 04 ? 1. 48 88. 67 ? 4. 62

说明:有机磷农药稀释液浓度为 146 Lm o l/L.

213 apoSLF储存有机磷农药分子的能力

为比较不同程度脱铁核后每分子 apoSLF储

存有机磷分子数的不同, 将脱铁核作用时间不

同的 apoSLF样品置于铁蛋白反应器中, 加入

146 Lmol/L的敌敌畏有机磷农药溶液, 静置反

应 24 h. 表 1显示, 不同程度脱铁核 apoSLF储

存有机磷分子能力差异较大. 含铁量最高的

apoSLF每分子内储存的有机磷分子数只有

( 19156 ? 1158)个, 随着脱铁核反应时间的延

长, 每分子 apoSLF储存有机磷分子数加大. 当

脱铁核反应时间延长至 10h, 蛋白自身铁核含

的磷铁量很低时, 即每分子 apoSLF只含 (15411 ? 6130)个铁
离子和 ( 12104 ? 1148)个无机磷酸盐离子时, 每分子 apoSLF

储存的有机磷分子数达到最大值. apoSLF储存有机磷分子的

速率可区分为两相行为, 当 apoSLF释放铁核表层的部分铁

时 (脱铁核反应时间在 40m in以内 ) , apoSLF以较快的速率

储存有机磷分子. 随着进一步的脱铁核和 apoSLF释放铁量

的递增, apoSLF储存有机磷分子的速率减慢, 且有机磷分子

的储存数量趋于饱和状态.

214 SLF储存有机磷分子的动力学过程

把 SLF铁蛋白反应器投放到 290 Lmo l/L敌敌畏农药溶

液中静置透析, 不同时间取样分析每分子蛋白储存有机磷分

子数 (见图 3) . 结果表明, 每分子 SLF储存有机磷分子数

随反应时间的延长呈上升趋势, 但不同时间段捕获有机磷分

子的速率差别很大. 当每分子 SLF储存的有机磷分子数达到
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最大值 ( ( 43170 + 3187)个 )后, 继续延长捕获时间, 则蛋白的有机磷储存量又呈缓慢下降趋势. 这

种现象可能与 SLF铁核表层有限的络合位点数有关, 且部分有机磷农药分子可能以不稳定的非结合

方式被储存, 因而容易被释放到介质中, 致使储存的有机磷分子数随着透析时间的推移而下降. 同

时, 铁蛋白在 24 h内储存有机磷分子的数量与外界有机磷浓度成正相关, 当铁蛋白反应器分别置于

146 Lmo l/L和 290 Lmo l/L的敌敌畏稀释液中, 24 h后每分子 SLF内储存的有机磷分子数分别为

( 19156 ? 1158)个和 (43170 ? 31 87)个 (见表 1和图 3) .

215 水体流动性对 SLF储存有机磷分子的影响

SLF反应器分别投放到两份浓度相同的敌敌畏稀释液

中 ( 290 Lmol/L ), 其中一份通过磁力搅拌器进行搅拌

( 400 r /m in), 保持水体处于流动状态, 另一份静置透析.

比较每分子铁蛋白储存有机磷分子数及速率.

图 4显示水体流动性可提高每分子 SLF储存有机磷

农药分子速率和数量, 即每分子 SLF在 24 h内最多能捕

获 ( 65169 ? 5163)个有机磷分子, 高于静止水体中铁蛋

白的储存量及速率, 不搅拌组 24 h内每分子 SLF最多储

存 ( 43117 ? 4158)个有机磷分子, 且呈现饱和趋势. 这

说明了大部分有机磷分子可能以稳定的共价键方式储存

于 SLF分子内, 不受水流冲击力的影响, 而水体流动性

可提高有机磷小分子与反应器中铁蛋白接触频率, 从而

提高铁蛋白储存有机磷分子的能力和速率. 因而在建立

SLF反应器储存污染水体有机磷分子的动力学方程式时,

务必考虑水体流速对蛋白储存能力的影响, 这样才能准

确、直接地反映水体有机磷农药的污染程度.

3 讨论
动物肝铁蛋白由外围光亮的蛋白壳和高电子密度的内部铁核组成, 储存磷铁的铁核以整体形式存

在于蛋白内部
[ 1]
. 脱铁核过程伴随着铁核中磷铁的释放, 脱铁核蛋白内部的电子密度明显减弱, 其

外部蛋白壳的柔性调节导致整个蛋白壳紧缩
[ 3- 5]

. 储存有机磷分子的铁蛋白超微结构与脱铁核铁蛋白

相似, 其外径缩小, 内部电子密度减弱. 由此推测, 铁蛋白在储存有机磷时, 有机磷分子穿过蛋白壳

的三相物质交换隧道进入铁核
[ 14 ]

, 与铁发生交换, 有机磷挤占了铁核部分空间, 铁蛋白释放出部分

不稳定铁, 致使铁核内的电子密度降低. 随着储存反应的延续, SLF释放铁量递增, 蛋白壳通过柔性

调节作用引起三相物质交换隧道宽度变窄, 使整个蛋白的外径缩小.

为了进一步探讨铁蛋白储存有机磷分子的机制, 本研究比较分析了 SLF、 apoSLF和 SLFop的光谱

特性. 通常, 远紫外区的吸收峰与蛋白的肽链构象相关; 而近紫外区的吸收主要由蛋白侧链上的芳香

氨基酸残基所贡献, 裸露的铁硫簇在可见光谱区内具有特征吸收峰
[ 15]

. 结果显示: 1) 3种蛋白在远

紫外区的吸收光谱没有明显差异, 说明脱铁核作用或储存有机磷分子的过程没有改变铁蛋白的肽链构

象; 2) 3种蛋白在可见光谱区都没有铁硫簇的特征吸收峰, 说明含有铁硫簇的铁核受到蛋白外壳屏

蔽效应的影响, 失去对可见光产生强吸收的机会; 3) 脱铁核的 apoSLF在 280 nm处的峰值明显高于

SLF, 说明铁核在一定程度上抑制芳香族氨基酸残基在 280 nm处的特征吸收, 但是随着波长红移,

SLF的吸收强度明显大于 apoSLF, 释放铁量越多的 apoSLF在可见光谱区中的吸收强度越低. 这说明

铁硫簇对可见光谱区的吸收仍有一定贡献. 这一光谱规律与 HSF和 PSF等铁蛋白的光谱特性及变化

趋势很相似
[ 16]

; 4) 储存农药后 SLFop从近紫外区至可见光区的吸光值都明显提高, 说明有机磷分子
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在一定程度上影响了铁核结构并增强其对可见光吸收的影响, 其递增率高于铁蛋白释放铁时所引起的

下降率, 致使蛋白的光吸收值仍然递增. 根据 SLFop与 SLF吸光值量差与反应时间的关系, 可以推算

SLFop储存有机磷农药的速率.

SLF储存有机磷分子的动力学研究表明, 一定时间内铁蛋白储存有机磷分子数量与外界有机磷浓

度成正相关, 水体流动性也能增强铁蛋白储存有机磷分子的能力, 达到饱和后呈现缓慢下降态势; 而

脱铁核程度对 SLF储存有机磷分子能力存在影响, 当 SLF只释放铁核表层的部分铁时, 其铁核表层

仍然含有高磷铁比的结构, SLF以较快的速率储存有机磷分子, 但是, 随着铁的释放和铁核表层高磷

铁比结构的消失, 储存有机磷空间减少, SLF储存有机磷数量达到饱和状态. 这些现象表明 SLF可能

以共价键方式储存有机磷分子, 储存能力不仅受外部蛋白壳柔性调节影响
[ 3- 5 ]

, 而且还受控于铁核表

层的高磷铁比结构和储存有机磷的空间大小. 铁核表层的高磷铁比结构是有机磷农药的络合位点, 低

磷铁比的铁核内层结构结合有机小分子的能力很差, 储存速率很低. 另外, 部分有机磷分子可能以不

稳定的非位点结合方式被储存, 随后容易被释放到介质中, 因此出现 SLF储存有机磷分子数随着反

应时间的推移而下降的现象.

鉴于上述研究结果, SLF储存有机磷分子过程中伴随着释放铁和光谱特性变化的现象, 通过进一

步研究 SLF储存不同有机磷农药分子的能力及影响因素, 认为, 可根据 SLF光谱特性及吸光度的变

化判断 SLF储存有机磷总量, 构建 SLF反应器应用于监测水体中农药等含磷化合物的污染, 从而简

化了流动水体中含磷化合物测试步骤. 在建立 SLF反应器监测有机磷污染水体的动力学方程式时,

务必考虑水体流速对蛋白储存能力的影响. 如把该反应器与物理转换器或卫星遥感技术相结合, 将反

应器获得的化学信号转化为电化学信号、光信号, 则可用于连续监测流动水体质量、分析沿海深水区

底质污染情况, 并可用于恶劣天气如强台风或地震期间的水质污染监测, 最终为政府部门科学地控制

排污总量提供可靠的科学依据.
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Abstract: The propert ies o f UV-V isible spectrum and electron m icrostructure o f Shark Liver Ferrition

( SLF) w ere descr ibed in detai.l The comparison o f the SLF structures w ith apoSLF ( Shark L iver Apofer-

ritin) and SLFop ( SLF storing organophospho rus pest icides) w as presented as w e l.l The d ifferent capac ity

and k inetics process of sto ring OP by SLF and apoSLF indicated that the mo lecu les of OP w ere stored on the

surface of iron core. The capacity of SLFop w as not only predom inated by the protein flex ibility, but also re-

lated w ith the complex surface of the iron core. The amount o f storageOP w as also related w ith the concentra-

t ion of OP and themed ium mobility. Based on the characteristics o f SLF and its storage capacity on OP mo le-

cules, a ferrit in b io-reacto r cou ld be constructed and app lied to monito r w ater po llution.

Key words: Shark L iver Ferrit in ( SLF) ; UV-V isib le spectroscopy; electron m icrostructure; organo-

phosphorus pesticides
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