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摘 要 采用差示法研究铁蛋白释放铁的动力学规律和反应级数的转换
。

结果表明
:
马脾铁

蛋白释放铁的速率及相数与还原剂 N a ZS ZO ;
浓度及铁还原速率无关

,

与该蛋白蛋白壳的调节

速率有关
。

在 p H S
.

。~ 6
.

0 范围内
,

马脾铁蛋白以三相不同速率方式释放占原铁核总铁量

80 % 的铁
。

但在 p H g
.

。介质中
,

O H 一
不仅能参与铁蛋白铁核组成

,

减缓释放铁的速率
,

而且

使原混合级反应转换为一级反应
,

从而使铁蛋白释放铁的动力学过程由复杂转化为简单
。

关键词 马脾铁蛋白 蛋白壳自身调节 释放铁动力学 反应级数及速率

铁蛋 白的主要生理功能是储存机体中过剩 的铁和释放铁给需铁的细胞合成含铁的

酶
。

此外
,

铁蛋 白还能表达吸氢活性和直接从铂 电极上接收电子等新的生理功能 (H ua ng
et al

. , 199 8a
,

b )
。

迄今为止
,

虽然 已对铁蛋 白释放铁的动力学进行了较详细的研究

( R i e ha r d s e t a l
. , 19 9 6 )

,

但对铁蛋 白释放铁的规律和特性仍持有争议 (F u n k ‘t a l
.

,

19 8 5 , s t r a n g e e t a l一 19 9 3 ; H u a n g e t a l
.

, 1 9 9 8 e )
,

尤 其 对 脱 铁 核 铁 蛋 白

(A p of er rit in ) 重新组装新铁核的机理和途径仍有多种不同见解
。

T re ff ry 等 ( 19 9 6) 认为

铁蛋白储存铁的过程与铁核表层的双铁簇有关
,

而作者的研究结果却表明
;
铁蛋白释放

和储存铁的速率高低受该蛋白壳调节能力强弱及幅度大小控制
,

与铁核表层复杂的结构

可能无关 (黄河清等
, 1 9 9 7 , 1 9 9 9 )

。

如何证实蛋白壳的柔性调节速率是铁蛋 白释放和储存铁的限制性步骤 ? 作者采用差

示法研究铁蛋 白释放铁的动力学规律及反应级数转换的可行性
,

从中进一步阐明蛋白壳

自身调节能力的强弱对铁蛋白释放铁速率的重要作用
,

它对正确理解铁蛋 白在体内进行

铁代谢途径提供了理论依据
。

1 材料和方法

1
.

1 材 料

马脾铁蛋白 (H o r s e s ple e n fe r r i t in ,

H SF ) 是美国 S ig m a
公司产品

,

蛋白浓度为 lo o m g / m l
。

实验

19 9 7一 0 8 一29 收稿
, 19 9 9

一

0 2一 16 修回
,

国家自然科学基金 ( N o .

49 8 7 6 0 27) 及国家教育部回国留学人员基金资助项目

第一作者简介 黄河清
,

男
, 41 岁

,

副教授
。

研究方向
:
生物技术

。
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前样品为 z sm g / m l
。

实验样品经 z e m X 3 2 e m Se p h a d e x G
一
2 5 层析柱

,

用 0
.

o 2 5m o l/ L T r is
一

HC L 缓冲液

(p H 7
.

2 5 ) 除去样品中的游离 F e 3 +

离子和磷酸盐
.

经纯化后的 H SF 含铁量为 24 5 0 ~ 2 6 0 0F e 3 +
/ H S F

(PH 7
.

25 )
.

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 元素分析
:

H S F 含铁量测定按作者方法 (1 ”3)
,

无机磷酸盐含量按常规的Co 叩er 方法测定
。

铁

蛋白铁核中的亚铁离子浓度用分光光度法测定 (H ua ng et al
. ,

1 9 9 3
,

1 9 9 8。)
。

1
.

2
.

2 蛋白浓度分析
:

蛋白浓度测定按常规的 L o w ry 方法
,

标准蛋白浓度选用 98 %纯度的牛血清蛋

白
。

1
.

2
.

3 差示法测定铁蛋白释放铁速率
:

铁蛋白释放铁的速率测定按作者的方法 (1 9 9 7
,

1”9)
。

根据实

验要求
,

加入等当量的 N a ZS ZO ;

和
a ‘a 一

联毗吮使 H SF 释放一定量的铁
,

随后该蛋白经 1
.

7c m X 3 2c m

S e ph a d e x G
一
2 5 层析柱纯化

,

并用相对应的 p H 值的 0
.

O25 m ol / L T ri s 一H CI 缓冲液洗脱样品中的游离

Fe “+

离子和其它污染物
。

经收集的不完整铁核 H SF 在相对应的 p H 缓冲液中温育 6 小时
,

其 目的使 H S F

蛋白壳缓速地进行 自身柔性调节
,

且控制剩余的铁和磷酸盐稳定于蛋白壳内
.

最后再次根据实验所需的

释放铁量要求
,

加入等当量的 N a ZS 2 0 ‘
和 al a 一

联毗吮使 H SF 继续释放一定量的铁
。

1
.

2
.

4 不同 pH 的 H S F 样品制备按作者先前的方法 (1 9 9 3
,

19 9 7
,

1 9 9 9 )
。

1
.

2
.

5 不同磷酸盐浓度对 H SF 释放铁速率的影响
:

按 1
.

2
.

3 的方法制备含有不同铁核结构的 H SF
,

根

据每分子 H SF 的含铁量
,

以 Fe (H S F 铁核含铁量 ) :

Pi (外加磷酸盐) ~ 1 : l 为计量单位外加不同量

的磷酸盐于实验样品中
,

并均匀混合
。

不同磷酸盐浓度对 H S F 释放铁的速率测定按作者的方法 (1 9 9 7
,

1 9 9 9 )
。

2 结 果

2
·

1 N a : s :
o

。

对 H sF 释放铁速率的影响

N a Z
S

Z
O

、

是双电子供体的还原剂
,

它在水溶液中易分解成 〔5 0
一
2

〕并以 1 /2 级方式参

与金属酶 (含铁 ) 的氧化还原反应
,

因而可得如下动力学方程式
:

K
、 [5 0

一
:

〕

[5
2
0

4

〕
, ‘2

K
、

是 N a Z
S

Z
O

4

的水解常数
。

〔l]

〔5 0
一
2

」参与金属酶 [E (F
e 3 + 。

)〕的还原过程如下
:

K
,

E (F e 3 + 。

) + [ 5 0
一
:

〕
—

一E (Fe , + n 一 1
.

Fe Z + ) + [5 0
一
3

]
[ 2 ]

K
, ,

表示 [S O
一
2

〕参与 E (F
e 3 + 。

)铁还原的速率常数
,

把方程〔2」代入方程 [ 1〕并积分
,

可得

如下动力学方程
:

d [E (F e , + 。一 1
,

Fe , +
〕

d t
= K [S

Z
O

4

)
’‘2

[ 3〕

K 一K
h

+ K’表示 N a Z
S

Z
O

;

参与 E (Fe 3 + 。

)还原过程的速度常数
。

此时
,

如在严格厌氧条件

下
,

根据酶中的含铁量
,

加入等当量的 N a 2
5

2
0

4

还原 H S F 铁核中的铁
,

那么 N a Z
S

Z
O

;

消耗

量与酶中 F e Z +
离子形成量始终成对应正比关系

,

因而可得如下反应式
:

[N
a Z

S
Z
O

‘

] = 〔E (F e Z+ n

)。
。x

〕一 [E (F e Z
一

+ m )
t

] [ 4」

把反应式〔4〕代入方程式 [ 3j
,

积分后可得出如下方程
:

[E (Fe , + 。

) m 。 1

〕一 [E (Fe , + 。 )
t

]
, ‘2 = K [ T

m . 二

一Tt 〕 [ 5〕
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[ E (F e Z 于 。

)
rn 二 二

〕表示 E (Fe 3 + 。

)完全被还原后的最大 Fe Z +
量

,

T
m a x

表示还原 E (Fe 3 + 。

)中的

所有 Fe 3 +

时所需的时间
,

「E (F e “+
m)

,

〕表示在单位时间内还原 E (Fe 3 + 。

)中部分铁量
。

Tt

表示还原 E (F e 3 + 。

)中部分铁量所需的时间
。

因而
,

根据反应式「5 ]分析可知
; N a Z

S
Z
O

‘

以

1 /2 级反应方式参与酶的氧化还原反应
。

鉴于上述结果
,

作者也认为 N a Z
S

Z
O

4

以 1/ 2 级方式参与 H S F 释放铁的动力学
,

且

N a Z
S

Z
O

、

的消耗量与铁蛋 白铁核中的 Fe
“+
离子形成量或释放 Fe “+

量成对应的正比关系
,

因而可推导出如下 N a Z
S

Z
O

;

参与铁蛋 白释放铁的动力学方程
:

[ H SF (Fe , + 。

)tn ax

〕一H S F (F e , + 。
)

t

〕
, / 2

= K
H s F

(T m a 二

一 T
t

) 〔6〕

「H S F (Fe
Z 十 。

)~
、

〕表示 H S F 释放最大 (整体铁核 )的铁量
,

T m a 二

表示 H SF 释放完整铁核的

铁时所需的反应时间
。

〔H S F (F e “十
m)

t

」表示在单位时间 (T
t

) 内 H S F 释放一定铁量
。

K Hs
F

表示 N a Z
S

Z
O

;

以 1 /2 级反应方式参与 H S F 释放铁的速度常数
。

根据 H SF (pH 7
.

2 5) 总

的铁量
,

分别加入不同等当量 (等当量为 1 00 % ) N a Z
S

Z
O

、

和 a ‘a 一

联毗吮使 H SF 释放整体

铁核的铁
,

并把释放铁的速率和反应时间分别代入方程 「6 ]
,

即可获得图 1 结果
。

图 1 为 N a Z
S

Z
O

、

参与 H SF 释放完整铁

5 ()

誉二 4 0

几 哟 。

- 石 么工

r

舀是
之匕 三

l() 2 〔) :弓〔) d ()

反应 I时l
、

。Jz 分钊
丁 ‘j兮。 LC t 川

。 t : 。l。了 n! , r
耐

图 1 连二亚硫酸钠参与 H S F (p H 7
.

25) 释放

完整铁核的动力学
F ig

.

1 K in e tie s o f eo m Ple te ir o n r e le a se

f r o m H S F (PH 7
.

2 5 ) in th e Pr e se n e e

o f d itn io n ite

Cma
二 :

每分子 H SP 释放最大的铁量 (M a x im u m n u

m--
b e r s o f iro n r e le a s e d p e r

H S F m o le e u le )

C
t :

在反应时间 (T ) 内
,

H S F 释放的铁量 (N u m b e r s

o f i
r o n r e le a s ed p e r H SFm o le e u le d u r in g th e r e -

a e t io n t im e )

N a ZS ZO
4 c o n c e n t r a t io n (连二亚硫酸钠浓度)

:

曲线 1

(C u r v e i )为 10 0 % [等当量浓度 (e q u iv a le n t

e o nc e n t r a tio n ) ; 曲线 2 (C u r v e Z ) 为 12 5 % ;

曲线 3 (C u r v e 3 ) 为 1 5 0写 ;
曲线 4 (C u r v e

4 ) 为 2 0 0 % ; 曲线 5 (C u r v e s) 为 2 5 0 %

核的动力学
。

从图 1 可看出
:

H S F 以两种不

同的速率方式释放整体铁核的铁
,

在 16 分钟

(曲线 l) 处出现两相不同释放铁速率的转折

点
,

可区分为 A
、

B 两相
。

为 了加强 N a Z
S

Z
O

‘

浓度扩散效应
,

我们又采用分别增加还原剂

浓度的反应方式
,

使 N a Z
S

Z
O

;

浓度由 1 00 %

逐步递增到 2 50 写
,

但所获结果只是稍微增

加 H S F 释放铁的速率
,

并引起两相速率转折

点 时 间推 延 6 分 钟
,

并 不 能 通 过 加 强

N a Z
S

Z
O

4

扩散效应使原有两相 (A
、

B 区 ) 不

同释放铁速率转化为单相速率
。

此外
,

增加

N a Z
S

Z
O

4

浓度却能达到 稍微扩大 H S F 在 A

区 [一级反应 (黄河清等
,

1 9 9 7 )〕的控制铁

量 (转折点右移 ) 目的
,

减少在 B 区 (零级

反应 ) 的控制铁量
。

2
.

2 释放铁两相速率的转化

图 2 为在 p H S
.

o一 8
.

0 范围内
,

H S F 释

放铁占原铁核总铁量 40 %的铁的动力学
。

从

图 2 可看出
,

当不同 p H 的 H SF 分别释放占

原铁核总铁量 (pH 7
.

2 5
,

2 5 5 0Fe 3 + / H SF )4 0 %的铁时
,

在酸性 p H S
.

5 和 pH 6
.

5 曲线上首

先分别出现两相速率的转折点
,

两者均可被分为 A
、

B 两区
。

转折点 的时间分别位于 5 和

1 3
.

3 分钟处
。

从图 2 所列的转折点时间分析可知
,

曲线 (2) 的 A 区含铁量比曲线 (l )

的 A 区的含铁量大
,

而前者 B 区含铁量比后者 B 区的含铁量小
。

在 pH 7
.

5 和 p H S
.

0 曲
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仪应 }IJ lllJ 乃于钟 (成肛 t 〔川 曰
!。 !。 rl )

图 2 在 p H S
.

0 ~ 8
.

0 范围内
,

H S F 释放铁占

原铁核总铁! 4 0 % 的铁的动力学
r ig

.

2 K in e tses o f ir o n r e le a s in g 4 0 % o f

o r ig in a l ir o n fr o m th e H SF e o r e

a t PH r a n g e fr o m 5
.

0 to 8
.

0

C m a二 :

每一分子 H S P 释放最大 的铁量 (Max im u m

n u m b e r s o f i
r o n r ele a s e d Pe r

H S F m o le e u le )

C
: :

在反应时间(T ) 内
,

H SF 释放的铁量 (N u m b e r s

o f ir o n r e le a s ed p e r
H S F m o le e u le d u r in g th e

r e a e t io n t im e )

1
.

PH S
.

5 ,

2
.

PH 6
.

5 , 3
.

PH 7
.

0 , 4
.

PH S
.

0

线上
,

H SF 释放铁的动力学曲线并不呈现两

相释放铁速度转折点现象
。

如把图 2 结果分

别代入一级或零级反应动力学方程可得
:

曲

线 (1 ) 的 A 区
、

(2 ) 的 A 区
、

(3 ) 和 (4 )

均能获得一条以用 自然对数纵坐标表示释放

铁的速率和横坐标表示反应时间的直线
,

因

而可知它们释放铁的动力学过程均遵循一级

反应动力学规律
。

曲线 (1 ) 的 B 区和 (2) 的

B 区均能获得一条以纵坐标表示释放铁的速

度和横坐标表反应时间的线性对应关系的直

线
,

符合零级动力学规律
。

因此
,

通过改变

反应体系的酸碱度不仅能调节 H S F 释放铁

的速率而且能产生反应级数的转换效应
。

2. 3 H S F 蛋白壳 自身的调节能力

表 1 为 已释放占原铁核含铁量 30 %的

H S F 释放铁的动力学
。

从表 1 可看出 ; 已释

放 占原铁核总铁量 30 %铁的 H S F 再次释放

(u[。�。�。誉\
r

飞�
[o任口�理居
。范j

剩余 70 %的铁时
,

释放铁的速度仍然可 区分为快速释放铁的 A 区和慢速释放铁的 B 区
。

当还原剂 N a Z
S

Z
O

;

的浓度 由 1 00 % (等当量 ) 递增到 3 50 %时
,

H S F 仍然是以两种不同的

释放铁速度释放剩余 70 %的铁
。

显然
,

增加 N a Z
S

Z
O

‘

浓度均不能使释放整体铁核 (图

1) 和不完整铁核 (表 1) 的铁的动力学特性由复杂转化为简单
,

但却能使 H S F 以几乎相

表 1 已释放占原铁核含铁! 30 % 的 H S F 释放铁的动力学 (p H 7
.

2 5)

T a b le 1 K in e t i e s o f ir o n r e le a s e a f t e r r e le a s i n g 3 0 %
o f i ts

o r i g in a l i r o n f r o m th e H S F e o r e ( PH 7
.

2 5 )

N a Z S ZO 4 K I K Z

( % )

1 0 0 2 1
.

4 1 4
.

1

1 2 5 2 2
.

0 8
.

5

2 0 0 2 1 4 6 4

2 5 0 2 0
.

9 6
.

3

3 0 0 2 2
,

9 6
.

2

3 5 0 2 0
.

9 6
.

2

K : 和 K : 为速度常数 (K , a n d K : a r e r a t e e o n s t a n t )

速度常数单位 ( U n it o f r a te e o n s t a n t ) : 拜 m o lF e 3 + / m g p r o t e in ) ’/ 2 / m in

控制 A 区的铁量越大
,

则释放铁核内层的铁的速率越低
。

但是
,

同的速率 (速度常数
,

K
l
) 释放不完整铁核的

铁核表层的铁 (表 1
,

A

区 )
。

此 外
,

由于递增

N a Z
S

Z
O

、

的 浓 度 能 使

H S F 控制 A 区的铁量

增加 (转折点不一样 )
,

因而 引起 H S F 释放铁

核内层的铁 (剩余的铁

量不一样 ) 的速率也有

差异 (表 z
,

K
Z )

,

即 H SF

当 N a ZS Z
O

;

浓度增高到

2 0 0 %时
,

H S F 控制 A 区的铁量已达到最大量
,

此时如果再继续增加 N a o
S

,
0

4

浓度 已无法

进一步提高 H SF 控制 A 区的铁量
,

因而产生较稳定的 K
:

值
。

2
.

4 铁核结构
、

磷酸盐对 H SF 释放铁速率的影响

表 2 结果为铁核结构
、

不同磷酸盐浓度对 H SF 释放铁的速率及相数转换的影响
。

从

表 2 结果可看出
;
当 H SF 分别释放占原铁核总铁量 。一 60 %铁时

,

H S F 释放的铁组分已
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从铁核的铁核表层深入到铁核的内层
。

此时
,

H SF 分别再次进一步释放占原铁核总铁量

(P H 7
.

25 ) 的 2 0 %铁时所获的速度常数 (K 20 % ) 几乎相近或相似
,

不存在两相速率现象
。

这一结果说明了含有不同铁核结构的 H SF 再次释放低于原铁核总铁量的 20 %铁时
,

其

速率相似且反应级数均相同
。

从表 2 结果进一步分析可知
:

外加不同浓度的磷酸盐 (外

加磷酸盐分子
:

H S F 铁核中的铁分子一 1
:

l) 均能抑制不同铁核结构 H SF 释放铁的速

率
,

但抑制 H S F 释放铁核内层的铁的速率要比释放铁核表层的铁的速率更为强烈
。

因而

可知
,

磷酸盐抑制 H SF 释放铁速率及强弱与铁核的结构有关
。

表 2 铁核结构
、

磷酸盐影响 H SF 释放占原铁核总铁t 20 %的铁的速率 (p H 7
.

2 5)

T a ble 2 E ffe e t o f ir o n e o r e s tr o e tu r e a n d ph o sp h a te o n r a te o f r e le a s in g 2 0 %
o f o r ig in a l iro n

fr o m th e H SF co r e (PH 7
.

2 5 )

每分子 H S F

含铁量
(F e 3+ /H SF)

已释放铁量

的百分比 (% )

Pe re e n t a g e o f

r e le a s e d ir o n

每分子 H S F

释放铁量
N u m b e r s o f Fe 3 +

r ele a s e / HS F

速度常数 磷酸盐存在

R a te c o n s ta n t 下的速度常数
R a s t e o n s t a n t in th e

(K ) p r e s e n e e o f Ph o s p h a t e

(K
p .

)

8
.

0 7
。

3

8
。

2

8
.

3 7
.

3

8
.

0

8
。

0 6
.

6

8
.

3

8
.

0 6
.

6

8
.

0

8
.

0 6
.

6

8
.

0

8
。

0 6
.

5

::;

山八Q自口�勺山0自
Z
n乙Q‘邝山宁�q‘,山宁�111占1工、上1山11

咭
.

1,1
1.11孟1人,上11亡J仁J工�d匕J�勺亡J匕Jl匕乙口七JLal�J亡」05101520肠353040455055602 5 6 0

2 4 3 2

2 3 0 4

2 1 7 8

2 0 4 8

1 9 2 0

1 7 9 2

1 6 6 4

1 53 6

14 0 8

1 2 8 0

1 15 2

1 0 2 4

速度常数单位 (U n it o f r a te e o n s ta n t )
: (产 m o 一F e Z + / m g p r o te in ) ‘/ 2 /而

n

,

外加磷酸盐分子 ( p i ) :
H S F 铁核中的铁分子 (F e 3+ ) ( M o le e u le o f a d d i飞

e x tr a p h o s p h a t e :
ir o n M o 一e e u ze o f th e Co r e

o f H S F ) = l :
1

2
.

5 释放铁的过渡状态及转换

表 3 是在 p H S
.

0 一 9
.

0 的范围内
,

H s F 释放占原铁核总铁量 80 %的铁的动力学性

质
。

从表 3 可看出 ; 在酸性介质区域里 ( p H S
.

o
,

5
.

5
,

6
.

0 )
,

H S F 以 3 种不同的速率释放

占原体核的 80 % 的铁
,

其中 K
,

表示 H SF 释放铁核表层铁的速度常数
,

K
。

表示 H SF 释

放铁内层铁的速度常数
,

K
:

表示 K
l

和 K
3

之间的转换过渡速度常数
。

在生理 p H 区域里

( p H 7
.

o~ 8
.

0 )
,

H SF 以两种不同速率释放占原铁核的 80 %的铁
,

并不存在着过渡释放铁

速率状态
。

在 pH g
.

0 的介质中
,

H S F 却以单相速率的方式释放占原铁核总铁量 80 %的

铁
。

显然
,

通过调节反应介质的酸碱度
,

改善 H SF 蛋 白壳自身地调节能力能增加或消除

释放完整铁核的铁的过渡速率状态
。

此外
,

当反应体系的 pH 值逐渐递高时
,

H S F 释放铁

核表层铁的速率及速度常数 ( K
I ) 逐渐降低

,

在 p H S
.

0 所获的 K
l

vHS
.

。

比在 pH S
.

o 所获的

K
l pHS

,

。

大 7
.

6 倍
,

而释放铁核内层的铁的速率及速度常数 (K
3 ) 几乎相似

。
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表 3

黄河清等
:

马脾铁蛋白释放铁的反应级数和速率相数的转换

在 p H S
.

0 ~ ,
.

0 的范围内
,

H sF 释放占原铁核总铁且 80 %的铁的动力学性质
T a b le 3 K in et ie e h a r a e te r istie s o f re le a s in g 8 0 %

o rig sn 目 ir o n

fr o m th e H SF e o r e a t a PH r a n g e o f 5
.

0 to 9
.

0

速度常数
R a te e o n s ta n t

(K I )

速度常数
R a t e e o n s t a n t

(K z )

速度常数
R a t e e o n s t a n t

(K 3 )

5
.

0

5
。

5

6
。

0

7
.

0

7
。

5

8
.

0

9
。

0

7 0 8

6 0
.

0

4 0
.

8

2 1
.

6

1 6
.

7

8
.

8

,
.

()

中

:
Q�OQ甘nj

月啥9曰

8
·

0 1 3
.

2 8
.

9

9
.

0 1 0
.

2

一

一
一一

.

一
一

一
速度常数单位 (U n i t o f r a t e e o n s t a n t )

: ( 拌 m o l Fe 3 + / m g p r o t e in ) 1 / z / m in

图 3 结果为酸碱介质对 H SF 释放占原

图 3 酸碱介质对H S F释放铁速率常数的影响
Fi g

.

3 E ff e c t o f a e id
一
bas e m e d iu m o n th e

r a t e c o n sta n ts o f i r o n r e le as
e fr o m H SF

图中所示 的动力学反应过程是建立在不同 p H 的

H SF 释放占原铁核总铁量 40 % 的铁 ( T he Ki ne tic
proc

e s s s h o w e d in F ig
.

3 w a s
b a s e d o n t h e r e le a s e o f

4 0 % o r ig i n a l i
r o n fr o m t h e HS F e o r e a t d iffe r e n t p H )

A
:
A 相 〔A p h a s e ( k i )〕 B

:
B 相 〔B p h a s e

(K Z )〕

铁核总铁量 40 %的铁的动力学特性及反应

相数转化现象
。

从图 3 可看出在PH S
.

0一 7
.

0

区域中 H SF 以两相速率释放占原铁核总铁

量 40 %的铁 (铁核表层 )
。

在 p H 7
.

o一 8
.

0 区

域中 H S F 却 以单相速率方式释放占原铁核

总铁量 40 %的铁
。

在 p H S 的 H S F 释放铁的

速 率 〔1 4 0 印 m o le F e 3 + / m g p r o t e in ) “ ,

/

m in 〕比在 p H S
.

o 的 H sF 释放铁的速率

〔1 0
.

8 (拌 m o le Fe 3 + / m g p r o t e in ) ‘/ 2 / m in 〕高

1 3 倍 (图 3 )
。

但在相 同 pH 介质中
,

H SF 释

放占原铁 总铁量 40 %的铁 的速度 比释放

8 0 %的铁的平均速率却要快得多
。

此外
,

从

表 3 和 图 3 可看出
,

在 pH 6
.

o一 7
.

0 范围内

是相数转换区间
,

即前者释放铁的速率相数

由原双相转化为单相
,

而后者释放铁的相数

却由原三相数转化成双相数
。

!
一
:l心一�川

、一�了

诊.叮‘
、,一H

\�一户乃

心l!
.

!.·
户勺

�日�曰日日5八曰气!
1..玉

u曰任\侧
�

�三。�o�。誉\飞�
。一曰。己�尸c时�的uo。。尸允巴�

鼎征恻国

3 讨 论

铁蛋白有三相 (X
、

Y
、

Z) 横穿蛋 白壳内外的物质交换隧道结构 (图 4 )
,

它起着进

行物质代谢和储存的桥梁作用 ( H a r r is o n e t a l
. ,

1 9 7 4 ; s t r a n g e 亡t a z
. ,

1 9 9 3 )
。

N a Z
s

Z
O

‘

只

能利用浓度扩散方式穿过 H SF 蛋白壳的三相隧道才能还原蛋 白壳 内的 Fe 3 +
组分

。

按上

述推论分析
,

显然
,

如果 H S F 的蛋 白壳是刚性不变结构
,

即隧道宽度应始终保持不变
,

并

不随着 H SF 储存铁量递增而变宽或释放铁量增加而变窄
。

因此
,

采用逐步递增还原剂的

浓度做法完全有可能迅速提高 N a Z
S

Z
O

4

扩散速率
,

并达到提高释放铁速率的效果
。

但图

1 结果表明
:

增加 N a :
5
2
0

‘

浓度并不是提高 H SF 释放铁速率的关键性因素
,

也不能产生

速率相数的转换效果
。

H S F 释放铁的动力学复杂特性实际上与蛋白壳的三相隧道起着限
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图 4 H S F 分子结构
Fig

.

4 M
o le c u la r

s tr u et u r e o f H S F

A
:

蛋白壳 (P r o t e in Sh ell)

B
:

铁核 (ir o n e o r e )

e
:

隧道 (e h a n n e l)

制 N a Z
S

Z
O

、

的扩散速率有关
。

然而
,

尽管限制 N a Z
S

Z
O

4

扩

散速率是受蛋白壳隧道的宽度调节或开关速率的控制
,

但它们的制约程度和方式还是由蛋白壳自身的柔性调控

强弱及幅度所决定
,

与铁核结构无关
。

所以
,

H SF 蛋白

壳很可能不是刚性结构
,

而是具有柔性调节能力的结构
。

此外
,

在酸性介质中的 H
+

能迫使蛋 白壳产生 了构

象变化
,

并引起蛋 白壳 自身的调节能力变弱
,

使制约

N a Z
S

Z
O

4

扩散速率迟钝或能力变弱
,

从而使 N a Z

Sz O
‘

浓

度扩散速率提高及加快释放铁的速率
,

并首先在酸性介

质 区中呈现两相不 同释放铁的速率和反应级数的现象

(图 2 )
。

但由于随着释放铁量迅速递增
,

蛋白壳控制铁核

中的剩余铁的能力也在增强
,

这就导致使 N a :
5

2
0

4

的扩

散速率受牵制和约束程度也随之增强
,

并产生了 H SF 以

三相不同的速率方式释放占原铁核含铁量 80 %的铁的结果 (表 2
、

3)
,

比在中性及偏碱

性区域中 (pH 7
.

0 一8
.

0) 多了一相反应级数转换的过渡阶段
。

因而可知
,

在 H SF 释放铁

的过程中所形成的多相速率现象是因为蛋白壳产生柔性调节作用并引起三相 隧道控制

N a Z
S

Z
O

‘

扩散速率的制约程度随着释放铁量递增而增强
。

进一步分析
,

如果蛋 白壳确有这

样的调节能力
,

那么
,

当 H S F 释放的铁量低于占原铁核铁量的 20 %时
,

含有不同铁量的

蛋白壳控制 N a Z
S

Z
O

‘

的扩散速率的制约程度应该一致或很相似
,

与该蛋白铁核中的含铁

量无关
,

所获得释放铁的速率也应一致
。

从表 2 中所列出的所有较相近的 K 值可证实上

述推论的正确性
,

即 H SF 蛋白壳确实存在柔性调节的功能
。

在稀碱性的 pH 区域里
,

O H
一

同样也能引起 H S F 蛋白壳产生较大幅度的自身调节作

用及构象变化
。

也许这种调节作用与 H +
所引起的蛋 白壳的调节作用机理不一样

,

导致

H S F 能较有效地利用隧道的开关控制作用或改变隧道宽度
,

达到控制 N a :
5

2
0

;

的扩散速

率的 目的
,

并使 H S F 随着反应体系 pH 递增
,

能有效地降低释放铁的速率
,

减少不同速

率的相数
,

最终以单相一级反应方式和有规律地释放铁核表层的铁
,

达到释放铁速率相

数转换的结果 (表 3
,

图 3 )
。

H S F 铁核表层的含磷量比铁核 内层的含磷量高得多 (H ua n g

et al
. ,

1的 3 )
。

因而
,

外加的磷酸盐抑制 H SF 释放铁核内层的铁的强度应 比抑制释放铁

核表层的铁强 (表 2 )
。

此外
,

根据表 2 结果可知磷酸盐抑制释放铁速率强弱可按 H SF 铁

核磷铁比结构分为中强区 (铁核表层
,

较高磷铁比结构 ) 和强 区 (铁核内层
,

较高铁磷

比结构 )
。

磷酸盐抑制 H S F 释放铁的速率与铁核结构和含磷量有关
。
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