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猪脾铁蛋白电子隧道特性及释放铁途径的研究*
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摘要　维生素 C和连二亚硫酸钠混合后只能加速猪脾铁蛋白释放铁的速率,并不能使铁蛋白释放

铁的动力学途径由复杂转化为简单.而单独维生素 C 却能利用蛋白壳上的电子隧道传递电子, 迫

使铁蛋白以二分之一的反应级数方式释放整体铁核的铁并起着抗磷酸盐阻遏释放铁速率的作用,

简化释放铁的途径.对维生素C 参与铁蛋白释放铁的机理进行了讨论.
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Abstract　Rate of iron release from hor se spleen ferrit in w as only acceler ated by m ix ing both vi-

tam in C and dithionite, w hich could hardly t ransfer kinet ic pathw ay that the ferrit in released iron

could f rom complex ity to simplicity . How ever , v itam in C alone w as able to ut ilize the elect rons

tunnel on the pr otein shell fo r t ransferr ing elect ron to make the ferrit in r elease the iron of w hole

co re as a form of half-o rder react ion, playing a role in resist ing the ef fect phosphate on inhibition

rate of ir on release, and simplify ing the pathw ay of iron release. The mechanism invo lving in the

pr ocess o f ferrit in releasing iron w ith the vitam in C reduct ion w as suggested.
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　　铁蛋白已被发现广泛地存在动植物及微生物的

机体中.铁蛋白的主要生理功能是释放铁给细胞生

物合成含铁的酶和储存体内过剩的铁,避免铁中毒.

虽然至今有关铁蛋白的结构与功能及理化特性已有

大量的研究报告并进行较深入的研究,但对铁蛋白

在体内所进行的铁代谢机理和途径仍然不是很清

楚. EXAFS 技术研究铁蛋白储存铁的机理时指出:

马脾铁蛋白 ( horse spleen ferrit in, HSF)能利用蛋

白壳上的三相隧道( X, Y, Z )作为内外物质交换的

通道并参与释放和储存铁的反应[ 1] . T ref fry 在研究

铁蛋白结构与功能特性时指出:脱铁核铁蛋白( apo-

ferrit in)储存铁的过程与铁核表层含有能催化 Fe
2+

成 Fe
3+
的双铁簇结构有关,与蛋白壳的三相隧道无

关[ 2] . 但是, 电子光谱技术研究 HSF 和猪脾铁蛋白

( pig spleen ferr it in, PSF)释放铁的动力学机理时发

现, 两者铁蛋白的蛋白壳自身的柔性调节能力是释

放铁的限制性步骤, 与铁核表层复杂磷铁结构无

关[ 3] .此外,虽然生物大分子氧化态铜蛋白(Ⅱ)和细

胞色素 C 无法直接穿过大约 60～80~ 厚度的蛋白

壳或通过铁蛋白的三相物质交换隧道( channel )的

情况下( Fig . 1
[ 4, 5] ) ,但却能直接氧化 HSF 蛋白壳内

的 Fe
2+ 成为 Fe

3+ 并自身得到还原. 因而, 建议铁蛋

白可能含有与三相物质交换隧道不同的另一种电

子隧道( elect ron tunnel) ,其生理功能是用于接受或

传递电子.近期,生物光谱电化学技术证实了棕色固



Fig. 1　M olecular s t ructure of PSF

A: Protein shell　B: Iron core　C: Channel

氮菌细菌铁蛋白 ( bacterial ferrit in of A z otobacter

vinelandii , AVBF)含有血红素链( heme)结构的电

子隧道( elect ron-tunnel-heme) ,并能从铂电极上直

接接收电子并还原自身铁核中的 Fe
3+
,使释放铁的

过程由原混合级方式转化为零级反应途径, 提出如

用低电位的铂电极作为电子供体源,则释放铁的速

率快慢与铁蛋白的铁核结构及蛋白壳上的物质交换

隧道无关,却与蛋白壳上的电子隧道接收及传递电

子速率有关等看法 [ 6] .

是否生物还原剂也能利用铁蛋白的电子隧道进

行代谢及储存铁呢? 本文选用具有弱还原性及双电

子特性的维生素 C(简称 VC)作为探针, 研究 VC 利

用电子隧道参与 PSF 释放铁的动力学反应的特性

及规律, 提出 PSF 接受电子的机理,它对今后正确

理解铁蛋白在体内释放铁的机理提供理论依据.

1　材料与方法

1. 1　材料与 PSF制备

选用新鲜猪脾, 除去脂肪和杂物. PSF 的制备

参考黄河清的方法[ 3] .经纯化的 PSF 铁核中总的铁

磷比值为 11∶1. VC 和 Na2S2O 4 等药品购于美国

Sigma 公司产品.

1. 2　方法

1. 2. 1　含低磷量的 PSF 制备及纯化: 经纯化的

PSF 样品再次用饱和的硫酸镉溶液处理 30 min.高

盐浓度处理铁蛋白的目的是迫使该蛋白能直接释放

出铁核中对高盐度不稳定的铁和磷酸盐于蛋白壳

外,随后将该蛋白溶液的 pH( 7. 25)值用 0. 02 mol/

L NaOH 调节到 pH9. 0,并平衡 40 m in 以上.此时,

OH
-
已扩散到铁蛋白的壳内并引起铁核中绝大多

数磷酸盐进一步释放到蛋白壳外.经 OH
-处理后的

PSF 样品再次经 Sephadex G-25 层析柱( 1. 7 cm×

32 cm)除去样品中的游离 Fe
3+
和磷酸盐.经柱纯化

后的 PSF 样品仍需用 0. 025 mol/ L T ris-HCl缓冲

液( pH9. 0) / 0. 15 mol/ L NaCl平衡的 1. 8 cm×30

cm 的 DEAE 纤维素层析柱纯化若干次直到所获的

PSF 铁核中总的磷铁组成比为 Fe3+ ∶P i= 130∶1.

此时, 铁核中的磷酸盐含量很低(相当天然纯铁结

构) .

1. 2. 2　元素和蛋白分析:铁蛋白蛋白浓度测定按改

良的 Low ry 方法.标准蛋白浓度的配制选用纯度为

98%的牛血清清蛋白.用原子吸收仪测度 PSF 总的

含铁量. PSF 的含磷量的测定按常规的 Cooper 的方

法. PSF 释放铁的动力学测定和反应级数计量按

Huang 等人的方法[ 3, 8] .

1. 2. 3　VC 和 Na2S2O 4的配制及浓度定量分析: 均

在严格的厌氧条件下进行,并分别用 2, 6-二氯酚靛

酚法滴定法和分光光度法( 315 nm)测定.

1. 2. 4　外加磷酸盐对 PSF 释放铁速率的影响: 根

据每分子的 PSF 铁核中含铁量,以 Fe3+ ( PSF 铁核

含铁量)∶Pi(外加磷酸盐) = 1∶1为计量单位外加

磷酸盐于实验样品中, 并均匀混合. 随后,按作者的

方法 [ 3, 8]测定 PSF 释放铁的速率. 还原剂选用纯度

为 90%的 VC. 所有反应条件均在严格厌氧环境中

进行.

2　结　　果

2. 1　PSF释放铁的动力学特性(Na2S2O4还原法)

Fig. 2　Kinet ic cu rve of com plete iron release f rom PSF by

Na2S2O 4 reduct ion

Fig. 2 是用 Na2S2O 4作还原剂时, PSF 释放整

体铁核的铁的全过程, 总平均每 mol PSF 释放铁

( Fe
3 +

)的速率 ( 0～55 min )为 24 mo l/ min. 如把

Fig. 2 结果代入一级反应动力学方 程, 即可得到

Fig. 3结果.从 Fig. 2, 3结果分析可知: PSF 释放铁

的全过程中存在两相不同释放铁的速率( A 和 B

相) ,两相速率的转折点时间位于反应时间 20 m in

处.在 A 相区( 0～20 min)内,每 mo l PSF 平均释放

Fe
3+
速率( K 1 )是 62. 5 mol/ m in, 可称它为释放铁的
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Fig. 3　Plot of lg( Cmax - C t) as determined in Fig. 2 against

react ion t ime

Cmax : T he maximum numbers of iron release per molecular

PSF; Ct : Numbers of iron releas ed per molecular PSF at in-

dicated t ime

快速区域.在 B 相区( 20～55 min) , 每 mol PSF 平

均释放Fe
3+
的速率( K 2 )为 12. 8 mol/ min, 可称它为

释放铁的慢速区域.两者速率( K 1 / K 2)比值为 4. 9.

如把 Fig . 2结果也分别代入零级, 二分之一级或二

级反应动力学方程后,其结果均象 Fig . 3 结果那样

无法得到一条以释放铁的速率为纵坐标和反应时间

为横坐标的直线,至少呈现两相或两相以上不同释

放铁速率.

Fig. 4　Kinet ic curve of complete ir on release f rom PSF by

mixing reducers w ith N a2S2O 4 and VC reduct ion

2. 2　用 Na2S2O4和 VC混合作为还原剂时, PSF释

放铁的动力学特性

Fig . 4的结果表明了由 Na2S2O 4( - 527 mV vs.

NHE)和 VC ( - 12 mV vs. NHE)混合组成的还原剂

( 1∶1)不仅能够还原 PSF 铁核中所有的 Fe3+成为

Fe2+ ,而且还能加速 PSF 释放铁的速率,总的平均

每 PSF 释放铁( Fe
3+
)速率为 52 mol/ m in, 比 Fig . 2

结果所获得平均的速率快一倍. 显然, VC 也参与

PSF 释放铁的还原反应.如把 Fig . 4结果也分别代

入各种常规的动力学方程式均可获得类似 Fig . 3所

示的两相或两相以上的不同释放铁速率的结果.这

一现象说明了通过提高释放铁的速率, 也并不能使

PSF 释放铁的动力学特性由原复杂步骤转化为简

单的反应途径.

2. 3　用 VC作为铁的还原剂时, PSF 释放铁的动力

学特性

Fig. 5是用 VC 单独作为铁核组分的还原剂时,

PSF 释放铁的全过程. 平均每 mol PSF 释放铁

( Fe
3+
)的速率为 23 mol/ m in, 其速率与 Fig. 2所示

的速率相当靠近.如把 Fig. 5的结果也分别代入零

级, 一级,二级反应动力学反程式,其结果均可获得

类似 Fig . 3所示的两相或两相以上的不同释放铁速

率. 但如代入二分之一级的动力学方程式即可获得

一条以释放铁的速率为纵坐标与反应时间为横坐标

的对应直线,并未出现两相或两相以上的不同速率

的现象( Fig . 6) . 因而推出, VC 以二分之一的反应级

数方式参与PSF 释放铁的反应, 并迫使PSF 以二分

之一级的反应方式释放整体铁核的铁组分.

Fig. 5　Kinetic curve of com plete iron released by VC reduct ion

Fig. 6　Plot of [ Cmaxv - Ctv ] 1/2 as determined in Fig. 5

agains t reaction t ime

Cmaxv : Th e m axim um numbers of ir on released per molecular

PSF; Ctv : Numbers of iron released per molecular PSF at in-

d icated tim e

2. 4　外加磷酸盐对 PSF释放铁速率的影响

Fig. 7 为外加磷酸盐对 PSF 释放铁速率的影
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响.从Fig. 7的结果可看出: 如用 VC 作为还原剂时,

外加磷酸盐失去抑制 PSF 释放铁速率的能力, 平均

每 mol PSF 释放铁( Fe3+ ) 的速率仍保持在 22. 5

mol / min. 但如把 Fig. 7结果代入二分之一级动力

学方程式时, 其结果仍可获得一条以释放铁速率为

纵坐标和反应时间为横坐标的直线( F ig. 8) . 显然,

用 VC 作为还原剂时, 外加磷酸盐即不能改变 PSF

释放铁的动力学级数及速率,也不能使 PSF 释放铁

途径及机理由简单转化为复杂.

Fig. 7　 Kinet ic curve of complete iron released by VC

reduct ion in the presence of p hosphate

Fig. 8　Plot of [ C maxvp - Ctv p] 1/ 2 as determ ined in Fig. 6

again st r eact ion tim e

Cmaxvp: Th e maximum numbers of ir on r eleas ed per molecu-

lar PSF; Ctv p: : Numbers of ir on r eleas ed per molecular PSF

at indicated tim e

3　讨　　论

从 Fig . 2～4结果可很清楚地看出, 虽然 PSF

铁核中含磷量很低,其铁核结构几乎由 Fe
3+
组分构

成为天然的 Fe
3+ 核.但, 并不因为铁核中磷酸盐的

大量丢失及及铁核结构变化就能使 PSF 释放铁的

动力学过程由复杂转化为简单. 显然, 这种特性与

Na2S2O 4通过浓度扩散方式抵达PSF 蛋白壳表层的

速率和被还原的铁核结构均无关, 却与能限制

Na2S2O 4从蛋白壳外部进入到铁核内的速率的三相

隧道有关,而这种限制因素又受到 PSF 蛋白壳的调

控, 因而可知, PSF 蛋白壳的构象变化大小及调节

能力强弱是决定释放铁速率及级数的关键性因子.

生物电子供体 VC 的中点电位( E°= - 14 mV )

比铁蛋白铁核中的中点电位( HSF, E°= - 190 mV;

AV BF, E°= - 420 mV)高. 如果 VC 也象 Na2S2O 4

那样通过扩散方式和穿过三相隧道去直接还原

HSF, PSF 或AVBF 的铁核中的 Fe
3+
组分似乎不大

可能.但 Fig. 4～8结果却证实了 VC 有足够能力还

原 PSF 铁核中的Fe
3+组分. 显然, VC 只能是利用其

它电子传递途径还原 PSF 铁核中的铁组分,根据上

述结果,作者建议性地提出 VC 参与铁蛋白铁还原

反应的机理,具体如下:

( 1) VC( H2 ) (还原态)是一种有机组分的生物还

原剂,它可通过扩散方式络合于 PSF 蛋白壳表层的

某些氨基酸组成,并使 PSF 蛋白壳发生构象变化及

产生较高的氧化电位,而位于蛋白壳内的铁核仍处

于低电位的状态.

( 2)高电位的 PSF 蛋白壳接收 VC ( H 2)的还原

电子后, 瞬时产生调节作用并迅速降低蛋白壳自身

的还原电位(此时,还原态蛋白壳的氧化还原电位比

铁核的电位低) .

( 3)还原态的蛋白壳利用自身的电子隧道迅速

传递电子给铁核并还原 Fe
3+
组分为Fe

2+
.

( 4)当还原态的蛋白壳释放电子的同时再次产

生蛋白壳柔性调节作用, 并恢复原有的蛋白壳的电

位和准备再次接收 VC 的络合和电子.

外加磷酸盐强烈地抑制铁蛋白释放铁的速率,

其原因是磷酸盐强烈地络合在铁蛋白三相物质交换

隧道上. 这一种络合现象不仅加剧阻遏还原剂通过

隧道的速率,并且减缓蛋白壳柔性调节速率和扩大

蛋白壳控制铁核中的铁量[ 3] . 但, 这种抑制释放铁速

率的效果只是针对需要穿过三相物质交换隧道才能

提供电子的还原剂, 例 Na2S2O4 . 而 VC 是通过蛋白

壳上的电子隧道传递电子, 无需通过穿过蛋白壳的

三相隧道还原铁核中的 Fe
3+ 组分, 因而使释放铁的

机理简单化.所以,如单独用 VC 作为还原剂时, PSF

释放铁的速率及级数的限制性因素与 VC 提供电子

速率及级数或蛋白壳传递电子速率有关,与铁核结

构无关.

Na2S2O 4是一种双电子还原剂, 它能以 1/ 2 级

反应方式参与固氮酶钼铁蛋白中的铁硫簇及铁蛋白

中铁簇的还原反应, 有关这方面研究已有详细报道.
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但 Na2S2O4是以遵循浓度扩散和穿梭蛋白壳隧道规

律参与铁蛋白释放铁的反应, 其扩散速率受蛋白壳

构象及隧道宽度的限制,因而使释放铁动力学特性

呈复杂化(见 Fig . 2) .而 VC 也是双电子有机生物还

原剂,它象 Na2S2O 4一样以 1/ 2级方式提供电子,因

而 PSF 释放铁的速率依赖于 VC 所提供电子的速

率,并只能以 1/ 2级反应方式释放整体铁核的铁,不

产生两相或多相速率( Fig . 4～6) ,即使是外加磷酸

盐也不影响 PSF 释放铁的速率(见 Fig . 7, 8) .但如

用 N a2S2O 4和 VC 混合还原剂体系, 因部分释放铁

的速率仍受 Na2S2O 4的直接影响,因而仍然表现出

复杂地释放铁的动力学特性.
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