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摘 要

在自然界中,绝大多数含有金属簇的蛋白质及酶在物理电极上均表现出惰性特性, 无法从

电极上直接接收电子或提供电子给电极
[ 1, 2]
。因而,想用物理电极直接研究蛋白质及其它生物

大分子的氧化还原特性时,只能采用电化学- 染料中间体法[3 - 4 ]。但该法受中间体的氧化还原

电位范围的限制及在它电极上接收电子能力较弱等因素的影响, 因而通常无法采用酶- 中间

体- 底物还原技术快速直接研究酶催化底物过程的机理
[ 2- 5]
。

铁蛋白在自然界中是一种很特殊的蛋白质, 它广泛地存在哺乳动物, 植物及微生物的机体

中[ 6- 8]。细菌铁蛋白与哺乳动物铁蛋白的分子结构很相似,两者的分子结构均由高对称的二十

四个亚基组成的蛋白壳 ( 80- 100埃) 包围着一个由数千 Fe
3 +
和磷酸盐组成的非均匀铁

核
[ 9- 10]

。动物铁蛋白在可见光谱区中无特征吸收峰
[8 ]

, 而细菌铁蛋白位于可见光谱区 550(A

峰) , 525( B峰) 和 414 nm( S峰)处有明显可定量的特征吸收峰 [11 ] , 其峰的形成及强度均与蛋

白壳上的血红素 ( hem e)对光吸收有关 [12 - 13 ] , 而不是由位于该蛋白壳内中心部位的铁核对光

吸收的反应。

早期的研究结果指出; 马脾铁蛋白 ( Ho rse spleen fer rit in 简称 H SF) 象其它蛋白质一样

对物理电极表现出惰性, 因而它在汞电极上表现出无还原电流特性 [ 14]。但近期的研究结果却

表明了; 棕色固氮菌细菌铁蛋白( Bacterial ferrit in of azo tobacter vinelandii,简称 AV BF)有

电极活性, 并提出 AVBF 的电极活性与该蛋白壳上的血红素所构成了电子隧道 ( hem e- elec-

tron- tunnel)有关的看法 [15 ]。此外,在严格厌氧环境下, AVBF 能表现出类似吸氢氢酶的生理

功能,并以 450H2 / AVBF 的速率进行吸氢反应[11 ]。

本文选用光谱电化学技术, 化学还原法及电子传递链功能基团改造法探讨 AVBF 的光

谱, 电化学特性和电子隧道功能, 进一步阐明 AVBF 的蛋白壳上的血红素- 电子隧道的功

能, 它对今后构建细菌铁蛋白电极直接测定生物大分子的电化学特性提供有价值理论研究依

棕色固氮菌细菌铁蛋白能直接快速地从金属铂电极上得到电子或提供电子给铂电极。经- 600

mV(相对于 NH E)还原电位处理后, 还原态细菌铁蛋白在可见光谱区中 ( 380- 580nm) 所呈现的整

体吸收光谱强度明显高于氧化态细菌铁蛋白的吸收光谱强度。经氯化钴处理后的细菌铁蛋白表现

出较弱的电极活性及释放铁的速率明显下降。此外, 细菌铁蛋白在体外模拟棕色固氮菌整体细胞内

的微量氧环境体系中仍有氢还原现象,因而推测细菌铁蛋白在该菌体内也能进行吸氢反应。细菌铁

蛋白是一种类似有吸氢氢酶功能的蛋白质。
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据。

1 材料与方法
1. 1 材料与仪器设备

棕色固氮菌 OP 和 230分别引自美国威斯康新大学固氮研究中心和沈阳应用生态林业土

壤研究所。部分实验所需的试剂购置美国 Sigma 公司产品。小批量菌体培养选用改良的 Burk

无氮培养基,并用 100立升发酵罐进行好氧发酵。对数生长期收集菌体备用。

光谱电化学测试系统由电化学综合测定仪, 三电极厌氧电解池, 恒温, 恒搅拌速度系统和

紫外可见双光束分光光度计组成。厌氧电解池设计参考前述的方法 [15 ]。

1. 2 方法:

1. 2. 1 AVBF 的制备及纯化

粗制品 AVBF 的分离及纯化参考李久蒂
[ 6 ]
和黄河清

[ 12]
的方法。实验所需的 AV BF 样品用

低压液相色谱仪( DEAE 纤维素柱, 洗脱液: 0. 15mol / L N aCl / pH 7. 25 )进一步纯化。光谱监

测系统的波长固定在 417nm 处。

1. 2. 2 蛋白质浓度和铁含量分析

经纯化的 AV BF 蛋白浓度分析按常规 Low ry 方法。标准蛋白选用 98%纯度的牛血清

白蛋白, 并用紫外分光光度 ( 280nm ) 法作为辅助性方法进行比较和参考用 Low ry 方法所测

定的蛋白浓度的准确性。用原子吸收分光光度法测定经硝化过的 AVBF 含铁量。

1. 2. 3 AVBF 释放铁的速率的定量(化学还原测定法)分析按前述的方法进行
[8 ,13 ]
。

1. 2. 4 氯化钴对 AV BF 释放铁速率的影响

分别取 0. 05M 氯化钴溶液 10 m l与 AVBF 样品( 30m g / ml ) 10ml均匀混合, 并在磁力

搅拌器上恒温( 30e )反应 30分钟。实验所需AVBF 样品应事先用 0. 025mmo l/ L T ris- H Cl/

0. 15mm ol/ L NaCl( pH . 7. 0)缓冲液, 在 SephadexG- 25 柱( 2 @ 12cm )纯化。AVBFCO ( AV BF

经氯化钴处理的)释放铁的速率测定按前述的方法进行[15 ,16 ]。

1. 2. 5 不同 pH 值的 AVBF 制备

取 AVBF 样品 60ml并均匀分成 5份。不同 pH 值的 AVBF 制备及纯化参考黄河清的方

法[ 2, 8]。

1. 2. 6 AVBF 的吸氢还原反应及活性测定均参考前述的方法 [11 ]。

1. 2. 7光谱电化学法直接测定 AVBF 释放铁速率参考黄河清的方法
[1 ]
。

2 结 果
2. 1 AVBF电极活性及可逆性特性

图 1A 结果表明;经低压液相色谱仪纯化后的 AVBF 在可见光谱区( 380- 580nm )有明显

定量分析的特征吸收峰,其最大吸收峰分别位于 550(A峰) , 525( B峰) 和 414nm ( S 峰)。如用

- 600mV (相对 NH E, 30 e , 以下相同) 电位直接厌氧还原氧化态的AVBF 成为还原态 (图

1B;铁核中 Fe
3 +
组分已被还原成为 Fe

2 +
)的 AVBF(简称 AVBFr )。此时, AVBFr 在可见光谱

区中的特征吸收峰峰位与图 1A 所示的结果很相似。但是, AV BFr 的整体吸收曲线强度随铁

核中的 Fe3+组分被还原成 Fe2+离子含量递增而增加, 因而 AV BFr 的光谱吸收强度明显高于

AVBF 的光谱吸收强度。图 1C 结果表明; 用恒定+ 600 m V 电位可直接厌氧氧化 AVBFr 成
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为氧化态AVBF(此时, AVBFr 中的 Fe
2 +
已被氧化成 Fe

3 +
, 简

称 AVBFo )。AVBFo 在可见光谱区( 380- 580 nm ) 的整体曲

线吸收强度随着 AVBFr 铁核中的 Fe2 +离子逐渐被铂电极所氧

化而减弱。然而, 尽管AVBFo 的光谱吸收强度比 AVBFr 的光

谱强度低,但它仍比 AV BF 的光谱强度稍为高些。

2. 2 AVBF的紫外光谱及氧化还原特性

图 2A 是不同 pH 的 AV BF 在紫外光谱区中的光谱特性。

从图 2A结果可看出; 随着反应介质的 pH 值逐步递增, AV BF

在紫外光谱区的光谱吸收强度也依次逐渐增强。此外, 在 pH

值 5. 0- 8. 0范围内, AV BF 的最大吸收峰峰位表现出 5nm 的

红移现象。从图 2A, B 所示结果比较分析可知; 在 100%氢气

的气氛下 , 不同 pH 的 AV BF 经氢还原 ( 吸氢现象 ) 后

( AVBFr h ) 的紫外光谱特性与图 2A 结果明显不同 , 即在

pH 7. 0- 8. 0的介质中, AVBFrh 光谱吸收强度增加最大, 其次

是 pH 6. 0的 AVBFrh。而在 pH 5. 0时, AV BFrh 的光谱的吸

收强度不仅没有递增, 反而减弱。但在 pH 9. 0时, AVBFrh 的

光谱吸收强度几乎保持变 。此外, 在反应介质 pH 变化从

5. 0- 8. 0范围内, AV BFrh 的最大特征吸收峰峰位表现 10 nm

的红移现象。

图 2C 结果表明;在 2% O2和 95%H2混合气中, AVBF 同样

也可以被 H2还原成 AVBFr (简称为 AVBFroh) , 并伴随着吸

氢反应。不同 pH 的 AVBFroh 在紫外光谱区中的整体曲线的

吸收强度明显高于所对应 pH 的 AVBF(图 2A)的吸收强度, 但

两者的光谱吸收强度的变化趋势均随着反应介质中的 pH 值递

增而增强, 其变化趋势很相似。比较图 2B, D 结果可知; 如先用 100%H2 还原 AVBF 成为

AVBFrh,随后再用 5% O2氧化 AVBFrho。此时,不同 pH 的 AVBFrho 在紫外区的吸收强度

和光谱的变化趋势与图 2B 结果基本相似, 并均在紫外光谱区中的最大吸收峰值红移了

10nm ( 280- 290 nm )。但两者光谱吸收强度的唯一差别较大是在 pH 6. 0, AVBFrho 的吸收

强度明显高于所对应的 pH 的 AVBFrh 的吸收强度。

2. 3不同 pH的 AVBF的可见光谱特性

图 3结果表明; pH 范围为 5. 0- 9. 0的 AV BF 经 100%H2 还原后均在可见光谱区中仍呈

现可定量分析的电子特征吸收光谱, 其最大吸收峰峰位分别位于 550(A峰) , 525(B峰) 和 414

nm( S峰) ,没有吸收峰峰位红移现象。如比较不同 pH 的AVBF(相同的蛋白浓度)在可见光谱

区中的吸收强度可知
[1 1, 12, 15]

; pH 6. 0, 7. 0, 8. 0的AVBF 经 100%氢气还原后,其整体的光

谱强度均有增强,其中 pH 8. 0的 AVBF 增加幅度最大。但 pH 5. 0和 pH 9. 0的 AV BF 的光谱

吸收强度增加幅度比较很小, 即 AbspH 8. 0> AbspH 7. 0> AbspH 6. 0> AbspH 9. 0> Ab-

spH 5. 0。比较图 3和图 2B 结果可知; 不同 pH 的 AVBF 经 100%H2还原后, 其整体光谱吸收

强度在紫外区和可见区的变化趋势均存在明显差异。
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2. 4 AVBFCo释放铁的速率及反应级数

Co
2 +
对 AVBF 蛋白壳上的血红素中的 Fe

3 +
有竞争替换作用。图 4结果表明,经氯化钴处

理后的 AVBFCO 释放铁( Na2S2O 4还原法)全过程的平均速率为 7. 3Fe3 + / AVBF/ min, ( 30 e ) ,

它比我们近期报道的 AV BF 释放铁的速率 15Fe
3 +

/ AVBF/ m in 慢 1. 0倍左右, 与经磷酸盐处

理后的 AVBF 释放铁的速率较相似( 6. 4Fe
3+

/ AV BF/ m in)
[13 ]
。如把图 4结果分别代入常规的

零级,一级或二级反应动力学方程, 其结果均无法获得一条用纵座标表示释放铁速率及用横

座标表示反应时间的直线,即存在着混合级反应。

2. 5 用物理电极还原 AVBFCO 释放铁速率及反应级数

图 5结果指出, AVBFCO 能直接从铂电极 ( - 600mV ) 上得到还原电子并自身还原铁核中

的 Fe3 +组分成为 Fe2 + , 而不需要额外加入化学还原剂, 生物还原剂及生物染料中间体还原

AVBFCO 铁核中的 Fe3 + , 就能使它在铂电极提供的还原电位条件下直接释放 Fe3 +。图 5结果

表明; 用铂电极直接还原时, AVBFCO 释放整体铁核的铁的速率反应时间成对应的正比关系,

平均释放铁的速率是 5. 2Fe
3 +

/ AV BFCO / m in, 比图 4所示速率略低点。此外, AVBFCO 释放整

Fig. 2B Spectra of AVBFrh in

the different pH m ediunm. A:

pH 5. 0, B: pH 6. 0, C: pH 7. 0,

D : pH 8. 0. E: pH 9. 0.
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体铁核的铁的速率始终保持为 5. 2Fe
3 +

/ AVBFCO / m in( K 值不变)。释放铁的速率与反应时间

成线性关系, 与 AVBFCO 铁核中的含铁量无关。因而可知, AVBFCO 释放铁的动力学符合零级

反应动力学特征性质。AVBFCO 释放铁的全过程的动力学反应级数属于零级反应。AVBFCO 蛋

白壳上的血红素- Co
2 +
结构并不能使原释放铁的动力学级数由原零级反应转化成一级或混合

级反应 . 血红素- Co2 +结构限制了铁蛋白转递电子的速率, 使 AVBFCO 释放铁的速率明显下

降。

3 讨 论
血红素以共价键的方式结合 AVBF 的蛋白壳上, 脱血红素的 AVBF 象 HSF 一样在可见

光谱区中无特征吸收峰
[ 17]
。显然, AVBF 的特征吸收峰实际上是该蛋白壳上的血红素对可见

光吸收的结果。不同 pH 的 AV BF 在可见光谱区呈现不同的吸收强度的主要原因是 H
+

, OH
-

参与铁核结构 [18 ] , 并引起蛋白壳发生了柔性的调节, 促使蛋白壳表层能对光产生吸收的血红

Fig. 2C Spectra o f AVBFroh by
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pH5. 0, B: pH 6. 0, C: pH 7. 0, D :
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素组分的数目随之发生变化, 因而获得不同

的光吸收强度 (图 3)。 但由于 H
+

, OH
-
分

别影响 AVBF 蛋白壳的柔性调节的方向, 速

率及幅度可能不一样, 所以蛋白在偏酸性的

介质中所释放铁的速率比在偏碱性介质中的

释放铁的速率快
[ 16]
。

AVBF 和大多数蛋白质一样在紫外光

谱区 280 nm 处中均有特征吸收峰, 这一吸

收峰主要是蛋白壳上的色氨酸, 酪氨酸及丙

苯氨酸对紫外光吸收的贡献。随着反应介质

pH 递增, 蛋白壳柔性调节能力及幅度也发生

变化, 并使蛋白壳表层的色氨酸, 酪氨酸及丙

苯氨酸的相对含量也随之变化, 因而形成了

AVBF 的吸收峰强度随着 pH 递增而增加的

现象。此外, 这三种氨基酸的相对含量也随

pH 递增而不同, 因而出现 5 nm 的红移现

象。用 100%纯氢气还原时, 可能H2 在生理

pH 范围内 ( pH 7. 0- 8. 0) 对AVBF 蛋白壳

柔性调节幅度最大, 从而引起蛋白壳在紫外光谱区 280 nm 处所形成吸收强度最大, 并伴随着

10nm 的红移现象。显然,红移现象和光谱吸收强度的变化均与蛋白壳自身产生的柔性调节幅

度大小有密切联系。 但在可见光谱区中, AVBF 所呈现的特征吸收峰与血红素有关, 所以无

论 AVBF 蛋白壳所产生的柔性调节幅度有多大, 其光谱吸收强度与蛋白壳表层血红素含量有

关, 与其它组分无关,因而不产生红移现象。

棕色固氮菌是好氧型的固氮菌,固氮酶对氧极为敏感,遇氧易失活
[ 19]
。但该菌菌体内中含
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Fig. 4 Kinet ics o f iron release o f AVBFCO treat-

ed by cobaltic chlor ides.

Fig. 5 Kinetics o f iron release of AVBFC O by

direct electrochem ical reduction at - 600 mV in

t he absence o f m idiator .
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有氧保护蛋白,所以使菌体细胞内始终处于微氧环境,确保固氮酶能在微氧条件下固氮成氨。

在体外和严格的厌氧环境下, AVBF 能表现出吸氢活性的新生理功能, 其活性最大为 450H2 /

AVBF [15 ]。但在模拟微量氧的环境下, AVBF 仍可被氢所还原(图 1, 2) ,因而推测; AVBF 在棕

色固氮菌体内也可能进行吸氢反应。AVBF 是一种具有吸氢氢酶活性的蛋白质。

Pt电极绝对不可能直接穿过蛋白壳上只有几十埃宽度的物质交换隧道还原铁蛋白铁核

中的铁组分。不含血红素组分的 HSF 在汞电极上无还原电流 [14 ] ,而 AVBF 在 Pt 电极上呈现

出还原电流。因而,推出 AVBF 蛋白壳上的血红素是构成电子隧道的主要成分子, 起着传递及

输送电子的作用。如 AVBF 蛋白壳上的血红素中铁离子被 Co
2 +
所取代后,可能直接影响电子

传递的速率, 但并不影响蛋白壳的柔性调节能力, 因而只起降低 AVBF 释放铁的速率的作

用, 并不能改变 AVBF 释放铁的动力学反应级数。根据上述结果和推论可知; AVBF 蛋白壳上

可能含有电子隧道结构,血红素似乎是电子隧道主要的成分之一。
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STUDIES ON REDOX CHARACTERISTICS
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ABSTRACT

Bacterial ferr it in f rom Azotobacter vinelandii can directly and quickly pick reduct ion

elect rons fr om a metal plat inum elect rode o r pro vide elect rons to it . T he spect ral ab-

sorbance intensity in the visible spect rum ( 380- 580 nm ) of reduced bacterial ferrit in

after t reated by the po tent ial at - 600 mV vs. NH E is evident ly higher than that of

the ox idized it . Being tr eated by cobalt chloride, the ferr itin exhibits w eak act ivity to

the elect rode and its rate for iron release decr eases evident ly. It suggests that on the

pr otein shell o f bacterial ferrit in exist a st ructure o f part ial elect ron tunnel consist ing of

mix ed com posit ion of hem e- Fe2 + and heme- Co2 + . H2 - uptake phenom enon of the

bacter ial ferrit in is st ill found in an analog y sy stem of micro- oxygen env ir onm ent of

ent ire cell Azotobacter vinelandii in v it ro, w hich indicates that the H2- uptake react ion

can be carr ied out by the ferrit in w ithin the cell. The bacterial ferr it in is a pro tein

w hich possesses characterist ics of H2- uptake hydrogenase- like act ivity .

Key Word: Azotobacter vinelandii Bacter ial ferr it in Elect rode act ivity

Spect ral character ist ics H em e- elect ron- tunnel
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