
棕色固氮菌细菌铁蛋白铁核中的磷铁组成存在非均匀性 。细菌铁蛋白释放铁的动力学特性表

现出复杂性 。通过动力学曲线分析 , 提出蛋白壳自身调节能力起着限制释放铁速率关键步骤的观

点 , 建立分析铁蛋白释放铁的动力学特性方程并用它较合理地阐明铁蛋白释放铁的动力学规律及

储存铁的途径 。用分光光度法和动力学方程研究细菌铁蛋白释放铁的全过程 , 其结果表明该蛋白

以一级反应方式释放铁核表层的铁和以零级反应方式释放铁核内层的铁 。外加磷酸盐能强烈地抑

制释放铁的速率 ,引起释放铁的反应级数的转化 ,迫使铁蛋白以一级反应的方式释放铁核中的大多

数铁 。
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摘 要

棕色固氮菌细菌铁蛋白(Azotobacter vinelandii Bacterial Ferrit in , 简称 AvBF)是由多

亚基组成的铁储存蛋白
[ 1]
。电子显微镜技术证实了细菌铁蛋白(BF)和动物铁蛋白的分子结构

基本相似 , 两者均由高对称性亚基结构组成的蛋白质壳包围着一个由数千铁离子和磷酸盐分

子组成的均匀铁核[ 2] 。但近期我们的研究结果却认为铁蛋白铁核中的磷铁组成存在非均匀性 ,

铁核表层存在着较高磷铁比组成的磷铁结构 [3 ] 。至今用分光光度法和停流分光技术探讨动物

铁蛋白释放铁机理已有较详细的报道 , 其结论都认为该蛋白可能以混合级方式释放整体铁核

的铁 ,无法用零级 、一级或二级动力学方程给予阐明释放铁的规律 , 因而推测复杂的释放铁机

理与铁蛋白铁核表层的铁结构有关 [ 4] 。近期Watt实验室和我们同时分别报道了棕色固氮菌

细菌铁蛋白以 一级反应方式和两种不同速率 [ 5] 或以一级反应和零级反应的方式释放整体铁

核的铁
[ 6]
,阐明了 AvBF 蛋白壳中的血红素(12heme/AvBF)可能对释放铁的速率起着限制性

作用。然而 , 虽然对铁蛋白释放铁的动力学已进行较深入地研究 ,但在建立分析铁蛋白释放铁

的动力学方程的研究至今未见报道 。

在 Fe
2 +
离子和强氧化剂存在下 , 脱铁核铁蛋白(Apo ferri tin)能储存介质中游离亚铁离子

于蛋白壳中
[ 7]
。外延 X-射线精细结构技术研究铁蛋白铁核形成过程时指出:在铁核形成的

初级阶段 , 亚铁氧化反应发生在该蛋白的三向(X , Y ,Z)隧道中[ 8] 。外加磷酸盐和酪氨酸盐均

能加速脱铁核铁蛋白铁核形成的速率。可见 , 铁蛋白的蛋白壳特性发生变化所影响储存和释

放铁的速率可能比它自身具有的复杂铁核结构所起的作用更为重要。

本文选用 Na2S2O4 还原法 , 磷酸盐处理法及电子光谱法探讨 AvBF 释放整体铁核的铁的
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动力学性质 ,建立分析铁蛋白释放铁的动力学特性方程 ,阐明磷酸盐对 AvBF 释放和储存铁所

起的重要作用 , 为今后进一步深入研究铁蛋白释放铁的机理提供有价值的理论依据 。

1 材料与方法
1.1 材料与菌体培养

棕色固氮菌 OP 菌株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 Sigma公司产品。棕色固氮菌用改良的 Burks无氮培养基在 100立升发酵罐中发酵 。对

数生长期收集菌体备用。

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
[ 9]
的方法 。实验所需的 AvBF 样品需经 DEAE-

纤维素柱(0.15mo l/L NaCl/pH7.25)进一步纯化 。经纯化的AvBF 在聚丙烯酰氨凝胶电泳

上呈单带。

1.2.2 蛋白质浓度和元素分析

蛋白质浓度测定按常规的 Low ry 方法 。 蛋白质浓度标准选用 99%纯度的牛血清白蛋

白 。用原子吸收分光光度法定量分析经硝化过的铁蛋白含铁量。铁蛋白铁核中的亚铁含量按

Funk [ 4]的方法测定。磷含量按 Cooper
[ 10]方法测定。铁蛋白铁核中总的磷铁比是 1:1.2 ,它比

Watt所报道的磷铁比 1:1.4的结果高于百分之十七的磷酸盐量 。

1.2.3 AvBF 释放铁的速率和反应级数的测量按前述的方法进行
[ 6]
。

1.2.4 磷酸盐对 AvBF 释放铁速率的影响

配制 AvBF(10mg pro t./ml)样品含有 1mmo l/L N a2HPO 4。在厌氧的条件下 ,搅拌反应

混合样品 1小时 。AvBF 释放铁的速率测定按前述的方法进行(pH7.25 , 30°C)
[ 12]
。

2 结 果
2.1 AvBF释放铁全过程特性

Fig .1结果表明 , AvBF 释放铁的全过程 , 平均释放铁的速率是 15Fe3 +/min/AvBF 。

Fig .2结果表明 , 经磷酸盐处理后的 AvBF 释放铁的全过程 , 平均释放铁的速率是 6.4Fe3 +/
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min/AvBF , 它比 Fig.1所示的平均速率慢 2.3倍。如果把 Fig .1 ,2的结果分别代入零级 、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横座标表示反

应时间的直线。因而可知 ,AvBF 释放铁动力学全过程也呈复杂化 。这个结论与早期报道有关

动物铁蛋白释放铁的动力学特性呈复杂化的结论是一致的[ 4 ,6] 。

2.2 建立分析 AvBF释放铁特性的方程

动物铁蛋白释放铁是一个不可逆的动力学过程。Harrison 曾提出 Na2S2O4 还原铁蛋白铁

核中的 Fe
3 +
组分成 Fe

2+
离子为释放铁限制性步骤的动力学模型

[ 11]
。至今该机理已被多数铁

蛋白研究机构所接受 , 其反应过程如反应式(1)(A 区)所示:

AvBF (Fe3+n )-※ AvBF (Fe3+n-m , Fe2+m )※ AvBF (Fe3+n-m).... A 区

mFe2 +-α'α-dipyridy l ※ AvBF(Fe3+n-m)+mFe2 +-α,α'-dipyridy l B 区 (1)

反应式 (1)(A 区)中的 K 1表示铁蛋白铁核中的 Fe
3+
组分被 Na2S2O4还原成 Fe

2 +
离子的

速度常数 。 k2表示铁核中的 Fe2 +离子被α, α'-联吡啶螯合于蛋白壳外的速度常数 [ 11] 。然

而 , 具有 60 ～ 70 厚度的 HSF 蛋白壳对可见光有着屏蔽作用和呈现无特征吸收峰的电子光

谱特点 , 它限制了通过紫外可见光谱技术直接研究位于蛋白壳内中心的 Fe
3 +
组分随着释放

铁量递增所形成的壳内迁移运动规律 , 因而导致提出铁核表层的复杂磷铁结构对铁蛋白释放

铁过程起着至关重要的看法 , 忽视了蛋白壳自身的柔性调节能力对释放和储存铁速率所起的

作用
[ 6 ,12]

。

建立在 Harrison 模型
[ 11 ]
和我们近期有关铁蛋白释放铁的动力学性质研究结果的基础

上 [3 , 6 , 12] , 我们认为蛋白壳自身的柔性调节速率很可能对铁蛋白释放铁的速率起着限制性作

用 , 而不是受 k1 或 k2 所涉及的反应步骤所控制(Fig .1(A 区))。因此 ,建议对 Harrison 的释

放铁动力学模型应进行适当地修改 , 具体补充内容如总反应
[1 ]
中的 B区所示 。k3表示蛋白壳

自身柔性调节的速度常数 。

Na2S2O4是双电子供体的强还原剂 , 它以 1/2级快速反应方式参与酶中的铁簇还原已有

详细报道[ 3] 。Na2S2O 4在水溶液中易分解成[ SO-2 ] 并以 1/2级方式参与 AvBF 释放铁的全过

程 ,因而可得如下动力学方程:

kh=
[ SO -

2 ]
[S 2O =

4 ]
1/2 (2)

kh 是 Na2S2O 4的水解常数。[ SO
-
2 ]参与 AvBF 的铁还原过程如下:

AvBF (Fe
3+
n )+ [ SO-2 ] ※ AvBF (Fe

3+
n-1 , Fe

2 +
)+[ SO-3 ] (3)

k'1 表示[ SO -
2 ]参与AvBF 铁还原的速率常数 ,把方程(2)代入方程(3)并积分 , 可得如下动力

学方程:

-
d [AvBF(Fe3+n-1 , Fe2+)]

dt
=K [ S 2O

=
4 ] 1/2 (4)

K 表示 Na2S2O4 参与铁蛋白释放铁过程的速度常数 。根据铁蛋白含铁量和在严格厌氧条件

下 ,加入等当量的 Na2S2O 4还原铁核中的铁时 ,Na2S2O 4消耗量可认为与铁核中 Fe2 +离子增加

量成对应关系 , 即可得如下反应式:

棕色固氮菌细菌铁蛋白释放铁的动力学方程和性质
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[ S 2O=4 ] =[ AvBF (Fe2+n )max ] -[ AvBF (Fe2+m )t] (5)

把反应式(5)代入方程(4),积分后可得如下方程:

[AvBF (Fe2+n )max - AvBF (Fe2+m )t ] 1/2=K(Tmax -T t) (6)

[AvBF(Fe2+n )max] 表示铁蛋白释放最大的铁量 , Tm ax 表示 AvBF 释放铁全过程所需的反应时

间 。[ AvBF(Fe2+m )t]表示在单位时间内铁蛋白释放的铁量 ,T t 表示 AvBF 释放一定铁量所需的

反应时间。方程(6)可用于分析 Na2S2O4以 1/2级方式参与铁蛋白的铁还原全过程的动力学特

性 , 其释放的 Fe
2 +
量与(相当于释放 Fe

3 +
的量)Na2S2O 4 消耗量成对应的反比关系 , 与反应的

时间成对应的正比关系。

2.3 AvBF释放铁的速率转换

把 Fig .1 , 2结果分别代入方程(6)可得 Fig.3 ,4结果 。从 Fig .3 结果分析可知;AvBF 释

放铁的全过程中出现两相(A , B)不同速率的转折点 , 其转折点时间位于 30min 处 , 它比近期

我们所报道的含有较低磷铁比率(1:1.4)结构的 AvBF 释放铁的转折点时间提前 10m in[ 6] 。在

A 相区 ,释放铁的量占铁蛋白铁核中总铁量 61%的铁(1102 Fe3 +/AvBF),平均释放铁的速率

为 36.7 Fe
3 +
/min/AvBF 。在 B 相区 , 释放铁的量占铁核中总铁量 39%的铁 (698Fe

3 +
/

AvBF),平均释放铁的速率为 8.2Fe
3+
/min/AvBF。A 相区释放铁的速率比 B相区高 4.5倍。

Fig .4结果表明;经磷酸盐处理后 , AvBF 释放铁的全过程也同样出现两相不同速率的转

折点 , 其转折点时间位于 200min 处 , 比 Fig .3所示的转折点时间推迟 170min 。在 A 相区 ,

AvBF 释放铁量占总铁量(1920 Fe
3+
/AvBF)82%的铁(1580 Fe

3+
/AvBF), 平均释放铁的速

率为 7.9 Fe3+/min/AvBF 。在 B相区 ,释放铁量占铁核中总铁量 18%的铁(340 Fe3+/AvBF),

平均释放铁的速率是 4.25 Fe3 +/min/AvBF 。A 相区释放铁的速率比 B相区仅高出 1.9倍 ,比

未经磷酸盐处理的 AvBF 释放铁的速率(A 相区)慢 4.6倍。

2.4 建立 AvBF释放铁核表层的铁的动力学方程
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早期的研究结果表明;α'α-联吡啶螯合铁蛋白铁核中的 Fe
2 +
离子的速率(k2)明显大于

N a2S2O 4 还原该蛋白铁核中的 Fe
3+
组分成 Fe

2 +
离子的速率(k1),即 K 2 K1

[11 ]
。此外 ,Na2S2O 4

也能快速还原固氮酶 、氢酶等金属酶中的铁簇 [ 13] 。但是 , AvBF 释放铁的全过程却需要大约

110min左右。显然 , Na2S2O 4还原铁核中的 Fe
3 +
离子和α'α-联吡啶螯合铁核中 Fe

2 +
离子于

蛋白壳外的速率之和比该蛋白释放铁的全过程速率要快的多 , 因而推测这二个反应的步骤很

可能都不是 AvBF 释放铁的限制性步骤 , 唯一的可能性是蛋白壳自身柔性地调节能力起着限

制释放铁速率的作用 ,即 K 2+K 1 k3 。根据上述结果和反应式(1),在探讨 AvBF 释放铁全过

程动力学时可忽视反应式(1)中所示的 A区反应步骤 , 并可把反应式(1)简化成 B 区所示的

步骤为限制性步骤 ,即可得如下动力学方程:

-
d [AvBF(Fe3+n-m)] S

dt
=K3[AvBF(Fe

3+
n-m)S ] (7)

根据反应式(7)并积分可得:

lo g[ AvBF(Fe
3+
n-m)maxs -AvBF(Fe

3+
n-m)t s] = K3(Tms -T ts) (8)

Tms 表示 AvBF 释放整体铁核表层的铁所需的反应时间 , Tts 表示AvBF 释放一定量的铁核表

层的铁所需的反应时间。

2.5 AvBF释放铁核表层和内层铁的特性

把 Fig .3 , 4(A相区)中所示AvBF 释放铁核表层的铁的速率分别代入方程(8)均可获得

一条用纵座标表示释放铁速率 log(Cmaxs-Cts)及横座标表示反应时间的直线(见 Fig .5 , 6),并

符合一级动力学规律 。因而可知 ,AvBF 以一级反应动力学方式释放铁核表层的铁。磷酸盐能

强烈地抑制释放铁的速率 。经磷酸盐处理的 AvBF 能有效地增加控制铁的含量 , 其控制量由

原有 1102 Fe
3 +
/AvBF(Fig .3 , A 区)增加到 1580 Fe

3 +
/AvBF(Fig .4 , A区),控制率递增百

分之四十三 ,但并不能改变反应级数 。

Fig .7结果表明;AvBF 释放铁核内层的铁的速率与反应时间成对应的线性关系 (见

Fig .1 , 3(B 区), 平均释放铁的速率为 10 Fe
3+
/min/AvBF , 符合零级反应动力学规律 , 这一

棕色固氮菌细菌铁蛋白释放铁的动力学方程和性质
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released per molecula r AvBF in Fig .4A .
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结果与我们近期所报道含较低磷铁比结构

的 AvBF 以零级反应方式释放铁核内层的

铁 ,其速率为 10.3 Fe3 +/min/AvBF 的结果

很相似
[10 ]
。

3 讨 论
近期我们的研究结果表明;采用逐点

尝试动力学反应级数测定法分析马脾铁蛋

白和猪脾铁蛋白分别释放铁的全过程时 ,

其结果均可获以一级反应动力学方式释放

铁核表层的铁和以零级反应方式释放铁核

内层的铁的动力学特性
[ 12]
。这一结论与近期

我们选用电子光谱技术和蛋白壳还原法探

讨棕色固氮菌细菌铁蛋白释放铁的全过程

时所获的具有两相区不同速率和两种反应级数的结论是一致的。尽管细菌铁蛋白的磷酸盐含

量至少大于动物铁蛋白含磷量的 10倍并使该蛋白的分子结构明显趋于复杂化 ,但两者动力学

特性仍较相似[ 4 , 6 , 14] 。因而 ,铁蛋白释放铁全过程中所表达的两项不同速率和级数与该蛋白蛋

白壳自身柔性调节能力有着密切的联系 、与铁核结构无关 、与磷酸盐含量无关。

动植物及微生物铁蛋白的铁核结构和理化特性已进行了较详细的研究
[ 4 , 6 , 15 , 16]

, 但如何

提出一个合理化的动力学方程阐明铁蛋白释放铁的全过程一直是铁蛋白研究工作者探讨的难

题 。 如把铁蛋白释放铁的全过程结果代入反应方程式 ,其结果不仅能够准确定量分析它们各

自释放铁全过程的转折点时间 、反应级数转折点 、释放铁的速率 , 而且能定性分析蛋白壳自身

柔性调节能力及络合铁核中的铁量的能力 、适合于分析任何不同种类的铁蛋白释放铁动力学

规律 , 使之更明确地阐明铁蛋白的生理功能。电子显微镜技术研究表明:铁蛋白的分子结构

是由一层直径为 105 的蛋白壳围绕着 55 的铁核
[ 1]
。电子光谱技术研究指出铁蛋白蛋白壳

内表层的氨基酸能有效地络合铁核表层的铁 , 并引起该蛋白以一级反应的方式有规律地释放

铁[ 6] 。然而 , 铁蛋白的自身柔性调节能力是有限的 ,它只能有效地控制铁核表层的铁 ,可能无

法控制铁核内层的铁 。这一现象引起铁蛋白以两种不同速率和反应级数释放整体铁核的铁。

磷酸盐是铁蛋白铁核的主要成份之一 , 但它对铁蛋白的生理功能所起的作用一直不清

楚 。从 Fig .2 , 4 , 6结果分析可知 , 外加磷酸盐加强蛋白壳内表层的氨基酸络合铁的能力和增

加络合铁量 ,阻碍释放铁的速率 ,引起两相速率转折点反应时间推延近 170min。可见 , 外加磷

酸盐对铁蛋白释放和储存铁的速率确实起着限制性的重要作用。然而 , 与其相反的是铁蛋白

铁核表层比铁核内层含有较高的磷酸盐量
[ 3 , 12]

, 但它释放铁核表层的铁的速率 Fig.2(A 区)

却明显高于释放铁核内层的铁的速率 Fig .2(B区)。因此 ,外加磷酸盐和铁蛋白铁核中自身的

磷酸盐所引起的生理功能可能不同或可能采用不同途径 和机理影响铁蛋白释放和储存铁的

速率 ,其详细机理仍有待于进一步深入研究。
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ABSTRACT

Bacterial ferrit in f rom azo tobacter v inelandii(AvBF) contains a hete rog enet ic co re

(to tal atomic ra tio Fe3 +:Pi =1.2:1) consisting of pho sphate and iron w ithin the shell

and has complex kine tic cha racte ristics fo r comple te iron release .Based on the kinet ic

curves analysis , self-regulat ion of pro tein shell i s suggested to play an impo rtant role

in limi ting rate of i ron release.A reasonable kinet ic equation has been established to be

bet ter used for explaining the complex characte ristics w ith diphasic behavior co rre-

sponded w ith double rates for complete iron release and the pathw ay for i t storage.A

complete process fo r i ron release has been studied by the Na2S2O4 reduct ion , the

phospha te t reatment , the spect ropho tometry , and the kinetic equation , which the re-

sults are known that AvBF releases the iron involving in f irst-orde r reaction on the

surface o f the iron core and in zero -o rder reaction in the inside of the co re.The

presence of ex t ra phospha te st rong ly inhibits the rate of iron release , cause o rig inal

m ixed o rder rections for complete iron release to occur t ransfe r , and make the ferritin

to release most i ron w ith f irst-orde r react ion w i thin the co re.

Key Words:Azo tobacter vinelandii Bacterial ferrit in Kine tic

Equat ion and react ion o rder Phosphate and ra te


