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铁 蛋 白 广 泛 地 存 在 于 动 植 物 及 微 生 物 机 体

中 A$，" B。在体内，铁蛋白的主要生理功能是储存细胞

中过剩的游离铁 .避免铁中毒。然而，一旦细胞缺铁

时，铁蛋白作为铁供应源，释放铁给细胞 A’，) B。电子显

微镜和电子光谱技术研究表明，铁蛋白分子结构由

蛋白壳和铁核组成，蛋白壳由 ") 个高对称性亚基组

成，铁核由数千氢氧化铁离子和数百无机磷酸盐分

子组成 A/，, B。铁蛋白蛋白壳上含有两种横跨蛋白壳的

隧道 . 即三相 (C =D =E - 物质交换隧道和电子隧道 .
前者的作用供无机磷铁及其他小分子进出 . 后者的

功能起着接收及传递电子的作用 A+，& B。经改造及修饰

后的铁蛋白反应器能储存有机小分子和各种重金属

离子 A*，$# B，并有可能用于直接监测流动水体污染程

度。

铁蛋白是一种非电惰性的蛋白质，这一特性不

同于多数蛋白质 A$$ B。 生物电化学技术研究表明，

细菌铁蛋白不仅有三相物质交换隧道，而且还含有

能从铂金电极上直接接受电子且用于还原自身铁核

的电子隧道结构，其隧道中点电位分别为 % $"/、

% ’$#、 % ’+#1F (相对于 GH0，下同 - A& .$$ B。随后，

我们又发现了猪脾铁蛋白和 IJKL 也是一种非电

极惰性的蛋白质，并提出哺乳动物铁蛋白也具有电

子隧道结构的看法 A* . $" B。 近几年来，美国 E2M3>8
实验室和我们陆续发表了有关铁蛋白能直接从黄

（铂）金电极上接受电子的研究结果 A& %$# .$" .$’ B . 并几

乎同时提出铁蛋白易吸附在电极上，并产生了构象

变化，以致形成从电极上接受电子能力的论点和模

型 A$$ .$) B。这一模型已经为研究铁蛋白直接从物理电

极上接受电子能力的机理 A$" B 和为拓展铁蛋白电化

学反应器新功能研究 A$’ B提供可行性技术。

本文采用了基质辅助激光解吸离子化飞行时间

质 谱 技 术 （N 2OP3< % 2QQ3QO>? K2Q>P I>QRPMO 3R8
SR83T2O 3R8 U V 31> RW L4395O N 2QQ XM>@OPR1>OPY .
NJKIS U V ZL N X）研究铁蛋白蛋白壳表层的电荷

分布，企图寻找电子隧道形成机制、电子隧道类型和

蛋白与电极吸附位点，从而更合理地阐明铁蛋白直

接从电极上接受电子的机理，并为研究其他非电极

惰性蛋白酶的生物电化学特性和酶催化机理提供新

的研究技术。

0 材料与方法

0 / 0 材料

制备 IJKL 的原材料均选用新鲜鱼工鱼鱼肝 . 并去
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摘要：采用 X>M52@PY4 X % ’## 排阻层析和 I0J0 % 纤维素层析技术分离纯化鱼工鱼肝铁蛋白（K3\>P W>PP3O 38
RW I2QY2O 3Q J]2;>3 . IJKL）。纯化后的 IJKL 经梯度聚丙烯酰胺凝胶再次分离后，显示出两条凝胶带，即单分子

IJKL 和双聚态 IJKL。选用基质辅助激光解吸离子化飞行时间质谱技术（NJKIS % VZL N X）研究 IJKL 的电

荷分布时，发现 IJKL 蛋白壳表层上显示出三种不同质荷比的分子离子峰，其质荷比为 $#’,*= )$ 1 U T、"#+$#= ’’
1 U T 和 )$&#*= )’ 1 U T。当 IJKL 亚基被解离后，这三个分子离子峰随之消失，因而推测 IJKL 蛋白壳表层存在着

高密度正电荷区域，并与该蛋白形成非电惰性有着密切联系。通过拟出 IJKL 蛋白壳表面电荷分布模型，进一步阐

明 IJKL 从铂电极上接受电子的机理。
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除脂肪。

! " # 方法

! $ # $ ! 铁蛋白制备

%&’( 分离、结晶和纯化按前述方法进行 )!* +。

%&’( 按常规非变性聚丙烯酰胺电泳技术进行蛋白

纯度鉴定。凝胶制备分为浓缩胶和分离胶，浓缩胶

浓度为 ,-和线形梯度浓度胶为 *- . !#-。铁蛋白

经电泳分离后，随后进行固定，考马斯亮蓝染色，脱

色和凝胶成像系统扫描，并确定纯度。铁蛋白经柱

层析技术分离后，该蛋白质在电泳凝胶层析带中显

示出单分子和二聚态状态。本实验所用的样品事前

均为单分子 %&’(，不含二聚体的 %&’(。

! $ # $ # /&’%0 1 2 3( / 4 技术测定铁蛋白蛋白壳

表层电荷分布

选用 567896 公司制造的基质辅助激光解吸

离子化飞行时间质谱仪 :69(’9; !型号 < 分析铁

蛋白蛋白壳表层电荷分布情况。仪器分析条件综合

参考相关文献资料 )!=，!> +。 最后确定条件是：激光

波长 ,,?@A B 所有数据均以正离子方式采集，加速

电压 #,8C B 延迟时间 *" B """ . !B *""@D 之间。基

质选用 567896 公司提供的芥子酸。

! $ # $ , %&’( 亚基制备参考文献 ) !>+方法进行。

# 结果与讨论
# " ! $%&’ 电泳特性

铁蛋白的分子结构由蛋白壳（厚度为 =" . >"E）

和铁核组成，铁核位于蛋白壳中心 )!，# +，它由数千铁

氢氧化合物分子（#!""(F, G 1 %&’(）和数百无机磷

化合物分子 : ,"" HI 1 %&’( < 组成 B 铁核分子量约在

#"JK 左 右 。 图 ! 是 %&’( 和 脱 铁 核 %&’(
（LMN%&’(）电泳图。实验前，%&’( 样品已经重结

晶，并再次经 %9&9 . 纤维素层析介质纯化二次，但

从图 ! . ! 中可看出，经高度纯化后的 %&’( 在凝

胶层析带中仍然显示出两条（& 和 5），& 带的迁移

率大于 5 带，即后者蛋白分子量大于前者。经组成

分析，& 和 5 带组成均为 %&’(，5 带的 %&’( 呈

二聚体状态，而 & 带的 %&’( 呈单分子状态。

图 ! . # 是脱铁核 %&’(（LMN%&’(）的电泳

图。从图 ! 中可看出，失去铁核的 LMN%&’( 电泳迁

移率与 %&’(（& 带）相似，即仅仅 %&’( 蛋白壳参

与电泳行为，而位于 %&’( 蛋白壳中的铁核组成很

可能不参与电泳行为，不影响 %&’( 的迁移率。由

此来看，铁蛋白铁核中铁磷组成及数量对该蛋白表

层电荷分布影响不大。

# " # $%&’ 质谱特性

经分离纯化后的 %&’( B 采用 4FMOLPQRS 4 .
,"" 分子筛层析法测定该蛋白的分子量为 *""JK 左

右，它与 T4( 分子量（**"JK）相近。通常，/&’%0 1
2 3( / 4 技术研究蛋白质理化特性过程中，一般可

按双电荷峰 )/ G #T +# G ，分子离子峰 )/ G T + G 和二

聚体离子峰 ) #/ G T +# G 等方式分析蛋白酶的纯度

和分子量 )!? +。图 # 是单分子 %&’( 离子峰质谱图。

从图中可看出，%&’( 呈现 , 个分子离子峰，其离子

峰的质荷比分别位于 !" B ,>U $ *! B #" B ?!" $ ,, 和

*! B V"U $ *, 处，大于 *= B """ 的质荷比区域均无

%&’( 分子离子峰。

由 于 本 实 验 所 选 用 的 样 品 均 为 单 分 子 型 的

%&’(，样品中不存在二聚体，而铁核中的铁磷组

成又不参加电泳行为（见图 !）。图 # 中 %&’( 的最

大质荷比 *! B V"U $ *, 小于 %&’( 分子量（*""JK）近

!" 倍。显然 B 常规 /&’%0 1 2 3( / 4 技术计算生

物大分子分子量方式不适合用于计量带有高正电荷

密度的 %&’( 分子量。因而假定这三个分子离子峰

’() " # /LDD DMFPWQNXQLA NY %&’(

’() " ! H&Z9 NY %&’( L@[ LMN%&’(
!$ & \ %&’( B 5 \ %IAFQ . %&’( #$ & \ LMN%&’(
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的形成可能是由 &$%+ 蛋白壳表面某些区域正电荷

数量相对集中而引起的。如按 &$%+ 分子量为 G? " H
!"I7 计算，&$%+ 蛋白壳表层高密度正电荷集中区域

的正电荷数分别为：JK? L M N&$%+A !O? J M N&$%+ 和

O? LM N&$%+。

在自然界中，多数蛋白质呈电惰性。近期，我们

和 M>12.5 课题组的研究认为，铁蛋白是一种非电惰

性蛋白质，其电子传递途径可能与铁蛋白蛋白壳上

电子隧道结构或与物理电极产生可逆吸附有关。

&$%+ 能形成三个分子离子峰，这说明 &$%+ 由三种

相同分子量，但蛋白壳表层却带有不同电荷密度的

蛋白质混合组成。这一现象说明了 &$%+ 蛋白壳外

表层的正电荷具有高密度集中特点，并使铁蛋白产

生了具有定向吸附于带负电位的铂金电极的能力，

引起构象变化，促使 &$%+ 蛋白壳的电子隧道展示

出从铂金电极上接受电子能力，表现出非电惰性的

特性 PK Q。由于铁蛋白蛋白壳表层的正高密度电荷可

能与具有负电位的铂金电极产生定向作用，从而减

少了铁蛋白与电极接触机率，使该蛋白释放铁的速

率明显小于用化学还原剂与铁蛋白无定向结合所形

成的释放铁速率 PK A!G Q。

’$ & ()*! 亚基的质谱特性

实验表明，铁蛋白蛋白壳由 RG 个高对称性的亚

基组成，其按组成隧道的亚基数分为三相物质交换

隧道，四相隧道，二相隧道和电子隧道 P!K Q。图 J 是

&$%+ 亚基的质谱图。从图中可看出，单亚基无法呈

现亚基分子正离子峰，因而推测该亚基不具有高密

度正电荷集中区。显然，&$%+ 蛋白壳表层上所呈现

的三个高密度正电荷区域（图 R）与铁蛋白蛋白壳具

有的特色结构和亚基排列方式有关。一旦铁蛋白分

子结构被损坏，&$%+ 原有的隧道结构将随铁蛋白分

子结构被解离而消失，形成 &$%+ 蛋白壳上的高密

度正电荷集中区随着该蛋白分子结构瓦解而消失的

现象（图 J）。铁蛋白单亚基结构不存在高密度正电

荷集中区。

’$ % 铁蛋白从铂金电极上接受电子的模型

近期的研究表明 A 铁蛋白的非电惰性特性起因

不仅与该蛋白的电子隧道结构有关 PK A !J Q，而且铁蛋

白还受还原金属电极所产生强磁场的影响，从而引

起蛋白壳产生构象变化 A导出电子传递途径。根据图

R、图 J 的结果 A 我们认为铁蛋白蛋白壳表层可能含

有三种不同正电荷密度区域（JK? L M N &$%+A !O? J
M N&$%+ 和 O? LM N &$%+）。当铁蛋白通过浓度扩散靠

近具有低还原电位的铂金电极时，由于低电位电极

能产生较强的磁场，通过磁场定向作用，使铁蛋白蛋

白表层电荷形成相对集中区域，定向吸附于电极上，

并参与电子隧道形成，最终使铁蛋白产生从电极上

接受电子的能力，因而呈非电惰性状态 S图 GT。不同
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电荷密度的 $%&’ 受电极吸附强度不同及停留于电

极上的时间也不同，但从电极上接受电子的能力相

似，所以铁蛋白始终以零级反应动力学方式释放完

整的铁核的铁 () *!+ *!, -。
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