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铁&∋( )离子在 ∗ + , 与去铁转铁
·

蛋白之间交换动力学的研究

王者鹏
‘

赵 明 王 夔

&北京医科大学药学院
,

北京 −. . . ∀ /)

使用分光光度法研究了 01& ∋∋∋ )离子在去铁转铁蛋白&叩。+ 2与 ∗ + , 之间的交换动力学
,

得到反应的

动力学参数及反应速率表达式
,

并提出了反应机理
!

关键词 3 铁传递蛋白 去铁传递蛋白 ∗ + , 铁&−−− ) 动力学

引 言

铁& )在小分子配体与去铁转铁蛋白&4,
 + 2之间的转移反应是铁代谢中的关键问题

,

因而

一直受到人们的重视
!

−5 6 7 年 8 4 9: ; &−, <〕等分别研究了 0: &−−− )在柠檬酸
、

= > + ∗ 及 # +∋ 气与去

铁转铁蛋白&4,
 + 2之间的交换反应发现

,

0: &? )从小分子配体向去铁转铁蛋白转移是通过形

成 中间体配合物 的形 式完成 的
。

近来 1  ≅ 4Α 9 等研究 了 0:& ∋ )在焦磷酸
〔’) 及乙 酸氧月亏

酸 〔Β 〕与转铁蛋白之间的交换反应
,

证明形成转铁蛋白
,

小分子配体及碳酸根的四元中间配合

物
,

然后解离掉小分子配体后形成 0: &−−− ) 一4,
 + ΧΔΔ 1川

一

三元配合物
。

在这一过程中伴有转

铁蛋白的构象变化
!

∗ + , 是存在于体内的一种铁配合剂
,

它在铁代谢过程中起着重要作用
,

∗ + , 可能通过加

快 Ε 1  了交换而使结合在 4,  + Χ上的铁活动化 〔Φ , ,

有利于转铁蛋白释放铁 Γ ∗ + , 还可能使

结合在其他蛋 白上的铁向转铁蛋白上转移
〔6〕

,

有利于转铁蛋 白结合铁
。

所以研究 0 : & )

离子在 ∗ + , 与
4 Η  + Χ之间的交换动力学规律

,

对于搞清铁在人体内的代谢途径
,

指导合成生

物利用度高的铁制剂是有意义的
,

为此
,

我们用光度法研究了 0 : &−−− ) 离子在 ∗ + , 与 4 Η  + Χ

之间的交换反应动力学
,

得到了动力学参数及反应速率表达式
,

并提出了反应机理
!

试 剂 与 仪 器

血清组份 Ι  ϑ ( ∋ 侧匕京红 十字血液 中心 )
!

> = ∗ = Κ: Η ϑ 4 Λ : Μ ∗ Κ。
及 # 4 Ν∗ + Η &不少于

55 Ο
,

;Π Θ ? 4)
,

其他试剂均为分析纯试剂
。

光度法研究用岛津 Ρ Σ 一 < 6. 型分光光度计进行
!

实验体系用 9Α Π;
·

Ε Ι∋ 缓冲溶液维持 ΗΕ % 7
!

Β!

0: Ι −/ 溶液用 ; ( Ι −<一Τ ΝΙ Α Ν 3 法标定
!

∗ + Η 浓度用紫外吸收法以
? 4 二 一 < Φ5 ( ?

, 。 % 一Φ Β Μ

−. , )确定
。

0: &−−− )# + ∗ 配合物溶液的配制
3 在 # + ∗ 二钠盐溶液中滴加等摩尔的 0: 1 /

溶液
,

并不

断搅拌
!

然后用新配制的饱和 # 4 Ε Ι 2 /
溶液调 ΗΕ 为 7! Β

,

用 .! . .Φ ?  
·

−一,

的 9ΑΠ 3 ·

Ε 1 缓

本文于 − 5 ∀ 5年5月 −7 日收到
!

Υ

卫生部资助项目
!

。

本文为王者鹏硕士论文一部分
!
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·

< 5
·

冲溶液定容至浓度为 −
!

∀Β Μ  
一

玩 −
·

∋
一 , !

该配合物室温下易聚合
,

所以要使用前临时配制
!

0 1& ∋∋∋ )∗ + , 配合物溶液的配制 3 在 # 4 Ν∗ + , 溶液中
!

滴加 0 :1
/
溶液

,

并不断搅拌
,

使 0: ς ∗+ , 摩尔比为 3Β
,

然后 调 Η Ε 为 7 !Β 的 9ΑΠ ;
!

Ε Ι∋ 缓冲溶液定容
,

配成 −
!

∀Β Μ

−.
一/?  

·

−
一,
相对于铁的溶液

!

该配合物溶液也要使用前临时配制
!

实验方法与结果

用分光光度法研究 0:& ∋∋∋ )在 ∗ + , 与 4,
 + Χ之间交换反应的动力学的依据是

,

随着铁交换

反应的进行
,

反应终产物 0 :
4,

 + Χ Ι  , 的最大吸收峰强度随时间而增大
!

由吸光度随时间

的变化求得动力学参数
,

并推断反应机理
!

−
!

血清转铁蛋白的提取及纯制
3 按文献方法 〔力 自血清 1  ϑ ( ∋Σ 组份分离含铁的转铁蛋

白
!

纯度为 55 Ο
!

含铁转铁蛋白再用 .
!

.Φ ?  Χ
· 一, = > + ∗ 一醋酸盐缓冲溶液&, Ε Φ

!

<) 透析去

铁
,

得去铁转铁蛋白 &含量不低于 5Φ Ο )
!

最后用 0 : &−−− ) # + ∗ 光度滴定法测量去铁转铁蛋

白的浓度
!

<
!

测量波长的选定
3

在恒温&<Φ !. 土 。
!

−℃)条件下
,

以 .! ..Φ ?  
·

−
一 , 9ΑΠ;

·

Ε Ι∋ &ΗΕ 7! Β) 缓冲

溶液为对照
,

测定含铁转铁蛋白 &+ 2 和去铁转铁蛋白 &4,  + 2 的可见光谱
!

含铁转铁蛋白

&+ 2 在波长 Β 6 Φ( ? 处有一特征吸收
,

而去铁转铁蛋白 &4,
 +2 在 Β 6 Φ( ? 处吸收很弱

,

所以

实验中选用 Β 6Φ
( ? 做为测量波长

〔‘’ !

/
!

反应总级数的测定
3 0:& ∋ 卜∗ + , 配合物&浓度 7

!

/Β
Μ  

一;?  
· 一 , ,

0: 3 ∗ + , 摩尔比为

− 3 / )和去铁转铁蛋白&/
!

6 7 Μ 一。一, ?  一
一’)在过量 # 4 Ε :  /&浓度为 ∀

!

. . Μ −. 一, ?  ·

Ω一 , )存在下

反应
,

用 .
!

 .Φ ?  
· 一,

9ΑΠ
; ·

Ε Ι∋ 缓冲溶液维持 ΗΕ 7
!

Β
,

反应在恒温 &<Φ
!

. 土 .
!

−℃ )条件下进

行
!

通过监测 Β 6 Φ ( ? 吸光度随时间的变化 &图 )
,

并由吸光度数据求得不同时刻未反应组分

的分数 Ξ :3

∗

Ξ : % 一
∗

一 ∗

一 ∗

厂厂一一

Ω ,

沪! 八 沪卜

∋ 吕 洲州
, Ψ一Ζ卜 气

碑 ! 子

一
呵
‘洲尸

Υ

ς ς
ς ς

叼
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Δ
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6

9% 之
&
动立( )

图 < 0 :&∗ + ,)配合物与 4 Η + Χ的

二级反应示意图

0ΠΘ
!

< 翻1 ( Λ  Α Λ: Α 比41 9 Π (

〕件 ς

)
’

!

..

[ 夕
ς 广

3
’

·
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#叭心。∃
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阴工& ∋ ∋ ( ) ∗ % ∀ + ,开

− 「.

) 枷
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图 3 4 . 5 333 2交换过程中 6 7 81 /

吸光度随时间的变化
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: ; . :& )0 ∀ 1 <= 0> ? . )≅ . . 1 )= .

Α= & 1 罗 8 ∀ + & ? <∀ 印)0∀ 1

<Β. . )∋ & & 1 Χ )0/ .

图 Δ 4.5 ΕΕΕ 佼换反应的速率

与 4。 Φ , Γ Β 摩尔 比的关系

4 09
 

Δ ; . :& ∋0∀ 1 < = 0Β ?. )≅ 比1 01 0 )0 & :

Γ& ). & 1 Χ )= . / ∀ :& ∋ ∋& )0 ∀ ∀ +

, Γ Β − 4 .
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其中注
二
为反应达到平衡时的吸光度

,

∗
。

为反应开始时的吸光度
!

以牛对时间
9 做图得直线&图 <)

,

由此求得反应总级数为 <
!

」气Ι

Β
!

∗ + , ς 0:
摩尔比对反应初速率的影响 按不同 ∗ + , ς 0:

摩尔比配制的 0:& ∋∋∋ )∗ + , 配合

物&对铁均为 5
!

6∀ Μ −. 一 , ?  
· 一 , )分别与去铁转铁蛋白&Φ

!

Φ. Μ −.
一;?  Χ

· 一, )反应
,

在相同反应

条件下
,

测定吸光度随时间的变化
,

并由此获得反应初速率 &转铁蛋白分子量按 7 ∀ Φ. . 计

算
,

摩尔吸光系数为 ΒΒ 7 Φ ?  Χ
一 , ·

>
!

以初速率对 0。 ς ∗ + , 摩尔比做图得图 / 直线
,

可见

0: ς ∗ + ,摩尔比越小
,

反应速度越大
!

Φ
!

4
Η + Χ浓度对反应初速率的影响 为了进一步阐明铁在 ∗ + , 与去铁转铁蛋白间的交换机

理
,

我们铡定了 4,
 + Χ浓度对铁交换速率的影响

!

在过量 # 4 Ε 1  /&Φ
!

/ ? ?  Χ
· 一 ,

存在下
,

保持 0。 &−−− ) ∗ + , 浓度 &0: 3 ∗ + , 摩尔比为 − 3 Β
,

铁浓度为 ∀
!

/6
Μ −. 一 ;?  

·

∋一 , ) 恒定
,

改

变 4 Η  + Α 的浓度 &<
!

  Μ 一。一, ?  一 Μ
一 , 到 5

!

.. Μ Μ 一;?  一
一 ,)

,

由于 4 Η  + Α 浓度较高时反应太

快
,

降低温度可减慢反应速率
,

所以反应在 巧
!

. 土 .
!

−℃下进行
,

用 .!  .Φ ?  Χ
· 一 , 9ΑΠ 3 ·

月1

维持 ΗΕ 7! Β
!

由吸光度 随时间的变化
,

求得每一 4,
 + Χ 所对应的反应的初速率 气

,

叽
一

与

4,
 
+Χ 浓度呈双曲线关系

!

&图 Β)

卜ΖΡ只丈。的∴‘

不
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ς
一
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/
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一
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一一 ς 厂
一

。 “
’
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””

22222
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22222

ςςς
,,

甲Ρ洲一二
!

几
!

履唁丈
山−,!。叫目叫)Η

%
 

今% % Ι% 3
 

∗ %

Α ∀ 1 ϑ . 1 七∋ & ) 立∀ 1 ∀ + 4. 5Ε 12 人ΓΒ
大

3

岁

反应初速度与 4 Α5 Ε1 2 , Γ Β

浓度的关系

; . :& )0 ∀ 1 <= 0Β ? . )≅ . . 1 )= .

。

一

队%  

了匀‘一

一
一‘二二马Κ 。日

 

Λ “
比 Μ , Μ七

 

% 创
一

勺 Μ

‘& ∃ Α 曰飞之比 Ν1 / Κ

钊ΟΠΔΘ 一Δ,Ε 
、

,

9

客飞
ΡΣ二3比Τ叫 Θ曰三

图 6 反应初速率与 &Β ∀ Γ +浓度的关系

4 09
 

6 ; . :& ) 0∀ 1 < = 0Β ?. )≅ . . 1 )= . 01 0) 0 & :

∋ & ) . & 1 Χ )= . . ∀ 1 Α . 1 )∋& )0∀ 1 ∀ +

& Β∀ Γ +

01 0“& :∋ & ) . & 1 Χ )= . 图 7 4 . 5 333 2由 Υ Γ Β 向 & > ∀ Γ ∋

Α∀ 1 ΑΑ 1) ∋& )0 ∀ 1 ∀+ , Γ Β 转移过程中的光谱变化

4 09
 

7 ϑ = & 1 9 . ∀ + )=. & ? < ∀ +Β )0∀ 1

< Β. . )∋ & Χ ς ∋ 01 9 )= . Β∋∀ ΑΑ <<

7
 

4城333 2 , Γ Β 配合物的浓度对反应初速率的影响

∀ + +. ∋∋0 . . Ω . = & 1 罗

固定去铁转铁蛋白5 & > ∀ Γ Μ浓度为 3
 

∗8
Ω

3%礴/ ∀

一
, ,

改 变 4 . 5/ 2, Γ Β5 4. −, Γ Β 摩尔 比为 : −Δ 2浓度 5从 ∀
 

< Ω 一。一 , / ∀ :
·

:
一 , 到 3

 

< Ω

3% 一 Δ/ ∀:
·

:
一

勺
,

在与 5 82 相同的条件下使 4.5 ΕΕΕ 2 , Γ Β 与 & > ∀ Γ + 发生反应
,

并求得每一 4.

5ΕΕΕ 2, Γ Β 浓度所对应的反应初速率 气
,

Ξ∀ 与 4. 5 333 2, Γ Β 浓度呈图 8 所示的线性关系
。

Ψ
 

4叹1Ε 2由 , Γ Β 向
&

>∀ Γ +转移过程中的光谱变化 为了确定铁在从 4.5 ΕΕΕ 2 , Γ Β 向 & > ∀ Γ +上

转移过程中是否形成中间四元配合物
,

在恒温 5 38
 

% 土 %
 

3℃ 2 > Ζ Ψ
 

6 及过量 [ & Ζ Α ∀ Δ
存在下

5∗
 

6 6 / / ∀ :一
, 2

,

记录 4. 5333 2Υ Γ Β5浓度为 8
 

∴ Ι Ω 3% 一, / 。

一
, 2与

& > ∀ Γ +56
 

Ψ∗ Ω 3% 一, / ∀ :
·

:
一 , 2

反应过程中的光谱变化5图 72
 

图 7 中
&
光谱是 &Β ∀ Γ +加人 [ & Ζ ϑ ∀ Δ 后的光谱

,

? 是加人 4.

5/ 2, Γ Β ] 秒 后 记 录 的 吸 收 光 谱
 

以 后 每 隔 8% 秒 记 录 一 次
。

加 入 4Α
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&班 )∗ + , 后 Φ. 秒光谱最大吸收峰在 Β Φ. ( 功 处
,

以后逐渐红移
!

/ .. 秒后
,

光谱最大吸收峰红

移到 Β 6 / ( ?
·

讨 论

−
!

0叹? )转移反应的双阶段性与中间活性配合物的出现

0:& ∋∋∋ )∗ + , 与 4 Η  + Χ反应过程中表征 + Χ浓度的 Β 6 Φ( ? 吸光度随时间的变化见图 −
!

可见

开始时吸光度变化很快
,

分钟后即转平缓达到最大吸光度值
!

可以估计 0:& ∋∋∋ )从 ∗ + , 向

4,
 + Χ 转移反应为一双阶段反应

,

这与 0: &−−− ) 从焦磷酸
、

乙酞氧肪酸及柠檬酸向 4,
 + Χ 转

移反应情况相似
!

反应 曲线图 − 的双阶段性
,

图 Β 所示的反应初速度与 4,
 + Χ浓度的双曲线关系

,

以及图 Φ

所表示的反应初速度与 0: &∋Ε ) ∗ + , 浓度呈线性变化
,

这些事实提示
,

在 0 : &? )∗ + , 配合物

溶液中
,

可能存在着一种活性中间物种
,

该物种能与 4,
 + Χ迅速反应

,

生成在 Β 6 Φ ( ? 处有特

征吸收的 0:+ Χ1  /∗ + , 四元配合物
,

称之为活化配合物
,

这种活化配合物与 Ω卜活化配合物平

衡存在
。

可以求得 0:& ∋∋∋ )∗ + , 配合物溶液中活化配合物的含量为 Β5
!

6 Ο
!

<
!

0城−−− )从 ∗+ , 向 4,
2 + Χ转移的反应机理

反应初速度与 ∗ + , ς 0 。
值呈线性关系

,

说明反应不 可能是完全的解离机理
。

此反应 ‘。

0: &Ζ ) 的焦磷酸 &,] Ξ ) 及乙酸氧肠酸 &∗ Ε ∗ ) 配合物与去铁转铁蛋白的反应不同
,

这两

个反应均按解离机理进行
,

且随着 ,] Ξ ς 0: 以及 ∗ Ε ∗ ς 0。摩尔比的增加
,

反应初速度先增

大后减小
!

反应的总级数为二级而不是一级
,

这一事实说明反应不会象 01 &? ) 一柠檬酸那

样以从聚合态变为单核态为限速步骤
!

增大 4 Η  + Χ浓度可 显著增大吸光度变化位 ∗ , ,

说明 0 1

&? ) ∗ + , 也不是直接参与反应的物种
,

否则反应不会表现出双阶段性
。

根据以 ∋几分析提出以

下反应机理 3

4 , + Χ ⊥ Ε Ι 2 了

无<

_ Δ

斌
“ Η  + ΧΙ  , 十 Ε

<
!

0: ∗ + , 0 Ι∗ + ,

_一 <

/
!

0: ∗ + ,
’

⊥ 4 , + ΧΙ 2

奥

里
∗ + ,0 1 + Χ1  

_
一 /

Β
!

∗ + , 0Ι+ Χ9 二2
_

Υ Δ

_ ;
!

瓦

01 + ΧΙ 2犷十 ∗ + ,

0 Ι+ ΧΙ 2 0 1 + ΧΙ 2

⎯

表示该物种的另一种构象形式或活化形式
!

去铁转铁蛋白最显著的特点之一是在与铁结合时必须同时
, Ζ Ε Ι 2 , 或 Ι 2 Γ

一

阴离子结合
!

去铁转 铁蛋 白首先 和 Ε Ι  子反应
,

生成更具有亲核特性 的形式 + ΧΙ 2 , ,

并放 出氢离 子

& ) 闭
!

机理 &< ) 是活化配合物与非活化配合物的平衡
!

图 Β 中 0:& )交换速度对 4,
 + Α浓

度的双曲线关系以及 01& 爪 )交换反应的双阶段性都支持有活化形式的 0 。&−−− )∗ + , 配合物存在

这一结论
!

机理&/ )是活化形式的 0: ∗ + ,
‘

与具有亲核特性的 + ΧΙ  / 发生的亲核加成反应
,

此步反应

为快反应
,

反应后生成了一个在 Β“ ( ? 处有特征吸收的四元混合配体配合物的中间体
。

四元
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Δ

一
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配合物 ∗ + ,0: + Χ1  /
是一种不稳定的中间体

!

解离后生成 0: + ΧΙ 2 , 仔), 最后经构象调整过

程生成终产物 0 :+ Χ1 仇&Φ )
!

机理 &Β) &Φ ) 可从微观可逆原理推出
。

本实验 中没有直接证明该四元配合物的存在
,

从图 6 中 0: &−−− )∗ + , 与 4,
 + Χ反应光谱随

时间变化看
,

在反应后 Φ. 秒钟时最大吸收峰在 Β Φ  ( ? 处
,

而反应 /.. 秒后
,

最大吸收峰在

Β Φ. ( ? 处
,

提示在铁转移过程中可能有一中间产物生成
!

这一现象与 8 49 :; 对 0:& ∋ )乙酞氧

肪酸与
4Η  + Χ的反应的研究结果相似

!

用 0:& ∋∋∋ )∗ + ,
’

稳态法处理上述机理可得到如下速度方程式

速度

_ 3
田1  乒αβ

4 Η  +门β0
:∗ + Η α

_ Ν β∗ + Η α田
⊥

[ ⊥ _ ,
β
4 Η  + 月田Ι  

其中 _ % _ ;
气_ /_ Ν ς _ 、

·

_
一/ _0Κ Ν 二 _、 _ / % _ / _ ς _ 一 −

该速度方程中 0: &? )转移反应速度与 0: &−−− )∗ + ,呈度呈线性关系
,

与 4,
 + Χ浓度呈双曲

线关系
,

均与实验结果一致
!
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