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摘要：采用电泳和质谱技术对所制备的鸡、鸭、牛和猪胰脏铁蛋白的亚基类型和等电点特性进行了研究。采用天然

聚丙烯酰胺凝胶电泳（789,）技术研究的结果表明，上述 ) 种铁蛋白呈现不同的迁移率，据此可知鸡胰铁蛋白的相
对分子质量（! %）.鸭胰铁蛋白的 ! % .黄牛胰铁蛋白的 ! % .猪胰铁蛋白的 ! %，而且均大于马脾铁蛋白（:;<）的
! %。采用十二烷基硫酸钠（ ;=;）-789, 技术研究的结果表明，上述 ) 种铁蛋白均由 :（ 04">& 60"/#）和 ?（ )/20@
60"/#）类型的亚基组成，但 : 和 ? 亚基的相对数量（即 : A ? 亚基数量的比值）有差别。采用肽指纹图谱技术分别
鉴定各铁蛋白的 : 和 ? 亚基。选用变性等电聚焦方法研究发现，上述 ) 种铁蛋白分别由 , ’ & 种不同等电点的亚
基聚合体组成，说明铁蛋白的 : 和 ? 亚基之间呈现复杂的相互作用和不同的聚合体。不同陆生动物胰脏铁蛋白亚
基之间相互作用的强度和聚合态存在着差异，这一差异特性可能与调控铁蛋白释放铁的速率有关，也与动物对铁

的需求和铁解毒速率有关。
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! ! 在自然界中，铁蛋白（ 1!%%*$*2）是一种很特殊的
储存铁的蛋白质，它由 $# 个亚基组成，且以高对称
性结构方式构成球状蛋白体，并作为细胞内储存和

供给铁的“仓库”［" % &］。铁蛋白分子结构由蛋白质

壳、铁核和横跨蛋白质壳的隧道组成［#］。哺乳动物

包括人类铁蛋白主要由两类亚基（称为 6（ (!,7-
#(,*2）和 8（ "*3($ #(,*2）型亚基）组成，而细菌铁蛋
白（5,#$!%*," 1!%%*$*2，9:）和鲨鱼肝铁蛋白（ "*7!%
1!%%*$*2 &1 )(,%;，/8:）却由单类型亚基组成［’ % (］。

铁蛋白的 6 亚基主要负责氧化 :!$ ) 为 :!& )，并把

铁储存于蛋白质壳内的铁核中；而 8 亚基主要承担
在铁蛋白空腔内表面提供酸性残基以促进铁核形成

的生理功能。经大量的文献检索后发现开展有关铁

蛋白结构与功能研究的实验材料均选用商品化产品

马脾铁蛋白（6/:）。不同种属来源的铁蛋白亚基
类型、6 < 8 亚基数量的比例、不同等电点的铁蛋白、
铁蛋白铁核组成和横跨蛋白壳隧道结构与功能等系

列问题一直存在着争议，其中有关亚基类型问题更

为突出。

! ! 大量的临床诊断报告和研究报道已指出，人血
清中超微量铁蛋白的含量高低可作为诊断人类各类

重大疾病的辅助性标志物，例如肿瘤［*］、糖尿病［+］

和心血管等疾病，但能否作为高效的疾病诊断的蛋

白标志物却一直存在着争议。至今，有关人血清中

铁蛋白的定量分析主要依据来源于它的蛋白壳相对

含量，并未考虑铁蛋白的分子结构特征，尤其是未考

虑铁蛋白亚基类型和 6 < 8 亚基数量的比值变化与
疾病的关系等重要因素。由于铁蛋白的 6 和 8 亚
基之间的相对分子质量（! %）相差不大，若直接采

用十二烷基硫酸钠=聚丙烯酰胺凝胶电泳法（ />/=
?@AB）且未经优化分离，通常会因分辨率较差而影
响分离结果［",，""］。此外，铁蛋白是一种易与其他蛋

白络合的蛋白质，因而在分离制备过程中，易络合其

他杂蛋白，直接影响铁蛋白亚基类型的定性分析。

即使采用高效液相色谱分离鉴定技术，若未建立优

化的高效分离条件，同样也难以有效地分离铁蛋白

的 6 和 8 亚基，因而影响了准确地定性分析铁蛋白
亚基类型和半定量分析它的 6 < 8 亚基数量比例等
铁蛋白分子结构的重要理化参数。

! ! 本文在优化建立的小批量制备动物胰脏铁蛋
白［""］的基础上，采用电泳和质谱技术对鸡、鸭、牛和

猪胰脏铁蛋白的亚基类型、等电点特性进行了研究；

此外，还采用蛋白质组学技术进一步鉴定了铁蛋白

亚基类型。

!" 实验部分

! ) !" 主要仪器、材料与试剂
! ! @3*"!2$ "",, 分析型高效液相色谱仪（美国 @3=
*"!2$ 公司）；CB:8BD !型基质辅助激光解吸电离
飞行时间质谱仪（.@8>E=FG:=./）（德国 9%4;!%
公司）；超速离心机（美国 9!#;+,2 公司）。
! ! 提取胰脏铁蛋白 鸡胰铁蛋白（H(?:）、鸭
胰铁蛋白（>?:）、黄牛胰铁蛋白（H,?:）和猪胰铁
蛋白（??:）所需的 # 种动物胰脏均来源于新鲜组
织。>B@B=’$ 纤维素（I,$!+,2 公司）；丙烯酰胺、
甲叉双 丙 烯 酰 胺、三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷（ F%*)）
（/,23&2 公司）；马脾铁蛋白（华美生物公司）；/>/
蛋白质分子质量标准品（ /*3+, 公司）；胰蛋白酶
（?%&+!3, 公司）；质谱基质：$，’ =二羟基苯甲酸
（>69）、$ =氰基=# =羟基肉桂酸（ 6HH@）、芥子酸
（/@）（美国 EHJ 生物医学公司）；两性电解质载体
（北京军事医学科学院）；其他试剂均为国产分析纯。

! ) #" 实验方法
! ) # ) !" 胰脏铁蛋白的制备
! ! 采用文献［""］的方法制备上述 # 种动物脾脏
铁蛋白。

! ) # ) #" ?@AB 分离胰脏铁蛋白
! ! 采用 F%*)=甘氨酸不连续电泳体系，浓缩胶浓度
为 &K，分离胶浓度为 ’K，浓缩胶电压为 (, L，分离
胶电压为 "$, L。未加 />/ 的 ?@AB（即天然
?@AB）的样品处理：铁蛋白与天然 ?@AB 的样品缓
冲液（由 & M " +8 " +&" < 8 F%*)=6H"（’6 - M *）、’ +8
甘油和 , M ’ +8 "K 溴酚蓝组成）以 ". # 的体积比混
合后，离心去除沉淀物，收集上清液用于电泳分离。

考马斯亮蓝染色和脱色方法：按文献［""］进行。铁
染色方法：将上述铁蛋白经天然 ?@AB 分离后，将
凝胶用双蒸水（>>I）洗 & 遍，然后加入铁染色液
（由 ,/ " +&" < 8 N&:!（ HJ）- =,/ ,’ +&" < 8 F%*)=6H"
（’6 (/ ’）=,/ " +&" < 8 J,H" 组成），迅速置于暗处避
光染色 ", +*2，然后弃去铁染色液，用 >>I 迅速漂
洗一次，加入显影液（由 ",K 甲醇和 ",K 三氟醋酸
（FH@）水溶液组成）覆盖凝胶，至少振荡 ,/ ’ (，即
可在黄色背景中出现蓝色的蛋白条带。采用凝胶成

像系统扫描确定 # 种铁蛋白的相对分子质量（! %）。

! ) # ) $" />/=?@AB 分析铁蛋白亚基类型
! ! 采用 F%*)=甘氨酸不连续电泳体系，浓缩胶浓度

·(+·
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为 #!，分离胶浓度为 $#!，浓缩胶电压为 "% "，分
离胶电压为 !%% "，变性 #$#%&’() 在 & *下进行
分离。铁蛋白与 #$# 样品缓冲液（由 % + ’ ,- $
,./ 0 - 1234%56/（ 75 ’ + (）、# ,- #%! 甘油、$ ,-
$! 溴酚蓝、% + # ,- !%巯基乙醇或 % + ! 8 二硫苏糖
醇（$11）组成）以 $ ) & 的体积比混合后，于 $%% *
煮 # ,39，随后离心除去沉淀物，收集上清液用于电
泳分离。考马斯亮蓝染色和脱色方法：按文献［$$］
进行。选用凝胶成像扫描系统确定及分析铁蛋白亚

基类型和亚基之间的组成比。根据 #$#%&’() 凝
胶板上的蛋白质谱带数目，定性分析亚基类型。

! ! " ! #$ 质谱技术分析与鉴定铁蛋白亚基
* * 取 % + $! 的三氟乙酸（1:’）水溶液和 +%! 的乙
腈（6’;）按 " ) $ 的体积比配成混合溶液。根据试
验要求加入饱和的芥子酸于该混合溶液中，超声波

处理 # ,39，离心（’ %%% 2 0 ,39）# ,39，收集上清
液，即为饱和基质溶液。将铁蛋白亚基和饱和基质

溶液按 $) $ 的体积比混合后，取 $ !- 混合物直接点
在 <’-$=%1>:%<# 的专用样品靶上，在室温下自然
干燥后，将样品靶直接放入质谱仪的靶箱内进行样

品分析。选用配置脉冲氮激光（++" 9,）离子源的
<’-$=%1>:%<#，采用线性模型分析，在加速电压
控制在 !# ?" 等条件下，每一测定样品随机选择 !%
, !# 个不同的点，平均激光脉冲次数在 $!% 次，相
对激光强度恒定为 #%!，采用标准的牛血清白蛋白
外标法标定质谱峰位。

* * 铁蛋白亚基肽指纹图谱分析参考文献［$!］的
方法，利用网上数据库（ #@=##%&A>1 B9C 12)<%
D-）对肽指纹图谱进行检索分析与鉴定［$+］。

! ! " ! %$ 变性等电聚焦（ =):）电泳测定 & 种铁蛋白
变性等电点

* * 采用文献［$$］的方法对 6E&: 等 & 种铁蛋白进
行变性 =): 电泳分析［$$］。

"$ 结果与讨论

" ! !$ 胰脏铁蛋白的天然 "#$% 图谱
* * 图 $ 是 & 种胰脏铁蛋白和 5#: 的天然 &’()
图谱，从中可看出 6E&:、$&:、6B&: 和 &&: 呈现不
同的迁移率。与 5#: 的迁移率相比，6E&: 的迁移
率（!6E&:）最低，而 &&: 的迁移率（ !&&:）最高，即

!&&: - !6B&: - !$&: - !6E&:。根据 &’() 分离的基本
原理，不同来源的同一类型的蛋白质，其电泳迁移率

越高，对应的相对分子质量（" 2）越小。根据这一原

理，可获悉在这 & 种胰脏铁蛋白中，6E&: 的 " 2 最

大，$&:、6B&: 和 &&: 的 " 2 按顺序依次降低，但它

们均大于 5#: 的 " 2。为了进一步证实图 $ 的电泳

谱带中的蛋白质是否是铁蛋白，本文选用铁染色法

进行染色，并获得图 ! 所示的结果。图 ! 中的 # 种
蛋白质均显示出铁染色现象，表明它们均属于高含

铁量的蛋白质，其蛋白质的迁移率和电泳谱带的长

度与图 $ 结果极为相似，这进一步说明所制备的蛋
白质具有较高的纯度，可称为电泳纯蛋白质，为后续

揭示 & 种胰脏铁蛋白的亚基类型和不同等电点提供
了高纯度的蛋白质样品。根据图 $ 中的 # 种铁蛋白
来源及动物的进化地位，可获悉哺乳动物的胰脏和

脾脏铁蛋白（如：黄牛胰脏、猪胰脏和马脾脏铁蛋

白）的 " 2 均小于卵生动物（如：鸡和鸭）的，这些差

异性与不同的动物组织细胞内铁蛋白储存铁的数量

和释放铁的速率有关，同时可能也与各自铁蛋白之

间的 5 0 - 亚基数量的比例不同有关。

图 !$ # 种胰脏铁蛋白和马脾铁蛋白的 "#$% 图谱
&’(! !$ "#$% )*+, -. .-/0 +*1203*, .300’4’1,

*15 6-0,3 ,+7331 .300’4’1
B+ 6E&:；F+ $&:；G+ 6B&:；C+ &&:；H+ 5#:+

图 "$ # 种胰脏铁蛋白和马脾铁蛋白的铁染色图谱
&’(! "$ 80-19,4*’1’1( )*+, -. .-/0 +*1203*, .300’4’1,

*15 6-0,3 ,+7331 .300’4’1
B+ 6E&:；F+ $&:；G+ 6B&:；C+ &&:；H+ 5#:+

" ! "$ 铁蛋白亚基类型
* * 已知动物铁蛋白均由 !& 个呈高对称性结构的
亚基组成，亚基之间的结合紧密度与铁蛋白分子的

尺寸大小有关，因而会影响到铁蛋白的电泳迁移率，

从而直接影响铁蛋白 " 2 的定性结果。高效分离且

鉴定不同来源的铁蛋白的亚基类型和 5 0 - 亚基数
量的比值，对于科学合理地揭示铁蛋白的结构与功

能极为重要。
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! ! 采用 !"!#$%&’ 等方法得到的研究结果表明，
上述 # 种胰脏铁蛋白均由 ( 和 ) 两种亚基组成，这
一规律与多数陆生动物的铁蛋白亚基类型相似。但

图 $ #* 和图 # #* 的结果却显示，"$+ 和 ,-$+ 之间
的 ( 和 ) 亚基相对数量（亚基蛋白显色度）比值有
所不同，即 "$+ 的 ( 亚基数量明显少于 ) 亚基（见
图 $ #*），而 ,-$+ 的 ( 和 ) 亚基的相对数量（亚基
蛋白显色度）差别较小（见图 # #*），即 ,-$+ 的 ) 亚
基（),-$+）的数量只略高于 ( 亚基（(,-$+）的数量。

由于 "$+ 和 ,-$+ 均由 %# 个亚基组成，( 亚基的
! .（%" &&&）均略高于 ) 亚基的 ! .（"’ &&&）［""］，根

据 ("$+ / )"$+（图 $ #*）相对数量明显小于 (,-$+ /
),-$+（图 # #*）的分析结果，可推算出 "$+ 的 ! . 实

际上小于 ,-$+ 的 ! .，而不是大于 ,-$+ 的 ! .。需

要注意的是，这个结论不同于图 " 中所显示的 ",-$+

( ""$+（即 ! .（"$+）( ! .（,-$+））的实验结果。

图 !" 鸭胰铁蛋白的 !"!#$%&’ 图谱
()*+ !" !"!#$%&’ ,-./ 01 "$(

-0 1-.23.4；*0 "$+0

图 #" 黄牛胰铁蛋白的 !"!#$%&’ 图谱
()*+ #" !"!#$%&’ ,-./ 01 2-$(

-0 1-.23.4；*0 ,-$+0

! ! 铁蛋白分子结构由蛋白壳（! . 为 ##& &&&）、铁
核（! . 为 %%& &&&）和横跨蛋白壳的隧道组成，但铁
蛋白和脱铁核铁蛋白（-5673..898:）经 $%&’ 分离后
却显示出相似的迁移率和等电点［’］。这一异常现

象说明了位于铁蛋白的蛋白壳与亚基之间的相互作

用较强，亚基之间所组建的蛋白壳空腔具有较高的

刚性，即使去除铁核也不会影响具有刚性结构的蛋

白壳分子尺寸和外表层的电荷分布情况，仍将保持

铁蛋白和脱铁核铁蛋白具有相同迁移率的异常电泳

现象。然而，不同来源的铁蛋白，由于其亚基一级结

构的差异性，使得亚基自身的折叠紧密度和亚基之

间的相互作用强度略有差别，导致 %# 个亚基组成的
铁蛋白分子尺寸表现出差异性，造成铁蛋白的迁移

率与铁蛋白的实际 ! . 无法呈现一一对应的关系。

这一异常现象和论点至今尚未见详细报道。因而，

采用 !"!#$%&’ 方法（见图 $ 和图 #）分析铁蛋白
的 ! . 可能比采用 $%&’ 方法（见图 "）更为科学和
合理。铁蛋白分子尺寸的大小可能与不同来源的铁

蛋白在机体中储存铁的数量以及释放铁的速率有

关。哺乳动物（例如本文中的牛和猪）的铁蛋白电

泳迁移率高于卵生动物（例如本文中的鸡和鸭）铁

蛋白，但实际铁蛋白的 ! . 大小却出现反常现象，其

主要原因与铁蛋白亚基自身折叠和组建蛋白壳的紧

密度有关。

$ + !" 肽质量指纹图谱技术鉴定铁蛋白亚基
! ! 肽质量指纹图谱（$;+）技术是目前蛋白质组
学研究中用于鉴定蛋白质的主要分析手段之一［"$］。

铁蛋白易络合其他杂蛋白，并在 !"!#$%&’ 层析板
上显示出多条蛋白质谱带，这使得仅用 !"!#$%&’
方法鉴定铁蛋白的 ! . 及其亚基类型的准确性被质

疑。因此，选用 $;+ 技术进一步鉴定铁蛋白的亚基
类型是很有必要的。图 ) 是 ,<$+ 和 ,-$+ 亚基的
$;+ 图谱，其所显示的肽指纹峰的数量和短肽的质
荷比（# $ %）的信号相对强度均能够满足 $;+ 技术
鉴定铁蛋白亚基类型的基本要求。经过相关数据库

检索和比对后，可以获得表 " 所示的检索结果。从
表 " 中可以直观地看出，图 $ 中显示的亚基蛋白质
谱带均归属于铁蛋白的 ( 和 ) 亚基类型。此外，实
验中还选用了相似的 $;+ 分析技术对 "$+ 和 $$+
的亚基类型进行比对鉴定，同样也能获得 "$+ 和
$$+ 的 ( 和 ) 亚基的鉴定结果。通过这些现象认
定本文所制备的鸡、鸭、牛和猪胰脏铁蛋白均由 (
和 ) 亚基组成，但它们的 ( / ) 亚基数量的比值不同
（见图 $ 和图 #），其各自的铁蛋白分子尺寸也存在
着差异（见图 "）。
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图 !" !"#$ 和 !%#$ 亚基的肽质量指纹谱图
$&’( !" #)$ *"+, -. !"#$ "/0 !%#$ ,121/&3,

!" #$%$&’( ) *+ ,!-.；%" #$%$&’( / *+ ,!-.；0" #$%$&’( ) *+ ,1-.；2" #$%$&’( / *+ ,1-."

表 #" 铁蛋白亚基类型的鉴定结果
4"256 #" 706/3&.&60 86,153, -. ,121/&3 39+6, &/ .688&3&/,

3$%$&’(
(456

-7*(6’& &!86
9*:#6
#0*76

-65(’26#
8!(0162

36;$6&06
0*<67!=6 > ?

,!-.@) +677’(’& 16!<4 01!’&（ +677’(’& ) #$%$&’(） #$% #&（#"） ’%
,!-.@/ +677’(’&，A’=1( 5*A4565(’26 (’ "（#)） )#
,1-.@) +677’(’&，16!<4 5*A4565(’26 # #!$ (（#)） *’
,1-.@/ +677’(’& A’=1( 01!’& !（ +677’(’& / #$%$&’( !） ’# *（#$） $)

+ + -9. 技术是开展蛋白质组学研究过程中用于
鉴定未知蛋白质或多肽的首选分析技术之一。表 #
中的匹配肽段数（ 565(’26# 8!(0162）的含义是图 )
中所提供的蛋白质肽段数目与指定检索数据库中的

参考蛋白质肽段数目的匹配程度，例如：表 # 显示了
,!-.@) 样品的匹配肽段数为 #&（#"），即从 ,!-.
的 ) 亚基的 -9. 图谱（见图 ) @!）中筛选出可用于
鉴定的 #" 个肽段，其中有 #& 个肽段的质荷比值与
数据库中的参考铁蛋白 ) 亚基肽段的质荷比值相
对应。覆盖率（ #6;$6&06 0*<67!=6）是指 ,!-. 的
) 亚基一级结构与数据库中的参考铁蛋白 ) 亚基
一级结构的相似程度，也称为同源性。通常，检索分

数（9*:#6 #0*76）大于 )& 分时，对未知蛋白质的鉴
定结果已具备较高的可信度；检索分数越高，所鉴定

的蛋白质的可信度越高。从表 # 中可直观地看出，
本实验中 ,!-. 和 ,1-. 的亚基类型的鉴定结果具
有较高的可信度。

$ ( %" 变性胰脏铁蛋白的等电点
+ + 近期的实验结果已经表明，魟鱼肝铁蛋白
（BC/.）和鲨鱼肝铁蛋白（3/.）存在着不同的等电
点（5!），这一现象可能与铁蛋白的蛋白壳内含铁量
不同有关。不同含铁量的铁蛋白，其铁核结构可能

直接影响蛋白质壳表层的电荷分布，使之产生不同

的等电点现象［$，#!］。图 * 是 ,1-.、B-.、,!-. 和
--. 变性后产生的不同等电点的电泳图谱，$ 种胰
脏铁蛋白均显示了蛋白质的 $ , * 个不同等电点，5!
介于 )- ’ 与 *- * 之间，其中 ,!-. 和 --. 显示了 $
个不同等电点的亚基聚合体，而 ,1-. 和 B-. 却分
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图 !" # 种变性胰脏铁蛋白的等电聚焦电泳图
!"#$ !" %&! ’()* +, ,+-. /01(2-.0/ )(13.0(* ,0.."2"1*

!" #$%&；’" (%&；)" #!%&；*" %%&"

别显示了 $ 个和 % 个不同等电点的亚基聚合体。初
步推测胎生胰脏铁蛋白（#!%& 和 %%&）形成的不同
等电点的亚基聚合体数目少于卵生胰脏铁蛋白

（#$%& 和 (%&）。胰脏铁蛋白经 +(+ 变性后，各自
产生 # & $ 种不同亚基聚合态且显示不同等电点的
蛋白质。根据等电点分离原理，可以推测同一种类

型的电泳纯蛋白质呈现出不同等电点，其主要原因

与蛋白质壳外表层所携带的电荷数目与电荷分布的

差异性有关［"#］。脊椎动物的 , 亚基与具有催化活
性的 - 亚基组合成聚合体后，至少能够获得 ’% 种
铁蛋白异构物（包括两种 - . , 亚基的组合），而且聚
合体的构成与铁的含量有关［%，"% ( ")］。图 * 和图 # 的
电泳研究结果已经表明，上述 # 种胰脏铁蛋白均由
- 和 , 两种亚基组成，因此认为它们呈现不同等电
点的主要原因在于 - 和 , 亚基之间形成了多种亚
基聚合体，使得亚基聚合体表层带有不同的电荷数

目，电荷分布也不同，因而表现出不同的等电点特

性。而多种聚合体的出现反映了铁蛋白 - 和 , 亚
基之间复杂的相互作用，这种复杂的相互作用又是

与亚基之间相互作用强度不同有关，而这种作用强

度的不同又是与铁蛋白含铁量有着密切的关系。组

成铁蛋白的亚基聚合体的生理功能和作用尚不清

楚，可能与铁蛋白亚基之间协助参与释放和储存铁

的过程有关［%］。从图 $ /! 和图 $ /’ 中可以直观地看
出 #$%& 和 (%& 的亚基聚合体蛋白染色带的宽度
和色度深浅有明显的不同，这与 #$%& 和 (%& 亚基
聚合体数量和亚基总数量有关。进一步分析还可以

发现，#!%& 和 %%& 亚基聚合体蛋白染色带的宽度
和色度深浅差别相对较小，推测这两种铁蛋白所形

成的亚基聚合体中的亚基数量较为接近，同时也说

明卵生动物胰脏铁蛋白（#$%&、(%&）亚基之间的

相互作用复杂性明显高于胎生动物胰脏铁蛋白

（#!%&、%%&）。陆生动物的胰脏铁蛋白亚基之间存
在的这种相互作用的强度和聚合态的差异性可能与

调控铁蛋白储存量和释放铁的速率有关，并且与动

物对铁的需求和铁解毒速率也有一定的关系，而相

关系列问题还有待于进一步进行研究。

$" 结语

! ! 采用电泳和质谱技术对不同铁蛋白 鸡、鸭、

牛和猪胰脏铁蛋白的亚基类型和等电点特性进行了

研究。所建立的电泳分离技术可为今后以铁蛋白分

子结构特征作为诊断人类重大疾病的高效标志蛋白

质提供新的科学依据，其研究具有重要意义。
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