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鸡蛋卵转铁蛋白铁结合能力及性质的研究 
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（江西农业大学食品科学与工程学院，江西省高校天然产物研究与开发重点实验室，江西南昌 330045） 

摘要：本试验研究了鸡蛋卵转铁蛋白与不同浓度铁离子的结合能力，以及卵转铁蛋白在不同 pH 值和 NaHCO3条件下与铁离子

的结合能力；采用差示扫描量热仪(DSC)和圆二色性(CD)光谱分析卵转铁蛋白铁饱和度对其热变性温度和结构的影响。结果表明，铁

离子与卵转铁蛋白的摩尔比值在 2.2 左右时，卵转铁蛋白铁达到完全饱和；在中性和偏碱性的条件下，卵转铁蛋白对铁结合能力比较

高；卵转铁蛋白铁结合能力随着NaHCO3浓度的增加而增强，当其浓度超过 75 mmol/L 以后，铁结合能力基本保持不变。卵转铁蛋白

铁饱和度越高，其热变性温度越高，由去铁卵转铁蛋白的 63.41℃到饱和铁卵转铁蛋白的 83.29 ℃；去铁卵转铁蛋白比饱和铁卵转铁

蛋白的远紫外 CD 光谱带更加趋于负值，α-螺旋含量有微小的减少，减少量为 4.40%，而 β-折叠、β-转角和其它的含量均有所增加，

增加量分别：2.80%、1.20%、12.90%；在近紫外 CD 光谱区，饱和铁卵转铁蛋白的三级结构发生了较为明显的变化。 
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Abstract: The binding capacity of hen egg ovotransferrin (OVT) to different concentrations of iron ions was studied under multiple pH 

conditions and NaHCO3 concentrations. The effects of iron saturation on the thermal denaturation temperature and structure of OVT were 

analyzed by differential scanning calorimetry (DSC) and circular dichroism (CD) spectrum analysis. The results showed that complete iron 

saturation was obtained at an approximate iron ion to OVT molar ratio of 2.2. OVT exhibited higher iron-binding capacity under neutral or 

slightly alkaline pH conditions. The iron-binding capacity of OVT also increased with the increase in NaHCO3 concentration; however, a 

steady-state level was reached at NaHCO3 concentrations exceeding 75 mmol/L. The thermal denaturation temperature of OVT increased 

corresponding to the increase in iron saturation, and was observed to be 63.41 ℃ and 83.29 ℃ for apo-ovotransferrin (apo-OVT) and 

holo-ovotransferrin (holo-OVT), respectively. Apo-OVT showed a more negative band in the far-ultraviolet CD spectrum compared to 

holo-OVT; the α-helical content of apo-OVT decreased by 4.4%, while that of β-sheet strands, β-turns, and other structures increased by 2.80%, 

1.20%, and 12.90%, respectively. The tertiary structure of holo-OVT displayed an obvious change in the near-ultraviolet region of the CD 

spectrum. 
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转铁蛋白(Transferrin)是单一肽链的蛋白质，是人

体内一种重要的铁元素载体，许多疾病都与人血清中

转铁蛋白的含量变化有关，如缺铁性贫血、急性肝炎

及蛋白质缺乏等。转铁蛋白是一种能转运 Fe
3+
的铁结

合蛋白，是一种非血红素结合铁的 β-球蛋白[1]，一个 
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分子能可逆地结合两个 Fe
3+，同时结合两个 CO3

2-或

HCO3
-，阴离子的结合与 Fe

3+的结合是协同的。有研

究表明，酪氨酸残基在转铁蛋白与铁的结合过程起着

关键的作用，转铁蛋白分子在结合铁离子前后结构是

不完全相同：未结合铁离子时，转铁蛋白的分子呈较

开放、疏散结构；结合了铁离子后，转铁蛋白的配体

同铁离子之间相互作用使得整个分子结构变得更加紧

密[2]。卵转铁蛋白(Ovotransferrin,OVT)以前称作卵伴

白蛋白，是一种糖蛋白，属于转铁蛋白家族的成员[3]，

具有抗菌、抗病毒、免疫调节、抗癌和抗氧化等作用

http://www.tainstruments.com.cn/product.aspx?n=1&id=10&siteid=12
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[4~5]。卵转铁蛋白的每个分子中有 2 个配位中心可与

铁、铜或锌等金属离子结合，结合了金属离子的卵转

铁蛋白构象发生了较大变化，结构变得更紧密，也更

加稳定，比去铁转铁蛋白具有更强的抵御热和蛋白水

解酶作用的能力，同时也会影响到与受体的结合
[6]
。

结合了铁离子的卵转铁蛋白可以作为一种生物补铁

剂，通常铁剂和铁剂强化食品常被用来防治缺铁性贫

血。但是，由于普通铁剂对粘膜的刺激，而对胃肠道

刺激大[7]，使吸收利用率降低。对转铁蛋白铁制剂的

研究表明，其易被组织和器官利用，同时能促进核酸

和蛋白质代谢，减少机体内氧化导致的副作用，提高

机体免疫力，对机体的细胞损伤具有保护作用
[8~9]

，因

而可以成为机体有益的成分被吸收和利用。 

本试验研究了环境因素对卵转铁蛋白铁结合能力

的影响，并对不同铁饱和度卵转铁蛋白的变性温度及

结构进行了分析，为研究开发卵转铁蛋白生物铁制剂

的制备提供试验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

OVT：鸡蛋清经去卵粘蛋白、盐析后获得卵转铁

蛋白粗提物，采用两步 Q-Sepharose Fast Flow 离子交

换层析分离纯化制得卵转铁蛋白，纯度为 97.53%
[10]；

三氯化铁、碳酸氢钠、Tris、柠檬酸等均为分析纯；

透析袋 12000~14000 购自Sigma 公司。 

UV-754 紫外分光光度计，上海精密科学仪器有

限公司；TGL-20M高速台式冷冻离心机，长沙湘仪离

心机仪器有限公司；TAS-990 原子吸收分光光度计，

北京普析通用有限责任公司；FD-1 型真空冷冻干燥

机，北京博医康技术公司；DSC Q100，美国；圆二色

谱仪，法国 Bilogic 公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  卵转铁蛋白铁结合能力的测定 
将纯化后的卵转铁蛋白溶于 pH 8.5，20 mmol/L

的 Tris-HCl缓冲液中，配制成 4 mg/mL的卵转铁蛋白

溶液。取 5 mL 此溶液，加入适量新鲜配制的 0.6 

mmol/L FeCl3
.
6H2O，分别配制 Iron/OVT 摩尔比值为

0.2、0.6、1.0、1.4、1.8、2.2、3.0、4.0、5.0、6.0 溶

液，在 25 ℃下反应 20 min，于 465 nm处测其吸光值。 

1.2.2  影响卵转铁蛋白铁结合能力的环境因素 

1.2.2.1  pH值对卵转铁蛋白铁结合能力的影响 

称取适量纯化后的样品溶解在 pH 3.5~8.5 的 20  

 

mmol/L的 Tris-HCl缓冲液中，配制成 4 mg/mL的卵

转铁蛋白溶液，加入等量的 0.6 mmol/L FeCl3
.
6H2O，

配制成 Iron/OVT 摩尔比值为 3.0 的溶液，在 25 ℃下

反应 20 min，然后在 280、465 nm处测定吸光值。当

A280/A465 的比值近似 22时，表明卵转铁蛋白铁完全饱

和[11]，因此可以依据 A280/A465的比值计算分析卵转铁

蛋白铁结合能力。 

1.2.2.2  NaHCO3 浓度对卵转铁蛋白铁结合能力的影

响 

称取适量纯化后的样品溶解在 pH 8.5、浓度为

0~150 mmol/L的 NaHCO3、20 mmol/L的 Tris-HCl缓

冲液中，配制成4 mg/mL的卵转铁蛋白溶液，加入等

量的 0.6 mmol/L FeCl3·6H2O，配制成 Iron/OVT 摩尔

比值为 3.0 的溶液，在 25 ℃下反应20 min，于 280、

465 nm 处测定吸光值，卵转铁蛋白铁结合能力计算方

法同 1.2.2.1。 

1.2.3  铁完全饱和卵转铁蛋白(holo-OVT)的制

备 

将纯化后的卵转铁蛋白溶解在 pH 8.5，75 

mmol/L NaHCO3，20 mmol/L的 Tris-HCl溶液中，配

制成 4 mg/mL的卵转铁蛋白溶液。取 5 mL此溶液，

加入 1.0 mL新鲜配制的0.6 mmol/L FeCl3·6H2O，反应

1 h，离心去除沉淀，经去离子水透析48 h，真空冷冻

干燥备用。 

1.2.4  去铁卵转铁蛋白（apo-OVT）的制备 

去铁卵转铁蛋白的制备是根据卵转铁蛋白的铁结

合能力低于柠檬酸盐的原理进行的，方法如下：将卵

转铁蛋白溶液在含有0.1% EDTA的0.05 mol/L的柠檬

酸盐中透析 24 h，然后用过量的去离子水透析48 h。

卵转蛋白中的铁离子被柠檬酸盐结合掉，从而使卵转

铁蛋白处于缺铁状态，用过量的去离子水去除杂离子，

收集卵转铁蛋白冷冻干燥备用。 

1.2.5  铁饱和度的测定 

1.2.5.1  铁标准曲线的绘制 

准确吸取 100 μg/mL铁标准溶液，0 mL、0.5 mL、

1 mL、2 mL、3 mL、5 mL分别放入 100 mL容量瓶中，

然后用 0.5 mol/L硝酸溶液定量至 100 mL，混匀。 

原子吸收分光光度测定操作参数：灯电流：4 mA；

波长 284.3 nm；狭缝0.2 nm，燃烧头高度 10 mm。以

铁浓度 C 为横坐标，吸光度 A为纵坐标，绘制出标准

曲线。 

由图1可见，在试验范围内，吸光度与铁浓度几乎

是正比关系，其中A-C关系式为：A=0.0771C+0.002

（μg/mL），R
2
=0.99902。 
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图 1 铁标准曲线 

Fig.1 Standard curve for iron 

1.2.5.2  样品的制备 

精确称取待测卵转铁蛋白制剂约 40 mg，于 250 

mL消化瓶中，加混合酸（硝酸+高氯酸=4+1）消化液

20~30 mL，消化瓶上加放锥形漏斗，置于电炉上加热

消化。如未消化好且酸液过少时，再补加几毫升混合

酸消化液，继续加热消化，直至无色透明为止。再加

几毫升水，加热以除去多余的硝酸。待消化瓶中的液

体接近 2~3 mL时，取下冷却。用去离子水洗并转移

至 100 mL容量瓶中，加水定容至刻度，待测。 

1.2.5.3  铁饱和度的计算 

理认上，1个卵转铁蛋白分子可以结合2个 Fe
3+，

卵转铁蛋白的相对分子量约为 77600
[5, 12]

。铁饱和度根

据铁离子的含量推算，100%铁饱和度的卵转铁蛋白中

铁含量 1.45 μg （55.85×2/77600 ），即铁饱和度

100%=1.45 mgFe/g OVT。用原子吸收分光光度法测定

待测样品中铁的含量 CFe（μg/mg 样品）。铁饱和度根

据下式计算[13]： 

%100
45.1

CFe 铁饱和度  

1.2.6  含铁量对卵转铁蛋白变性温度的影响 

用差示扫描量热仪（DSC）测定卵转铁蛋白的变

性温度。测定温度的范围为 25~140 ℃，升温速度为

10 ℃/min。每次样品用量 2~3 mg，氮气的流速为 60 

mL/min。 

1.2.7  含铁量对卵转铁蛋白结构的影响 

用圆二色谱仪研究 Fe
3+对卵转铁蛋白结构的影

响。近紫外扫描波长范围：250~320 nm，远紫外扫描

波长范围：190~250 nm。称取一定量的样品溶解在去

离子水中，待完全溶解后，用 0.22 μm的 Milipore 膜

过滤，近紫外使用的样品浓度是 1 mg/mL,样品池宽度

为 10 mm，远紫外使用的样品浓度是 0.1 mg/mL，样

品池宽度为 2 mm，去离子水为空白对照液，每个样

品在室温下扫描3次，结果取其平均值，用Bio-Kine 32

软件分析得到的结构，并用 Dicroprot 2000 软件分析

远紫外的二级结构组成。 

2  结果与讨论 

2.1  卵转铁蛋白铁结合能力 

 

图 2 铁结合能力的测定 

Fig.2 Determination of the iron-binding capacity of 

ovotransferrin 

图 2 显示，随着 Iron/OVT 比值的增加，OVT 的

A465 值呈线性增加，OVT 逐渐被饱和。当 Iron/OVT

增加至 2.2 左右以后，A465 值变化不大，与理论上，1

个 OVT 分子可以结合 2 个Fe
3+
基本一致。 

2.2  影响卵转铁蛋白铁结合能力的环境因素 

2.2.1  pH 值对卵转铁蛋白铁结合能力的影响 

 
图 3 pH 值对铁结合能力的影响 

Fig.3 The effect of different pH conditions on the iron-binding 

capacity of ovotransferrin 

根据A280/A465比值[11]，假设当pH 8.5时，铁饱和度

为100%，而在pH 3.5，铁饱和度为0%，可估算在一定

的pH值，转铁蛋白的铁饱和度。由图3可看出，随着pH

值的增加，卵转铁蛋白铁饱和度呈上升趋势，表明了

卵转铁蛋白与铁的结合能力取决pH值的大小。简姗
[14]

也研究了pH值对卵转铁蛋白铁结合铁离子能力的影

响，得出的结论是：碱性溶液状态下(pH 7~10)，OVT

容易结合Fe
3+；而在酸性条件下(pH 4~5)，OVT不易与

Fe
3+结合，以游离的无铁OVT的状态存在。可以看出本
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试验得到的结果与其基本一致。 

转铁蛋白的铁结合位点位于 N-叶和 C-叶，每叶

在内部缝隙处都有一个铁结合位点。此二叶具有较高

的重叠性，即 N-端的组成大约有 40%与 C-端组成相

似，此部分要被限制分解成两部分，每部分都有一个

单独的铁结合位点。每一个铁离子与转铁蛋白上的 4

个残基相连，2个酪氨酸(Tyr)，1 个天冬氨酸(Asp)，1

个组氨酸(His)
[15]，由于 Asp 是酸性氨基酸，当环境 pH

偏碱性时，Asp 带有大量的负电荷，Try 在碱性条件

下也可离解出一个酚羟基。高的净电荷引起分子间强

烈静电斥力导致蛋白质分子结构的充分展开，促使卵

转铁蛋白环状结构打开，暴露出铁结合样点，利于卵

转铁蛋白结合带正电荷的 Fe
3+。因此，中性和偏碱性

的环境能提高卵转铁蛋白铁结合能力。 

2.2.2  NaHCO3 浓度对卵转铁蛋白铁结合能力

的影响 

 
图 4 NaHCO3浓度对铁结合能力的影响 

Fig.4 The effect of varying NaHCO3 concentrations on the 

iron-binding capacity of ovotransferrin 

图 4 表明，NaHCO3 浓度的增加有利于铁结合能

力的增强，但当其浓度达 75 mmol/L以后，这种作用

效果就不明显了。 

在转铁蛋白结构中，HCO3
-
会和一些碱性氨基酸

残基（如 Arg121、Lys210）连接在一起，起到一种增

效阴离子的作用，使蛋白质组分与 Fe
3+的结合更加紧

密。Thomas
[16]也研究了乳铁蛋白结合的 Fe

3+机制，并

认为乳铁蛋白从环境中摄取铁的机制为:第一步是蛋

白质的铁结合位点周围的氨基酸残基与 HCO3
-相互作

用，第二步是在增效阴离子 HCO3
-的作用下，环境Fe

3+

被吸引到铁结合位点上。因此当转铁蛋白的空穴部位

已经被 HCO3
-饱和以后，就不能体现增效作用了。本

实验的结果与 Thomas 的结果基本相似。说明卵转铁

蛋白与乳铁蛋白，在结构上非常相似。 

2.3  卵转铁蛋白铁饱和度的测定 

1 号样品：去铁卵转铁蛋白；2号样品：纯化后的

卵转铁蛋白；3 号样品：纯化后的卵转铁蛋白与铁离

子结合后的样品。通过采用原子吸收法测定各样品中

的铁饱和度，每个样品做三个平行样，结果如下： 

表 1 卵转铁蛋白铁饱和度的测定 

Table 1 Determination of the iron saturation levels of 

ovotransferrin 

样品 空白对照 1 2 3 

铁饱和度标准差/% 0 1.390.04 10.230.82 92.111.28 

由表 1 可知，纯化后所得的卵转铁蛋白与铁离子结

合后铁饱和度可达 92.11%，纯化后卵转铁蛋白铁饱和

度为 10.23%，去铁卵转铁蛋白铁饱和度为 1.39%。从

结果可以发现自制饱和的卵转铁蛋白铁的饱和度接近

理论值，说明自制卵转铁蛋白具有较好的螯合铁离子

能力。 

2.4  含铁量对卵转铁蛋白变性温度的影响 

 
图 5 去铁卵转铁蛋白的 DSC扫描图 

Fig.5 DSC curves of apo-OVT 

 

图 6 饱和铁卵转铁蛋白的 DSC 扫描图 

Fig.6 DSC curves of holo-OVT 

从上图中可以看出，去铁卵转铁蛋白有个变性峰，

它的变性峰值温度为 63.41 ℃。随着铁饱和度的增加，

卵转铁蛋白变性温度也增加，当卵转铁蛋白铁饱和度

达 92.11%时，变性峰值温度为 83.29 ℃。从图 5和图

6 可知，随着铁饱和度的增加，卵转铁蛋白变性温度

提高。这与 Thomas 报道铁饱和度为 18%的天然人乳

转铁蛋白、铁完全饱和的人乳转铁蛋白的变性温度分
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别为 71.85 ℃和94.52 ℃[17]是相似的。 

2.5  含铁量对卵转铁蛋白结构的影响 

 
图 7 卵转铁蛋白远紫外圆二色性光谱图 

Fig.7 Far-UV CD spectra of ovotransferrin 

注：a：去铁卵转铁蛋白，b：饱和铁卵转铁蛋白。 

 

图 8 含铁量对卵转铁蛋白二级结构的影响 

Fig.8 The effect of different iron saturation levels on the 

secondary structure of OVT 

注：B:去铁卵转铁蛋白，C:饱和铁卵转铁蛋白。 

 
图 9 卵转铁蛋白近紫外圆二色性光谱图 

Fig.9 Near-UV CD spectra of OVT 

注：a：去铁卵转铁蛋白，b：饱和铁卵转铁蛋白。 

圆二色(CircularDichroism，简称CD)是研究偏振光

对不对称分子作用的一种技术[18]，当分子对左、右圆

偏振光的吸收不同时就可以观察到圆二色光谱，其中

蛋白质250nm以下的圆二色光谱是由肽键中氨基生色 

 

团决定的[19]
,在190~240 nm的波长范围内,圆二色光谱

可灵敏地检测出蛋白质二级结构的变化情况。 

远紫外CD光谱主要反映肽键的圆二色性，在蛋白

质或多肽的规则二级结构中，肽键是高度有规律排列

的，其排列的方向性决定了肽键能级跃迁的分裂情况。

具有不同二级结构的蛋白质或多肽所产生CD光谱带的

位置、吸收的强弱都不相同。由图7和图8可知，去铁

卵转铁蛋白与饱和铁卵转铁蛋白相比，二者蛋白质的

结构是有少许的区别，α-螺旋含量有所减少，减少量为

4.40%，而β-折叠、β-转角和其它的含量均有所增加，

增加量分别：2.80%、1.20%、12.90%，由此可以推断

出，去铁卵转铁蛋白蛋白质结构是展开的，有利于与

Fe
3+结合，而完全结合了Fe

3+的饱和卵转蛋白结构更加

的紧密。蛋白质中芳香氨基酸残基，如色氨酸(Trp)、

酪氨酸(Tyr)、苯丙氨酸(Phe)及二硫键处于不对称微环

境时，在近紫外区250~320 nm，表现出CD 信号[20]。

研究表明：色氨酸在290及305 nm处有精细的特征CD

峰；酪氨酸在275 nm及282 nm有CD峰；苯丙氨酸在

255、260及270 nm有弱的但比较尖锐的峰带；另外芳

香氨基酸残基在远紫外光谱区也有CD信号；二硫键的

变化信息反映在整个近紫外CD谱上。实际的近紫外CD

光谱形状与大小受蛋白质中芳香氨基酸的种类、所处

环境（包括氢键、极性基团及极化率等）及空间位置

结构（空间位置小于1 nm的基团形成偶极子，虽然这

对CD光谱的贡献不是很明显）的影响。由图9可以看出，

饱和铁卵转铁蛋白与去铁卵转铁蛋白的近紫外CD光谱

发生了较为明显的不同，饱和卵转铁蛋白的三级结构

发生了较为明显变化。 

3  结论 

3.1  分离纯化所得的卵转铁蛋白真空冷冻干燥制品，

缺铁卵转铁蛋白为白色絮状固体，含铁卵转铁蛋白为

粉红色絮状固体，易溶于水。 

3.2  自制的去铁卵转铁蛋白铁饱和度、纯化后所得卵

转铁蛋白铁饱和度、纯化所后的铁卵转铁蛋白饱和度

分别为 1.39%、10.23%、和 92.11%。 

3.3  当 pH 呈中性和偏碱性时，铁结合能力最强；

NaHCO3 浓度为 75 mmol/L时有利于铁结合能力。 

3.4  用 DSC 测定卵转铁蛋白的变性温度，发现铁含

量越大变性温度越高，可能是铁改变了转铁蛋白的结

构。 

3.5  运用远紫外区和近紫外区的 CD 光谱，研究Fe
3+

与卵转铁蛋白结合，对其结构的影响，结果表明，缺

铁卵转铁蛋白与饱和铁卵转铁蛋白的二级结构及三级 

 

 

b 
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结构均有所不同。 
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