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摘要    利用埋栖性双壳类生物泥蚶(Tegillarca granosa)重组铁蛋白富集锰铁的性质, 在不同锰铁

浓度下制备 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白磁性纳米颗粒, 通过扫描电镜观察高、中和低三个浓度下制备

Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白磁性纳米颗粒的表面形貌, 通过 PPMS 综合物性测量系统测定 Fe-铁蛋白和

Mn-铁蛋白磁性纳米颗粒的磁学性质。结果显示, 在低浓度(0.1mmol/L)锰铁制备的 Fe-铁蛋白和 Mn-

铁蛋白磁性纳米颗粒粒径均一, 分散性好; 发现 Fe-铁蛋白和Mn-铁蛋白的磁滞回线均表现为超顺磁

性, 且随着重组铁蛋白对锰铁富集量的增加, 磁性强度随之增大, 增加速率逐渐减小。通过本实验探

索高、中和低三个浓度下制备 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白磁性纳米颗粒的磁化强度变化规律, 为 Fe-铁

蛋白和 Mn-铁蛋白磁性纳米颗粒的应用提供数据支持。 
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泥蚶(Tegillarca granosa Linnaeus), 隶属于软体

动物门 (Mollusca), 瓣鳃纲 (Lamellibranchia), 蚶目

(Arcoida), 蚶科 (Arcidae), 泥蚶属 (Tegillarca), 俗称

花蚶、血蚶、粒蚶等, 在中国主要分布在山东半岛以

南海区。因其富含营养, 味道美味, 同时含有特有的

维生素 B12和血红蛋白, 在补血养胃、除淤散积、化

疾制酸上具有功效, 是一种滋补佳品, 颇受人们欢迎, 

作为一种传统美食在沿海地区出现(苏秀榕等, 2005; 

姚韩韩等, 2011)。 

铁结合蛋白(ferritin)简称铁蛋白, 于 1937 年由

捷克生物学家 Laufberger 教授在分离纯化马的脾脏

过程中获得。存在的动物铁蛋白主要在脾、肝、骨骼

肌、骨髓和肠黏膜中分布。植物铁蛋白则主要分布

在低光合活性的非绿色质体种子、幼苗、根的顶部

和豆科植物年幼的根瘤等中(陈静等, 2010)。由蛋白

外壳和铁内核两部分构成典型的铁蛋白结构, 由 24

个亚基自组装形成的笼状结构是蛋白外壳 , 铁内核

的主要成分为水铁矿(5Fe2O3·9H2O), 具有耐受变性

剂和高温等特点(Hamburger et al, 2005)。铁蛋白可以

在 70—75ºC 的高温环境下保持 10min 以上, 其天然

蛋白结构不受影响(Santambrogio et al, 1997)。8条亲水

性金属离子存在于通道铁蛋白外壳上 , 使金属离子

进入铁蛋白空腔, 而蛋白外壳内表面的静电特征, 有

利于金属离子的沉积和成核, 铁蛋白本身粒径均一, 

分散性好 , 这一系列的特质使其可以作为优良的生

物模版来合成铁蛋白纳米颗粒 , 而其内部铁核主要

为磁铁矿(Fe3O4), 因而除具有了纳米颗粒的特性外

还具有超顺磁性和过氧化酶活性。目前铁蛋白主要是

从动植物中提取, 其来源有限, 价格昂贵, 提取周期

较长, 很难满足科研和临床应用的需要。 
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本研究以大肠杆菌表达体系获得的泥蚶重组铁

蛋白 , 通过富集不同浓度的锰铁制备 Fe-铁蛋白和

Mn-铁蛋白磁性纳米颗粒。在扫描电镜下观察颗粒的

大小及均匀分散性, 利用 PPMS综合物性测量系统测

量其磁学特性, 为后续 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白磁性

纳米颗粒的应用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

泥蚶重组铁蛋白为课题组体外表达、纯化制备 , 

浓度为 0.1mg/mL; 氯化亚铁 (FeCl2)和氯化锰

(MnCl2)均为分析纯 , 购于国药集团上海化学试剂

有限公司 ; BCA 总蛋白浓度测定试剂盒购于南京建

成有限公司 ; PBS 缓冲液购于上海索莱宝生物科技

有限公司。  

1.2  方法 
1.2.1  重组铁蛋白的制备    利用课题组已获得的泥

蚶铁蛋白基因的全长序列 , 根据三种铁蛋白基因开

放式阅读框(ORF), 设计上下游引物用于基因表达 , 

PCR扩增三种铁蛋白基因 ORF, 选用 pET-28a(+)作为

表达载体, 构建泥蚶和重组铁蛋白工程菌。将该菌接

种至卡那霉素浓度为 50ng/mL 的 LB 液体培养基中, 

37ºC, 100r/min振摇培养至 OD60(0.4—0.6), 加入终浓

度为 1mmol/L IPTG, 37ºC, 100r/min振荡, 培养过夜。

8000r/min, 5min离心收集菌体。将获得的菌体用 PBS

进行重悬以洗净培养基 , 然后将菌液进行超声波破

碎 30min, 12000r/min离心 20min, 收集重组铁蛋白包

涵体, 用盐酸胍溶液溶解并离心除去未溶解的杂质, 

收集蛋白包涵体溶液(杜莉利等, 2008)。 

1.2.2  重组铁蛋白的亲和层析纯化    将 Ni-IDA 柱

子用 5—10 倍体积尿素缓冲液(100mmol/L NaH2PO4, 

300mmol/L NaCl, 8mol/L 尿素, pH 8.0)平衡后上样, 

再用 5 倍体积尿素缓冲液过柱, 洗去未结合的杂蛋

白。接着用 5—10倍体积的特异性洗脱液(100mmol/L 

NaH2PO4, 300mmol/L NaCl, 250mmol/L咪唑, 8mol/L

尿素, pH 8.0)洗脱目标蛋白, 收集洗脱液。再用 5—10

倍的 PBS 缓冲液 (50mmol/L NaH2PO4, 300mmol/L 

NaCl, pH 8.0)重新平衡介质。然后利用 BCA试剂盒

对最后得到的洗脱液进行检测, 确定蛋白液的浓度。

最后利用 SDS-PAGE 对表达蛋白的纯化结果进行分

析(初双双等, 2015)。 

1.2.3  重组铁蛋白的复性    将透析袋放置到溶液

Ⅰ(pH 8.0, 0.1mol/L NaHCO3, 0.5mol/L EDTA)和溶液

Ⅱ(pH 8.0, 0.5mol/L EDTA)中各煮沸 10min, 然后用

去离子水彻底清洗。将已纯化的重组铁蛋白浓度调整

到 50—100ng/mL, 转移到处理好的透析袋中, 依次

于 6、4、2mol/L尿素缓冲液中, 4ºC, 透析 12h。然后

在 复 性 缓 冲 液 (20mmol/L Tris, 2mmol/L GSH, 

0.2mmol/L GSSG, 5mmol/L EDTA, 50mmol/L Glycine, 
pH 8.0)中, 4ºC, 透析 24h, 中间更换一次复性缓冲

液。最后于 20mmol/L PBS, pH 8.5缓冲液中, 4ºC透

析 12h, 并不断更换复性缓冲液。 

1.2.4  重组铁蛋白的分子筛层析纯化和 SDS 电泳    

将分子筛层析预装柱于 AKTA 蛋白纯化仪上安装调

试 好 后 , 用 流 动 相 缓 冲 液 (20mmol/L PBSⅠ , 

50mmol/L NaCl, pH 7.5)平衡柱子。将复性好的重组铁

蛋白用超滤管浓缩至总体积为 2mL 后上样, 设置流

动相流速为 1mL/min 进行洗脱, 待出现蛋白峰时收

集洗脱液至蛋白全部洗脱完成。12%分离胶、5%浓缩

胶考马斯亮蓝 R-250染色(Su et al, 2009)。 

1.2.5  Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白的制备    将纯化后的

泥蚶重组铁蛋白(0.1mg/mL)利用透析袋装置, 分别在

0.1、1、10mmol/L的氯化亚铁(FeCl2), 氯化锰(MnCl2)

溶液中透析 12h 后, 然后在 PBS 溶液中透析 12h, 以

除去未被富集的重金属离子。反应过程中用磁力搅拌

器模拟流动液体, 并每隔 4h 更换一次溶液。富集处

理完成后置于 4ºC保存备用。 

1.2.6  重组铁蛋白富集不同重金属后的聚集形貌观察    

取不同浓度锰铁制备的重组 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白

10μL。在无菌环境中, 分别取样滴在干净无菌的云母

片表层, 16ºC, 静置。自然干燥后用高真空溅射镀膜

仪进行喷金处理, 利用扫描电镜(S-3400N, 日本日立

仪器公司)对 Fe-铁蛋白和Mn-铁蛋白聚集形貌进行观

察。利用软件 Image-Pro Plus计算各个蛋白聚集体的

大小。 

1.2.7  Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白磁学性质的测定    取

重组 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白 10mL分装于离心管中, 

封口后放入冷冻干燥机(ALPHA 1-2LD plus)内冷冻

干燥。取冷冻干燥的蛋白粉末 1mg 左右放入 PPMS

综合物性测量系统 (Physical Property Measurement 

System, 美国 Quantum Design 公司)设定外加磁场为

3T, 温度为 300K进行磁滞回线测量。 

2  结果与分析 

2.1  重组铁蛋白 SDS-PAGE电泳结果 

泥蚶重组铁蛋白的 SDS-PAGE 电泳图谱显示在
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20—30kDa之间出现目的蛋白的条带, 且加入诱导剂

后该目的蛋白的表达量明显增加。经过镍柱亲和层析

纯化后的泥蚶重组铁蛋白电泳条带单一 , 无杂带且

蛋白分子量大小与目的蛋白相一致(图 1)。 

 

图 1  重组铁蛋白的诱导表达和纯化 
Fig.1  The expression and purification of recombinant proteins 

in E. coli BL21 
注: 1. 未诱导泥蚶重组铁蛋白工程菌总蛋白; 2. 诱导泥蚶重组铁

蛋白工程菌总蛋白; 3. 泥蚶重组铁蛋白 

 
2.2  Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白的形貌变化 

泥蚶重组铁蛋白在富集不同浓度氯化亚铁(Fe2+)

溶液后, 经扫描电镜观察发现: 未富集 Fe2+的泥蚶重

组铁蛋白为均匀分散的小圆球体 (图 2a); 在

0.1mmol/L FeCl2 溶液中聚集状态仍为均匀分散的小

球, 一些蛋白球体发生形态的变异, 蛋白球体间发生

聚集(图 2b); 当泥蚶重组铁蛋白在 1mmol/L FeCl2溶

液中富集 Fe2+后, 重组 Fe-铁蛋白小球体间聚集更加

明显 , 某些蛋白小球体聚集成大的不规则球体 (图

2c)。泥蚶重组铁蛋白在更高浓度 FeCl2 溶液中富集

Fe2+后, 蛋白球体均发生聚集现象, 蛋白小球也变异

为无规则状态(图 2d)。 

泥蚶重组铁蛋白在 0.1mmol/L 的低浓度下富集

Mn2+后均形成了均匀分散的小花团状球体, 球体直 

径与未富集的重组铁蛋白相比增加 4倍左右, 球体表

面也出了现片状的褶皱(图 2a)。在 1mmol/L的中浓度

MnCl2 溶液中富集 Mn2+后, 重组铁蛋白形成了直径

更大的花团状球体, 球体表面的片层也更加伸展(图

2b)。在 10mmol/L 的高浓度 MnCl2溶液中富集 Mn2+

后, 形成了直径约为 10μm 的花团状球体, 球体之间

发生明显聚集粘连。可见随着MnCl2溶液浓度的升高, 

泥蚶重组铁蛋白富集 Mn2+后形成的花团状球体直径

随之增大, 球体间的聚集越来越明显。 

在低浓度的氯化亚铁(FeCl2)和氯化锰(MnCl2)溶

液中, 泥蚶重组铁蛋白富集锰铁后形成的 Fe-铁蛋白

和Mn-铁蛋白表面形貌表现出良好分散性, 蛋白小球

体大小均匀。当氯化亚铁(FeCl2)和氯化锰(MnCl2)浓

度 10 倍和 100 倍升高后, 泥蚶重组铁蛋白富集锰铁

后形成的 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白的小球体直径会明

显增加, 小球体之间会发生聚集粘连。 

 

图 2  重组铁蛋白在不同浓度 FeCl2溶液中富集 Fe2+的扫描

电镜图 
Fig.2  SEM images of recombinant proteins under different 

concentrations of FeCl2 
注: a. 泥蚶重组铁蛋白对照组; b. 泥蚶重组铁蛋白在 0.1mmol/L 

FeCl2溶液中富集 Fe2+组; c. 泥蚶重组铁蛋白在 1mmol/L FeCl2溶

液中富集 Fe2+组; d. 泥蚶重组铁蛋白在 10mmol/L FeCl2溶液中富

集 Fe2+组 

 

图 3  重组铁蛋白在不同浓度 MnCl2溶液富集 Mn2+组的扫描电镜图 
Fig.3  SEM images of recombinant proteins under different concentrations of MnCl2 

注: e. 泥蚶重组铁蛋白在 0.1mmol/L MnCl2溶液中富集 Mn2+组; f. 泥蚶重组铁蛋白在 1mmol/L MnCl2溶液中富集 Mn2+组; g. 泥蚶重组铁

蛋白在 10mmol/L MnCl2溶液中富集 Mn2+组 
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2.3  Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白的磁学测定 

空白对照组的泥蚶重组铁蛋白表现出极其微小的

磁学特性, 在 2T 的磁场强度下几乎检测不到蛋白的磁

场强度。但富集锰铁后形成的 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白

表现出明显的磁学性质, Fe-铁蛋白在 300K, 2T的磁场

下可以检测到 1.69emu/mg 的磁化强度, 磁滞回线总体

形状表现为超顺磁性。Mn-铁蛋白在 300K, 2T的磁场下

磁化强度为 2.34emu/mg, 磁滞回线总体形状也表现为

超顺磁性(图 4)。随着锰铁浓度的增加, Fe-铁蛋白和Mn-

铁蛋白在相同磁场条件下的磁化强度明显增加, 增加

趋势表现出低浓度范围下磁化强度增加速率较快, 高

浓度范围下磁化强度增加速率明显降低。 

 

图 4  泥蚶 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白的磁滞回线 
Fig.4  The hysteresis loops of different ferritin treatment groups 

注: a. 泥蚶重组铁蛋白空白组; b. 泥蚶 Fe-铁蛋白组; c. 泥蚶 Mn-铁蛋白组; d. 泥蚶 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白磁化强度变化曲线 

 

3  讨论 

3.1  Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白的形貌变化 

由于铁蛋白具有电化学特性、磁性和化学性质稳

定性等特点 , 科研工作者最近几年对把铁蛋白作为

模板或载体合成纳米材料产生了强烈的兴趣。铁蛋白

合成的生物纳米材料既具有蛋白质的生物相容性(Li 

et al, 2012), 又具有纳米材料的特性。在食品工业、

生物分子固定化、生物传感等方面均展现出优势, 这

使得它在材料领域得到了广泛的应用。例如, 铁蛋白

可以作为催化剂在碳纳米导管生长过程中 , 也可以

作为合成具有导电性或磁性的模版在半导体晶体材

料应用方面。Lee 等(2015)将铁蛋白作为碳纳米材料

的生长催化剂 , 成功制备具有良好导电性和柔韧性

的碳纳米管(Lee et al, 2015); Shin等(2006)将处理的

铁蛋白纳米颗粒混入到聚合物中 , 明显使聚合物纳

米纤维的机械性能增强。Uchida等(2008)利用铁蛋白

构建的磁性铁蛋白兼具磁性和生物相容性 , 研究的

重组人铁蛋白-铁氧化物磁性纳米颗粒可以作为 MRI 

造影剂标记巨噬细胞, 与氧化铁相比, 该磁性材料表

现出的 R2弛豫相近且更易获取由巨噬细胞和提供标

记的细胞的显著信号损失。李正南(2002)通过以铁蛋

白作为矿化模板进行仿生合成的磁性铁蛋白 , 具有

典型的核-壳型结构, 不仅为岩石磁学研究提供理想

的模式材料 , 而且在生物医学和磁传感器研制中具

有重要的应用价值。 

不同浓度锰铁制备的 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白的

表面形貌有着明显的区别。可见锰铁浓度的不同对泥

蚶重组铁蛋白的富集作用有着显著的影响。当锰铁浓

度为 0.1mmol/L 时 , 与空白组相比 Fe2+-铁蛋白和

Mn2+-铁蛋白, 表面形貌除小球体直径的增大外并无

明显变化, 说明此时锰铁主要进入铁蛋白内核; 而当

锰铁浓度升高时, 重组 Fe2+铁蛋白和 Mn2+铁蛋白形

貌明显变化, 球体形状也变为无规则状态, 说明过高

浓度(10mmol/L)的金属离子已超出重组铁蛋白富集

能力, 铁蛋白亚基间的聚合受到破坏, 24聚体的球形

无法维持(Nomngongo et al, 2011; Di Gaspare et al, 

2015)。Ebrahimi等(2013)研究也发现铁蛋白在富集不
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同浓度 Fe2+时, Fe2+与铁蛋白氨基酸侧链间的成键不

同。而 Mn-铁蛋白呈现出的独特花团状球体则与锰氧

化物的层状或片状相对均匀的花球形形貌类似。初雪

峰的研究则表明 Mn2+的浓度、反应时间等条件对于

锰氧化物的表面形貌有着重要影响(初学峰, 2013)。

低浓度下制备的 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白具有分散性

好, 粒径均一等优点, 为后期 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋

白纳米颗粒的应用提供优良的条件。 

3.2  Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白超顺磁性 

Uchida 等(2006)的研究发现, 重组铁蛋白内核为

具有超顺磁性(Fe3O4), 可以发展为 MRI显影剂。Mn-

铁蛋白磁性纳米颗粒表现出的超顺磁性则是由于纳

米锰氧化物的小尺寸效应 , 当锰氧化物颗粒尺寸减

小到一个磁畴的大小时 , 所有的颗粒内部自旋沿着

易磁化轴自发磁化 , 因此可以将颗粒内部所有磁矩

看作一个整体 , 锰氧化物纳米颗粒就会表现出类似

于超顺磁性的行为(Balcom et al, 2003)。 

不同锰铁浓度的 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白磁性纳

米颗粒在相同的磁场下表现出不同的磁化强度 , 但

磁化强度的增长速度并不与锰铁浓度的增加成正比, 

这是由于高浓度下重组铁蛋白与锰铁的作用方式与

低浓度下不同。在锰铁溶液浓度较低时, 重组铁蛋白

通过外壳上的 8 条亲水性金属离子通道从而使锰铁

进入蛋白核空腔, 使其氧化成内核(Treffry et al, 1993; 

Patra et al, 2015)。但在高浓度金属离子溶液中, 没有

进入到重组铁蛋白核内部的金属离子吸附蛋白壳外

表面, 造成蛋白壳外表面被氧化, 蛋白小球间发生聚

集, 改变了原来的表面形貌和磁学性质(Moskowitz et 

al, 1997; Wong et al, 1998; Jung et al, 2011)。 

4  结论 

泥蚶重组铁蛋白的 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋白磁性

纳米颗粒, 随着锰铁浓度的增加, Fe-铁蛋白和 Mn-铁

蛋白的蛋白球体直径不断增大 , 同时球体之间发生

聚集粘连, 低浓度锰铁制备的 Fe-铁蛋白和 Mn-铁蛋

白磁性纳米颗粒分散性好、粒径均一, 磁滞回线均表

现为超顺磁性。 
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THE MAGNETIC PROPERTIES OF FE-FERRITIN AND MN-FERRITIN  
FROM TEGILLARCA GRANOSA LINNAEUS 

WU Yan1,  WEI Meng-Ze1,  SU Chang2,  MING Ting-Hong1,  JIANG Qin-Qin1,   
SI Kai-Xue1,  ZHOU Jun1,  SU Xiu-Rong1 

(1. School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315211, China; 2. Ningbo Polytechnic, Ningbo 315800, China) 

Abstract    Fe-ferritin and Mn-ferritin were made in Fe2+and Mn2+ of different concentration to study the enrichment in 

Tegillarca granosa. The surface morphology of Fe-ferritin and Mn-ferritin magnetic nanoparticles prepared at high, 

medium, and low concentrations were observed by scanning electron microscopy. Their magnetic properties were detected 

by physical property measurement system (PPMS). The result shows that the particle sizes of Fe-ferritin and Mn-ferritin 

that made in 0.1mmol/L Fe2+ and Mn2+ distributed evenly and well dispersed. The hysteresis loop reflects super 

paramagnetism nature. The magnetic strength increased when enrichment of Fe2+ and Mn2+ increased and the rate of 

increase slowed down. The magnetic susceptibility of Fe-ferritin and Mn-ferritin magnetic nanoparticles prepared at high, 

medium, and low concentrations were investigated by this experiment. These findings provide a support to the applications 

of Fe-ferritin and Mn-ferritin magnetic nanoparticles. 

Key words    Tegillarca granosa;  Fe-ferritin;  Mn-ferritin;  magnetic properties 
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