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摘要 目的　血红蛋白是高等动物体内运输氧气的载体蛋白，本工作拟探究磁场对血红蛋白氧合的影响，并比较人和牦牛

血红蛋白在磁场下氧合的差异。方法　构建人和牦牛血红蛋白的重组表达纯化系统；分别将人和牦牛脱氧血红蛋白置于地

磁场或外加磁场下，通过收集紫外可见光谱数据，计算氧合血红蛋白、脱氧血红蛋白和高铁血红蛋白3种组分的浓度和比

例，分析磁场对血红蛋白氧合速率的影响；使用超导量子干涉磁测量系统SQUID对人氧合血红蛋白和人脱氧血红蛋白进行

磁性测量，探讨磁场影响血红蛋白氧合速率的可能机制。结果　利用大肠杆菌原核表达系统成功表达并纯化得到了人和牦

牛的血红蛋白样品。发现牦牛血红蛋白比人血红蛋白的氧合速率更快，外加0.3 T静磁场显著提高了血红蛋白的氧合速率，

且牦牛血红蛋白比人血红蛋白对磁场更为敏感。结论　本研究成功表达和纯化了人和牦牛血红蛋白，发现磁场促进了血红

蛋白的氧合过程。磁场对血红蛋白氧合速率的影响可能与血红蛋白本身的磁学性质有关。这些发现为未来使用外加磁场作

为辅助手段改善低氧症状提供了理论支撑，有望在临床中发挥作用。
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血红蛋白是高等动物体内运输氧气的载体蛋

白，主要存在于红细胞内，由两个相同的α珠蛋白

和β珠蛋白亚基组成［1］。血红蛋白分子中负责结合

氧气的铁通常以还原的Fe2+状态存在。然而，当血

红蛋白分子氧化形成高铁血红蛋白时，铁的价态变

为Fe3+，导致其失去结合氧气的能力［2］。血红蛋白

的变构效应是其调节氧气运输和释放的重要机制，

已有研究表明血红蛋白存在两种主要的构象状态：

松弛状态（R态）和紧张状态（T态）［3-4］。虽然氧

气与R态或T态的血红蛋白均能结合，但其与R态

的亲和力明显高于T态，同时氧气的结合稳定了R

态，因此R态是氧合血红蛋白的主要构象。在缺氧

时，T态比R态更为稳定，所以T态是脱氧血红蛋

白的主要构象。

血红蛋白的氧亲和力受到多种因素的影响，除

了氧气浓度（氧分压）之外，温度和 pH值等均能

影响血红蛋白的氧亲和力。比如说，温度升高会导

致分子振动加剧，且氧气与血红蛋白的结合是放热

的过程，因此氧亲和力随着温度的升高而降低［5］。

血液的 pH 值主要由 CO2和 HCO3
-的浓度决定，酸

性环境中血红蛋白的氧亲和力下降，而碱性环境中

氧亲和力则增强。

早在 20世纪初，脱氧血红蛋白的顺磁性，氧

合血红蛋白和碳单氧血红蛋白的抗磁性已得到证

实［6］。也有研究表明，外磁场可以影响血液流

速［7-8］，但外加磁场是否影响血红蛋白的氧亲和力

则尚不明确。本文对这一问题进行了初步的研究，

选取了人源血红蛋白和牦牛（yak）血红蛋白为研

究对象，构建了重组蛋白表达纯化系统，探究磁场

对血红蛋白氧合速率的影响。

本研究除人源血红蛋白外，还选取了牦牛的血

红蛋白作为对比。牦牛是一种独特而稀有的牛种，

主要分布在海拔 2 000~5 500 m的青藏高原及其周

围的高山和亚高山地区［9］。由于对低氧环境的适

应（牦牛栖息地的氧含量仅为海平面氧含量的1/3~

1/2），牦牛不仅有较高的血红蛋白含量，还表现出
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较强的血红蛋白氧亲和力［10-12］。基于此，本研究选

择牦牛血红蛋白作为人源血红蛋白的参照，探索两

者在磁场作用下氧合速率方面的差异。

1　材料与方法

1.1　质粒构建

人 α 珠 蛋 白 （P69905.2） 与 β 珠 蛋 白

（P68871.2）及牦牛α2珠蛋白（1004268B）与β2珠

蛋白 （0711214A） 的序列来源于 NCBI （National 

Center for Biotechnology Information） 数据库。使

用核糖体结合位点 （ribosome-binding site，RBS）

序列将 α 珠蛋白与 β 珠蛋白进行串联连接，并在   

一 个 质 粒 上 同 时 表 达 ， 连 接 序 列

（GAGCTCCTACATGGAGATTAACTCAATCTAGA-

GGGTATTAATAATGTATCGCTTAAATAAGGAGG-

AATAACAT）从以往文献中获取［13］。血红蛋白序

列由生工生物技术（上海）有限公司合成。在人   

β珠蛋白链和牦牛 β珠蛋白链的碳末段分别添加了

His-tag和Strep-tag序列。

1.2　实验仪器与设备

超微量分光光度计 NanoDrop （Thermo Fisher 

Scientific，美国），电子顺磁共振波谱仪（Bruker，

美 国）， 超 导 量 子 干 涉 仪 （superconducting 

quantum interference device， SQUID） MPMS3

（Quantum Design，美国），蛋白质层析纯化仪器

AKTA pure （Cytiva， 美 国 ）， 冷 冻 离 心 机

（Thermo Fisher Scientific，美国），超声波细胞破碎

仪（宁波新芝，中国），电子天平（良平仪器，中

国），-80℃超低温冷冻冰箱（海尔生物，中国）。

1.3　蛋白质表达与纯化

血红蛋白在大肠杆菌菌株 BL21 （DE3）中表

达。选择异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG，上海

阿拉丁，中国）浓度梯度，诱导血红蛋白在大肠杆

菌中的表达。用 IPTG在30°C（303K）下过夜诱导

蛋白质表达。离心收集细菌细胞，在裂解缓冲液

（50 mmol/L 磷 酸 缓 冲 液 （以 下 简 称 PB），          

150 mmol/L NaCl， 20 mmol/L 咪唑 （imidazole），

pH 7.4） 中重悬，在冰上超声裂解。然后 4℃，   

17 500 r/min 离心 30 min 后，收集上清，装入 Ni-

NTA亲和层析柱（QIAGEN，德国）。用15柱体积

（CV）的洗涤缓冲液（50 mmol/L PB，150 mmol/L 

NaCl，50 mmol/L imidazole，pH 7.4）洗涤亲和柱，

去除未结合蛋白质。洗涤步骤完成后，用洗脱缓冲

液（50 mmol/L PB，150 mmol/L NaCl，200 mmol/L 

imidazole，pH 7.4） 从 Ni-NTA 亲和层析柱中洗脱

蛋白质。纯化过程中，所有缓冲液中均加入终浓度

为3 mmol/L的抗坏血酸（上海阿拉丁，中国）。使

用凝胶过滤层析进一步纯化目的蛋白质，缓冲液为

PBS 缓冲液 （50 mmol/L PB， 150 mmol/L NaCl，

pH 7.4）。使用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS-PAGE）验证目的蛋白质的纯度和分子质

量。 PageRuler Prestained Protein Ladder （Thermo 

Scientific，产品编号 26616） 被用作所有 SDS-

PAGE的分子质量标准。

1.4　氧合血红蛋白、脱氧血红蛋白和高铁血红蛋

白的吸收光谱

上述纯化得到的血红蛋白保存在 PBS 缓冲液

中，主要成分为氧合血红蛋白。通过加入连二亚硫

酸钠［14］（Sigma，德国），将氧合血红蛋白转化为

脱氧状态。将过量的铁氰化钾加入血红蛋白后，用

Sephadex G-25 色谱柱除去，制备高铁血红蛋白。

使用NanoDrop分光光度计在室温下扫描氧合血红

蛋白、脱氧血红蛋白和高铁血红蛋白的紫外-可见

（UV-Vis）光谱。

1.5　电子顺磁共振（EPR）测量

使用配备有 Oxford ESR-910 液氦低温恒温器

的EMX plus 10/12光谱仪记录X波段（∼9.6 GHz）

EPR 光谱。简单地说，将 200 μl 纯化蛋白与 50 μl

甘油混合在PBS缓冲液中。将氧合、脱氧和氧化蛋

白样品转移到石英EPR管（Wilmad，707-SQ-250 M）

中，并在液氮中冷冻。在 10K 时监测 EPR 信号，

微波频率为 9.40 GHz，微波功率为 2 mW，调制幅

值为 2.0 G。电子顺磁共振 （electron paramagnetic 

resonance，EPR）实验在中国科学院强磁场实验室

的稳态强磁场设施上进行操作。

1.6　氧合速率分析

本研究设计了一个磁场装置为血红蛋白样品处

理提供水平磁场（图 1）。在样品槽两侧安装两块

钕铁硼磁铁（3.2 cm×5 cm×6 cm），样品槽大小为

2 cm×2 cm×6 cm。样品槽中心位置（也即蛋白质

样品放置处）用磁通门计（Lake Shore 410）测得

的磁场强度为 0.3 T。对照组（Sham）实验使用与

上述类似的装置，但样品槽两侧磁铁被替换为无磁

性的铝块 （Al6061），对照组中样品槽中心位置

（也即蛋白质样品放置处）用磁通门计测得的磁场

强度与地磁场强度近似，为50 μT，即5×10–5 T。
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纯化后的血红蛋白用 PBS 缓冲液透析，调整

其终浓度为0.032 mmol/L。在厌氧工作站中将1 ml

血红蛋白溶液与 200 μl 0.78 mmol/L连二亚硫酸钠

溶液充分混合，将所得混合液分装到100 μl比色皿

中并盖好盖子，然后从厌氧工作站中取出，分别放

入上述磁场装置或者对照装置，测试外加磁场对血

红蛋白氧合速率的影响。每组测试为6个样品（浓

度相同） 同时进行，分成两组：3 个样本磁场处

理，3个样品无外加磁场（标记为Sham）。将样品

放入装置前的紫外可见光谱结果记为 0 min，放入

样品槽后，每10 min测试1次紫外可见光谱，直到

光谱不再发生变化为止。

1.7　磁性测量

共有4个样品，其中蛋白质样品包括氧合血红

蛋白和脱氧血红蛋白，缓冲液样品包括 PBS 缓冲

液和在 PBS 缓冲液中添加连二亚硫酸钠。使用

MPMS-3 型 SQUID，在温度范围 （2~300K） 下对

100 μl 样品进行磁测量，施加的磁场强度为       

±10 mT。减去缓冲液背景后，得到蛋白质的MT曲

线（也即磁化强度（M）随施加温度（T）的变化

曲线）。

2　结 果

2.1　人血红蛋白和牦牛血红蛋白在大肠杆菌中的

成功表达

以往研究表明，使用RBS序列串联α珠蛋白和

β珠蛋白是一种有效且成熟的重组血红蛋白表达的

方法［15］（图2a）。在本研究中，选择了pET系列质

粒作为载体，其中pET28a(+)使用噬菌体T7启动子

表达人α和β珠蛋白，pET32a(+)质粒则表达牦牛血

红蛋白（图2b）。这两种质粒的基本结构相似，包

括启动子和多克隆位点等，唯一的区别在于抗性基

因不同。基于T7启动子的载体（例如 pET系列载

体）与BL21(DE3)受体细胞具有最佳的相容性，因

此本研究选择BL21(DE3)作为表达细胞。

温度是影响外源蛋白在大肠杆菌中表达的一个

关键因素。尽管大肠杆菌生长的最佳温度通常在

37~39°C之间，但高温可能会导致包涵体的形成，

包涵体是错误折叠的蛋白质聚集体。因此，本研究

测试和比较了 4种不同温度（20℃、25℃、30℃、

37℃）下血红蛋白的表达水平［16］。结果显示，血

红蛋白在 30℃表达水平最佳。另外，诱导剂的浓

度也是影响血红蛋白表达的关键因素。过高的
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Fig. 1　A schematic representation of the experimental setup
(a) Illustration of purified hemoglobin exposed to geomagnetic field, and a pair of nonmagnetic aluminum alloys was used as control (Sham).           

(b) Illustration of purified hemoglobin exposed to 0.3 T external magnetic field provided by a pair of permanent magnets.
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IPTG有细胞毒性并可能导致外源蛋白的过度表达

导致包涵体的形成，减少可溶性蛋白质的数量。本

研究还测试了不同 IPTG浓度对血红蛋白诱导表达

的影响，发现在1 mmol/L的 IPTG浓度时，可溶性

的血红蛋白达到最大表达量［17］。

抗坏血酸是一种抗氧化剂，在缓冲液中保持还

原环境，有助于保持血红蛋白结构的稳定性。本研

究参考已有报道，在血红蛋白纯化过程的所有缓冲

液中均加入了终浓度为 3 mmol/L 的抗坏血酸［18］。

亲和纯化后，使用色谱柱（SuperdexTM 75 Increase 

10/300 GL）进行凝胶过滤层析进一步纯化血红蛋

白，得到纯度较高的血红蛋白 （图 2c，d）。人      

α珠蛋白和β珠蛋白的分子质量分别约为15.7 ku和

17.1 ku。而牦牛α珠蛋白和β珠蛋白的分子质量分

别约为 15.1 ku 和 17.3 ku。15% 的 SDS-PAGE 结果

显示，纯化产物中同时存在α珠蛋白和β珠蛋白的

条带，两者比例接近，符合复合物中α与β亚基之

间的比例，也与以往的报道一致［19］。

2.2　脱氧血红蛋白和高铁血红蛋白的制备

氧合血红蛋白在可见光谱范围内具有两个主要

的吸收峰，分别位于 541 nm和 576 nm波长处，而

脱氧血红蛋白只在波长为560 nm处有一个特征峰。

此外，高铁血红蛋白在波长 630 nm处存在特征吸

收峰。根据 UV-Vis 光谱测量纯化的血红蛋白
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Fig. 2　Expression and purification of human and yak hemoglobin
(a) Schematic representation of the pET28a expression vector for human hemoglobin, containing a cassette of tandemly arrayed α- and β-globin genes 

with a Shine-Dalgarno ribosomal binding site as a spacer DNA. The cleavage sites of restriction enzymes are labeled. (b) Schematic representation of 

the pET32a expression vector for yak hemoglobin, containing a cassette of tandemly arrayed α- and β-globin genes with a Shine-Dalgarno ribosomal 

binding site as a spacer DNA. The cleavage sites of restriction enzymes are labeled. (c) Gel filtration chromatography of purified human hemoglobin, 

and SDS-PAGE verification of purified human hemoglobin was shown as inset. (d) Gel filtration chromatography of purified yak hemoglobin, and 

SDS-PAGE verification of purified yak hemoglobin was shown as inset.
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（PBS，pH 7.4）的吸收峰（541 nm和576 nm），初

步判断纯化血红蛋白的主要组分为氧合血红蛋白。

通过血红蛋白混合物分析方程计算发现［20］，血红

蛋白溶液中除了主要组分氧合血红蛋白之外，还同

时存在少量的脱氧血红蛋白和高铁血红蛋白（图

3a，b）。因此，纯化得到的血红蛋白在溶液同时包

含了这 3种成分。在脱氧血红蛋白的制备过程中，

通过连二亚硫酸钠的加入，根据脱氧血红蛋白的特

征吸收峰（560 nm）判断，氧合血红蛋白已经被

还原成脱氧血红蛋白。然而，人血红蛋白在加入还

原剂后，在 630 nm处存在一个肩峰，表明在加入

还原剂后，除了脱氧血红蛋白的形成之外，还有小

部分血红蛋白转变为高铁血红蛋白。可能原因是连

二亚硫酸钠水溶液性质不稳定，导致在氧气存在条

件产生了高铁血红蛋白。与人血红蛋白不同，牦牛

血红蛋白在加入还原剂后，630 nm处的峰并不明

显，说明了牦牛血红蛋白和人血红蛋白在生化性质

上和对氧化还原条件的敏感性的差异（图3a，b）。

当脱氧血红蛋白在空气中暴露一段时间后，因为空

气中氧气的存在，会逐渐形成氧合血红蛋白（图

3a，b）。综上所述，通过对人工制备的重组血红蛋

白的氧化和还原实验的结果分析表明，无论是人重

组血红蛋白还是牦牛重组血红蛋白，都可以在3种

状态间转变，与天然血红蛋白一样，具有类似的生

化和生理功能。
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Fig. 3　UV-Vis spectra and EPR of hemoglobin
(a) UV-Vis spectra of human oxyhemoglobin (OxyHHb, red), deoxyhemoglobin (DeoHHb, blue) and methemoglobin (MetHHb, green). (b) UV-Vis 

spectra of yak oxyhemoglobin (OxyYHb, red), deoxyhemoglobin (DeoYHb, blue) and methemoglobin (MetYHb, green). (c) X-band electron 

paramagnetic resonance (EPR) spectra of human hemoglobin with different states, showing the heme signal of methemoglobin at g=6 and the signal 

of free radical at g=2. Spectra were recorded at 10 K. (d) X-band electron paramagnetic resonance (EPR) spectra of yak hemoglobin with different 

states, showing the heme signal of methemoglobin at g=6 and the signal of free radical at g=2. Spectra were recorded at 10 K.
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2.3　血红蛋白的电子顺磁共振（EPR）谱

正常功能的Fe2+血红蛋白为d6体系，没有EPR

谱［21］。氧合血红蛋白和碳单氧血红蛋白是低自旋

配合物，具有抗磁性，而高自旋脱氧血红蛋白由于

未成对电子数量是偶数且弛豫时间短而具有 EPR

沉默。EPR可以用于检测和分析血红蛋白氧化时形

成的Fe3+血红蛋白（d5）［22］。然而，由于铁的弛豫

时间很短，必须在低温下才能检测 EPR 光谱［23］。

实验结果表明，人工制备的重组高铁血红蛋白的

EPR谱图与天然血红蛋白一致［24］（图 3c，d）。然

而如前所述，因为空气中氧气的存在，纯化的血红

蛋白和加入还原剂的血红蛋白中也检测到了微弱的

EPR信号，表明血红蛋白中可能存在少量的高铁血

红蛋白（图 3c，d）。还原剂对牦牛血红蛋白向高

铁血红蛋白的转化的效果相似。不同之处在于，牦

牛血红蛋白的氧合血红蛋白 EPR 信号 （红色线）

弱于加入还原剂的血红蛋白（蓝色线，图3d），说

明牦牛血红蛋白在纯化过程中能够有效抵御空气中

氧气的氧化，表现出较好的稳定性。

2.4　磁场对人血红蛋白氧合的影响

为了探究外加磁场对血红蛋白氧合速率的影

响，以人血红蛋白为例，将脱氧血红蛋白从厌氧工

作站中取出 （记为 0 min），分别在有外加磁场

（0.3 T）和无外加磁场（Sham）的条件下与空气接

触发生氧合反应，每隔 10 min 检测 1 次 UV-vis 光

谱，连续记录整个反应过程的光谱变化，直至光谱

不再变化表明反应完成。考虑到高铁血红蛋白具有

pH值敏感性，实验过程中确保实验用的溶液pH值

为7.4。取每隔20 min的UV-Vis光谱作图，比较有

无外加磁场下的氧合速率（图 4）。从图 4 可以看

出，对照组样本 （图 4a） 和加磁组样本 （图 4b）

的UV-Vis图都呈现出从单峰到双峰的转变，但在

这个转变过程中，加磁样本的氧合速率明显比对照

样本更快。在对照组中，在 120 min 时才出现双

峰，但在加磁组中，在60~80 min时，双峰就已经

出现。这种变化的差异表明，当磁场存在时，血红

蛋白的氧合速率有显著提高。
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Fig. 4　External magnetic field facilitates human hemoglobin oxygenation
(a, b) The human hemoglobin oxygenation process recorded by UV-Vis spectra every 10 min under geomagnetic field (Sham) or 0.3 T external 

magnetic field. (c) The concentration changes of human oxyhemoglobin (oxyHHB) during oxygenation process. (d) The concentration changes of 

human deoxyhemoglobin (deoHHB) during oxygenation process. (e) The concentration changes of human methemoglobin (metHHB) during 

oxygenation process. n=3.
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因为所有分光光度法测定血红蛋白及衍生物的

方法都依赖于朗伯比尔定律，并可以根据血红蛋白

混合物方程来计算单个组分的含量［20］。为了更加

精细地定量在这一过程中的血红蛋白各组分的变化

规律，我们依据血红蛋白混合方程计算了每个时间

点的氧合血红蛋白、脱氧血红蛋白和高铁血红蛋白

的血红素浓度，并对有无磁场下的氧合过程进行比

较研究（图4c~e）。当暴露在空气中时，脱氧血红

蛋白与氧气发生反应并被氧化，脱氧血红蛋白的血

红素浓度不断降低，在外加磁场存在条件下，脱氧

血红蛋白的转化速率加快（图4d）。在加磁组和对

照组中，氧合血红蛋白的血红素浓度基本相同（图

4c）。至于高铁血红蛋白血红素浓度方面，在整个

反应过程中，加磁组相较于对照组保持较高的浓度

（图4e）。在加磁组和Sham组之间的样本之间的比

对有些不具备显著性，可能原因是不同批次的纯化

血红蛋白样品差别比较大，血红蛋白样品中3种组

分的含量不同造成的。

2.5　磁场对牦牛血红蛋白氧合的影响

我们也利用纯化的牦牛血红蛋白做了同样的测

试，方法如前所述。首先需要指出的是，牦牛血红

蛋白的整体氧合速率在相同条件下远高于人血红蛋

白。相比于人血红蛋白需要大约120 min才能完成

氧合反应（图 4a，b），而牦牛血红蛋白的氧合大

约在 60 min 内即可完成（图 5a，b）。这一差别反

映了牦牛在高原低氧环境下的适应性。

在整个牦牛血红蛋白氧合过程中，加磁组（图

5b）的UV-Vis光谱变化比对照组（图 5a）明显加

快。在 30 min 后，加磁组的 UV-vis 光谱出现了明

显的双峰（图5b），而对照组在50 min后才慢慢出

现双峰（图5a）。同样，依据血红蛋白混合方程计

算了每个时间点的牦牛氧合血红蛋白、脱氧血红蛋

白和高铁血红蛋白的血红素浓度。在与空气接触

20~30 min之间，加磁组的牦牛氧合血红蛋白浓度

出现了显著的上升趋势，而对照组的增长速度较慢

（图 5c）。与此一致，加磁组的牦牛脱氧血红蛋白

的浓度也在20~30 min之间，出现了显著的下降趋

势，而对照组的下降速度则相对缓慢得多 （图

5d）。加磁组的高铁血红蛋白也比对照组略高（图

5e）。有意思的是，牦牛氧合血红蛋白和脱氧血红
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Fig. 5　External magnetic field facilitates yak hemoglobin oxygenation
(a, b) The yak hemoglobin oxygenation process recorded by UV-Vis spectra every 10 min under geomagnetic field (Sham) or 0.3 T external magnetic 
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process. n=3.
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蛋白的浓度变化均呈现“s”型曲线，但上升和下

降趋势相反（图 5c，d），这一特征只在牦牛血红

蛋白中观察到，而人血红蛋白的实验中则没有观察

到类似现象，反映了两者氧合速率和动力学的显著

差异。

2.6　人氧合血红蛋白和脱氧血红蛋白的磁性

上述实验表明磁场可以显著影响血红蛋白氧合

速率，这一现象有可能和血红蛋白独特的磁学性质

相关。1936 年，鲍林首次用磁天平法证实了脱氧

血红蛋白的顺磁性和氧合血红蛋白的抗磁性［6］，

其后也有报道表明脱氧血红蛋白呈现顺磁性［25］。

为了验证重组表达纯化的血红蛋白是否具有和天然

血红蛋白类似的磁性，我们使用超导量子干涉仪

SQUID 对重组人氧合血红蛋白和人脱氧血红蛋白

的磁学性质进行了研究。在 100 mT下进行磁性测

量，并收集数据来生成温度依赖的磁化强度曲线

（MT曲线），进而比较氧合血红蛋白和脱氧血红蛋

白的磁性（图 6）。磁化率等于磁化强度和磁场强

度的比值。随着温度的降低，人氧合血红蛋白和脱

氧血红蛋白的磁化强度均增加，而脱氧血红蛋白的

顺磁性增加更快，符合居里定律的磁化率与温度呈

反比关系。因为氧合血红蛋白表现为抗磁性，之所

以随着温度的降低磁化率增加逐渐变为顺磁性，可

能是因为样品中含有少量顺磁性的高铁血红蛋白存

在的原因，这一点与之前的 EPR 测试的结果一致

（图3c）。

3　讨 论

血液的主要成分是血浆和血细胞，在人体的生

命活动中发挥着关键作用，同时也是重要的医疗资

源。然而由于输血需求量的不断增加及血液储备不

足等问题，血液供需关系一直处于紧张的状态。因

此，人们一直都迫切地寻找一种安全有效的血液替

代品，可以发挥与血液相似的功能。目前，血液代

用品的种类包括血红蛋白氧载体 （hemoglobin-

based oxygen carriers，HBOCs）、合成血红素类等。

血红蛋白氧载体具有更好的潜力，它的种类大致可

以概括为聚合血红蛋白［26］、基因调控的血红蛋

白［27］ 以及聚乙二醇 （polyethylene glycol，PEG）

化的血红蛋白［28］。而人类红细胞、牛红细胞和重

组血红蛋白是红细胞最主要的 3 个来源［29-30］。其

中，人类红细胞主要用于临床用血，牛血红蛋白和

人血红蛋白毕竟存在蛋白序列和三维结构的差异，

而且牛血红蛋白可能携带朊病毒，这会导致克雅氏

病的产生［31-32］。重组血红蛋白能减少输血感染的风

险，因此，重组血红蛋白潜力最大。

重组DNA技术的进步促使了用于合成重组血

红蛋白（recombinant hemoglobin，rHb）的多种技

术方法的发展，原核表达系统已经能够很好地表达

重组血红蛋白。酵母表达系统也曾被用于生产血红

蛋白［33］，不过它表达的可溶性蛋白太少，于是被

逐渐抛弃。原核表达系统可以表达高达 30% 的可

溶性蛋白［34］，然而通过原核表达体系来获取纯化

的重组血红蛋白，也存在成本高昂的缺点，在未来

仍是一个需要解决的问题。

牦牛无论是血液中红细胞的大小还是血红蛋白

的含量，亦或是血红蛋白氧亲和力都远远高于黄

牛［11］。本研究以人和牦牛血红蛋白为研究对象，

建立了人和牦牛血红蛋白的重组表达和纯化体系。

重组血红蛋白的获得使得在体外用纯化的血红蛋白

对其氧合速率进行研究成为可能还可以研究磁场对

氧合速率的影响。本研究发现 0.3 T的静磁场条件

促进了血红蛋白的氧合反应，这是首次在纯化的血

红蛋白中观察到的磁场的生物学效应。未来需要进

一步系统地测试不同的磁场参数对这一反应的影

响，比如说不同的磁场强度或磁场类型，包括均匀

稳态磁场和梯度磁场等。通过对不同参数的磁场对

血红蛋白氧合速率的影响，有望总结和发现一些规
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律性的特征，对于分子机理的阐明将有重要意义。

不管是人血红蛋白还是牦牛血红蛋白，磁场均

能促进他们的氧合速率，并且这种磁效应在牦牛血

红蛋白的氧合反应中更为显著。我们推测这一现象

可能与血红蛋白固有的磁学性质有关。以往的文献

报道过脱氧血红蛋白的顺磁性和氧合血红蛋白的抗

磁性特征，但对于纯化的重组血红蛋白的磁学性质

尚未有报道。本研究使用先进的检测装置超导量子

干涉仪对重组血红蛋白的磁性进行了初步的测量。

超导量子干涉仪的灵敏度比传统磁力计高几个数量

级，其灵敏度可达10-8 emu，主要用于超精细磁性

测量［35-36］。实验检测出氧合血红蛋白和脱氧血红

蛋白均有顺磁性存在，且脱氧血红蛋白的顺磁性强

于氧合血红蛋白。重组的脱氧血红蛋白的顺磁性与

天然脱氧血红蛋白的顺磁性报道一致。但我们的测

试中并没有检测到重组的氧合血红蛋白的抗磁性，

这可能有多种原因，可能是氧合血红蛋白中存在少

量的高铁血红蛋白从而导致的顺磁性，这与我们的

EPR结果一致；当然也可能是本研究测试手段灵敏

度的提高，或者重组蛋白与天然蛋白之间的细微差

异所导致。在未来的研究中可以尝试其他真核表达

体系获取重组血红蛋白，或以天然血红蛋白样品作

为对照，对其磁学性质进行更加系统和精细的

研究。

对于磁场影响血红蛋白氧合速率的分子机制研

究，在未来还可以通过定点突变技术对血红蛋白特

定氨基酸位点进行突变来研究不同血红蛋白突变体

的磁场效应的差异，或者通过对牦牛等物种和人血

红蛋白序列比对研究不同序列的血红蛋白的磁场效

应的差异，也可以通过分子动力学模拟等方法探究

血红蛋白结构改变后对磁场效应的影响。机制的阐

明有助于人工设计对磁场更敏感的血红蛋白，未来

在临床应用中发挥作用。

4　结 论

本研究成功建立了人和牦牛血红蛋白的重组表

达和纯化体系，得到了纯度较高的重组血红蛋白。

发现牦牛血红蛋白的氧合速率远高于人血红蛋白，

为牦牛在高原低氧环境下的适应性提供了解释。同

时探究了 0.3 T的静磁场对血红蛋白氧合速率的影

响，发现磁场能促进人和牦牛血红蛋白的氧合速

率，且对牦牛血红蛋白的氧合速率的促进作用更为

显著。这些发现为未来使用外加磁场作为辅助手段

改善低氧症状提供了理论支撑，有望在临床中发挥

作用。
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Abstract　Objective  Hemoglobin is the iron-containing protein in the red blood cells of many animals. The 

primary function of hemoglobin is to transport oxygen from lung to tissues. It is composed of two identical           

α‑globin subunits and two identical β‑globin subunits. Hemoglobin has unique magnetic properties. The 

paramagnetism of deoxyhemoglobin, and the diamagnetism of oxyhemoglobin and carboxyhaemoglobin have 

been reported previously. Studies have also shown that external magnetic field affected blood flow rate, but 

whether magnetic field may affect the oxygenation rate of hemoglobin remains unknown. Here in this study, we 

are aiming to address this question with recombinant hemoglobin. Human hemoglobin and yak hemoglobin were 
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selected as the research objects, and a recombinant protein expression and purification system was established to 

explore the magnetic field effects on the oxygenation rate of hemoglobin, as well as the differences in the 

oxygenation rate between human hemoglobin and yak hemoglobin under external magnetic field. Methods  The 

recombinant expression and purification system of human and yak hemoglobin was established. The recombinant 

hemoglobin expression was further optimized and appropriated inducing temperature and IPTG concentration 

were screened. Recombinant human hemoglobin and yak hemoglobin were purified to homogeneity by affinity 

chromatography and further by size-exclusion chromatography. SDS-PAGE was used to validate the purification, 

and UV-Vis spectrum and EPR were used to characterize the biochemical properties of recombinant hemoglobin. 

Deoxyhemoglobin of human and yak were placed under 0.3 T external magnetic field to test the magnetic field 

effects on oxygenation rate, and geomagnetic field condition was used as a sham control. The UV-Vis spectrum 

data were measured every 10 min, and the concentration and proportion of oxygenated hemoglobin, 

deoxyhemoglobin and methemoglobin were calculated to analyze the effects of magnetic field on the oxygenation 

rate of hemoglobin. The magnetic properties of human oxygenated hemoglobin and human deoxygenated 

hemoglobin have been measured by SQUID, a superconducting quantum interference magnetic measurement 

system. Three biological replications were performed for each experiment. The possible mechanism of the effect 

of magnetic field on the oxygenation rate of hemoglobin has been investigated and discussed. Results  Human 

and yak hemoglobin were successfully expressed and purified by E. coli prokaryotic expression system. The 

optimal expression temperature was 30℃, and the most suitable IPTG concentration was 1 mmol/L. EPR results 

suggested that trace amount of methemoglobin existed both in the purified human hemoglobin and yak 

hemoglobin proteins. The oxygenation rate of yak hemoglobin appeared to be faster than that of human 

hemoglobin, and the additional magnetic field treatment significantly increased the oxygenation rate of both 

human and yak hemoglobin, and yak hemoglobin was more sensitive to magnetic field than human hemoglobin. 

The paramagnetism of deoxyhemoglobin was verified by SQUID measurement. However, the diamagnetism of 

oxygenated hemoglobin remains uncertain, probably due to the presence of trace amount of methemoglobin in the 

sample of oxygenated hemoglobin, which was consistent with EPR results. Conclusion  In this study, human and 

yak hemoglobin were successfully expressed and purified. The purified hemoglobin proteins have similar function 

and conformational states as native protein. External static magnetic field facilitates hemoglobin oxygenation, and 

yak hemoglobin seems more sensitive to magnetic field compared with human hemoglobin. These findings 

provide theoretical basis for the potential applications of applying magnetic field to improve hypoxia symptoms in 

clinical practice in the future.
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