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固氮酶金属簇纯化及分析装置的研制
’

黄河清

(厦门大学生物系
,

厦门
,

菊1(X 巧)

摘 要 介绍了一台用普通分光光度计 (配有 自制的简易流动式比色池 )
、

样品收集器
、

双笔记

录仪
、

恒流泵
、

液相色谱柱及厌氧箱等装配成的厌氧型制备液相色谱装置
,

主要用于棕色固氮菌固氮

酶金属簇的分离纯化及定性定量分析
。

实验结果证明
,

该装置具有简单
、

快速
、

准确的特点
。

这台装

置也可在常压下对各种蛋白质
、

糖类及核酸等生物大分子进行分离纯化和定性定量分析
。

对与该装置

配套使用的自制碱性 NMF 蒸馏装置和 MC 金属簇高效浓缩装置也作了说明
。
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1 引 言

随着生物化学及分子生物学的迅速发展
,

对各种蛋白质
、

糖类
、

核酸等生物大分子的分

析与纯化
,

已成为 目前生命科学研究中的重要

内容
。

在现有的分离技术中
,

液相色谱法尤其

高效液相色谱 (H卫LC ) 或高效蛋白质纯化系

统
,

已被生物工作者普遍认为是当前分离分析

生化样 品最有效的技术手段 [ ’,2]
。

Hp LC 与其

它常规分离技术相 比较
,

在分离
、

纯化及定性

定量分析蛋白质
、

核酸及复合金属簇等方面具

有分离效果好
、

选择性好
、

快速准确等优点
。

但是
,

由于 目前 HPLC 售价较高
,

而使用频率

在一些单位并 不太高
,

所 以在普通 生化分析

室
,

例如医院生化分析室及生物制品工厂的检

验科
,

尚难以普及和推广使用
。

然而
,

这些单

位有时也需要使用 Hr LC分离及分析特殊混合

物
,

尤其是短肤药物或生物大分子
。

因此
,

利

用实验室现有的普通生化分析仪器
,

自己组装

常压或低压液相色谱装置
,

以满足实验需要
,

仍不失为一种可供选择的方法

固氮微生物能利用机体内的固氮酶进行生

物固氮
。

固氮酶由钥铁蛋白和铁蛋白(众朋 Pro
-

te in )组成
。

钥铁蛋 白金属簇可分为含钥的铁硫

簇(活性 中心
,

M Ce n te r ,

MC )及非含钥 的铁硫

簇
。

197 7 年
,

Shah 〔3 ]首次成功地从铝铁蛋 白中

提取出含钥 的铁硫簇
。

随后
,

国内外一些 固氮

研究组也报道了有关含钥铁硫簇的提取工作
。

但这些报道中
,

含铝铁硫簇中的元素比
、

活性及

分子结构等理化参数有明显差异[4
一 5]

。

例如单

钥铁硫簇 (铁铝辅基
,

F七M 6 c o] Fa c

tor
,

凡MoC 。

)[
3〕

或双铝铁硫簇 (MC) [21
。

出现这种现象很 可能

与提取
、

分离及定量分析过程中所使用 的方法

及设备有关比
一 7 〕

。

针对上述问题
,

我们组装了一台厌氧型常

压制备液相色谱装置
,

并与 自制的 NMF 蒸馏

装置和 MC金属簇高效浓缩装置配套使用
,

用

于固氮酶 MC 〔瓶 Fe 聋
‘

Fe 孟
+

51
2
」
4 一

金属族的

分离纯化及定性定量分析
。

这套装置也可用于

其他蛋白质
、

多元组分有机化合物和复合多金

属簇的分离纯化及定量分析
,

具有分离效 果

好
、

选择性好
、

快速准确等优点
,

因此是一种

适合在常规生化分析室使用的分析装置
。

2 实验部分

2
.

1 仪器与试剂

常压制备液相色谱装置 (自己组装 )
。

裕 国家教育部留学回国人员基金及福建省自然科学基金资助项 目 (No
.

9 男兀巧
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色谱柱
,

耐压 2 0 2
.

65
一 304 kP

a o

厌氧箱 ;

小型电动离心机等
。

N 一 甲基甲酞胺 (NMF )
,

联二亚硫酸钠
,

无水氧化钡等 (均购 自 51 9 1犯 公司 )
。

2. 2 碱性 N h l万
,

的制备

棕色 固氮菌 (二to bac te r 。

诚阮nd ii ) 固氮

酶 MC金属簇提取能否成功的关键是制备具有

还原性的碱性 (p H 13
.

0) NM F
。

制备过程为
:

常温下
,

在重蒸后 的新鲜 NMF (pH 7
.

25) 溶

剂中加人过量 的无水 BaO
,

搅拌 24 h
。

随后
,

在减压蒸馏装置 中慢速蒸馏还原型碱式 NMFo

NM下 是一种低沸 点
、

易燃 的有 机溶剂
,

因此

在蒸馏时不允许用电炉直接加热
。

此外
,

在蒸

馏过程中
,

蒸馏容器需要处于高真空状态
。

根

据这些特殊要求
,

我们 自制 了一套 NMF 蒸馏

系统
,

见图 l
。

2
.

3 固氮酶 MC 金属簇的提取

棕色固氮菌
一

oP 菌株引自美国威斯康新大

学细菌系
。

菌体发酵采用改 良的 B u lk 无氮培养

基培养
,

按对数生长期或根据实验所需的时间收

集菌体
。

固氮酶的分离及纯化参考了文献[s1
。

固氮酶 MC 金属簇的提取参考文献以
5 一 7〕。

2
.

4 MC 金属簇元素分析及光谱测定

MC金属簇中铝铁硫元素含量均用 电感祸

合等离子发射光谱仪 (ICP ) 或质子激发 X 射

线光谱仪 (P以E ) 测定 [z]
。

样品的光谱测定使

用美国 HP 快速扫描分光光度计
,

全波长扫描

时间均在 0
,

5 5
内

。

2
.

5 M C 金属簇的分子结构

标准金属簇〔呱残凡(SE t)
9
」
3 一
和仁M伪残凡

(SPh )
9
卫

一

由美 国 E

~ 研究工程集 团 提供 ;

[(q添片S )
2
凡CHZ 」和 〔(几M o

)
:

(乌CHZ )

(义珑 )
2
」
十

金属簇 由美 国科罗拉 多大学化学系

提供 ;[ Fe M飞凡(c o )
16
」
2 一
金属簇 由美国维吉利

亚大学化学系提供
。

这些金属簇 的主要作用是

在测定固氮酶 MC 金属簇分子量与结构过程中

作为标准参比物
。

3 结果与讨论

3
.

1 MC 金属簇的高效浓缩装置

早期的研究表明
,

按 sh ah 阁方法从固氮酶

或铝 铁蛋 白 中直接提取 及Moc o
或 MC 金 属

簇[s] 并不难
,

但要想 浓缩 Mc 金属簇并得到 晶

体
,

却不是一件容易的事
。

为此
,

我们 自制了能

高效快速浓缩 MC 金属簇的装置
,

见图 2
。

图 1

A
.

减压蒸馏装置

E
.

出水 口 F
.

碱性 卜爪IF减压蒸馏装置

B
.

恒温加热包

样品收集容器

C
.

冷却装置

G
.

真空泵 H.

D
,

进水 口

温度计

它与常规有机蒸馏系统的不同之处在 于
:

(l) 由恒 温 加热控制包 自动控制 低 温加热

NMF
,

这样既安全
,

又能控制 NMF 的蒸馏速

度 ; (2 ) 采用直接减压蒸馏
,

避免了过长的真

空管道 (降低了真空度 )
,

提高了蒸馏效 率
。

通过多次实验
,

证 明该蒸馏装置 用 于 蒸馏

NM F
,

比常规减压蒸馏装置效率高
,

速度快
。

图 2 固氮醉 M 中心样品浓缩装置

A
.

容器 (装有稀 MC样品) B
.

保温瓶 (装有冰块及冰水 )

C
.

连接管 D
.

容器
十 NMF E

.

保温瓶 (装有液氮)

F
.

高效真空泵 G
.

样品注人口
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该装置具体操作步骤和各部件功能如 下
:

(l) 把溶于 M入I
、

的稀 MC 金属簇通过进样 口 G

直接厌氧注人容器 A
。

因为 MC 金属簇对温度

及氧气较敏感
,

常常因室温过高而分解
,

所以用

装有冰及冰水的容器 B 进行冷却
,

避免在浓缩

过程 中分解
。

(2) 容器 D 配有高效真空系统
,

使整个浓缩装置处于真空状态
,

并对容器 A 中

的低沸点 NMF 进行减压蒸馏
,

从而达 到浓缩

MC 金属簇的效果
。

(3) 容器 E 装有液氮
,

用 于

把所蒸馏的 N MF快速冷冻在容器 D 中
,

目的是

对昂贵的 NMF 进行强制性 回收
,

避免 NM F 散

发在空气 中造成环境污染
。

因为 NM F 对人体

神经系统有强烈的毒害作用
,

所 以绝不允许在

浓缩过程中通过真空泵散发到实验室
。

实验结果证明
,

该装置不仅能高效地对 固

氮酶 MC 金属簇进行浓缩
,

甚至 能使其成为干

粉
,

而且能百分之百地 回收 NM F
。

用其它有 机

溶剂浓缩 器或旋转薄膜浓缩仪
,

均 无法对 MC

金属簇进行高效快速浓缩及 回收 NMF 溶剂
,

而

且因浓缩时间过长
,

温度过高会加速 MC 金 属

簇的分解
。

该浓缩装置不仅适于对 MC金属簇

进行快速浓缩
,

而且还可 以对溶于有毒溶剂 的

其它生物大分子进行浓缩
,

并对其溶剂进行强

制性回收
。

3
.

2 厌氧型制备液相色谱装置

MC 金属簇是 固氮酶铝铁蛋 白催化活性 中

心
,

用 NMF 提取时 常常混有其它金属簇
,

因而

要对 MC金属簇进行厌氧纯化
。

此外
,

由于 MC

金属簇对氧极为敏感
,

遇氧易分解
,

因此分离纯

化过程需要在严格的厌氧环境中进行
。

针对这

些问题
,

我们把普通分光光度计
、

样 品收集器
、

恒流泵及液相色谱柱等组装成了一台简易制备

型液相色谱分析装置
,

并把它放人厌氧箱中
,

成

为厌氧型常压液相色谱分析装置 (见图 3 )
。

使

用这套装置的 目的是分离纯化 MC 金属簇及定

性定量分析其理化参数
。

图中
,

恒流器用于把

NMF容器中获取的 NMF 以恒流方式输送至色

谱柱
。

色谱柱用来分离及纯化 MC 金属簇
。

如

MC 金属簇中混有与 MC样品相似的组分时
,

可

同时使用双色谱柱分离
,

以提高分辨率
。

分光

光度计用于检测 MC金属簇并把电信号输送给

记录仪
。

样品收集器按设定好的程序定时或定

量收集样品
,

并把使用过的收集管数 目以电信

号的形式输送给记录仪
。

根据双笔记录仪记录

的数据
,

就可以计算出样品所需洗脱液的体积
,

并用于分析 MC金属簇的理化参数
。

\\\\\\\ lll

IIIIIII

!}}}{}}}}川川
一一一一川

产\一一一

图 3 MC 金属簇分离纯化装置结构图

3
.

3 简易流动 比色池

图 4 是 自制的简易流动 比色池
。

把该池置

于分光光度计的比色盒中
,

用于检测经色谱柱

分离和纯化的 MC 金属簇
。

流动管用石英管制

成
,

宽度为 lem
。

通过 比较可知
,

用该流动 比色

池检测 MC 样品
,

灵敏度与商品 HPLC 检测结果

很相似
。

此外
,

如果厌氧箱体积小
,

无法放人分

光光度计
,

也可用密封性 良好的管道把 MC 金

属簇样品引 出厌氧箱外进行测定
。

此时
,

MC

金属簇纯化
、

检测及收集过程仍处于管道厌氧

环境中
,

MC 金属簇样品仍保持厌氧状态
,

不 易

被氧化
。

_
进样口

连接层析柱 )

出样口 ,

(连接部分收集器

{{{{{
比色池

图 4 流动石英比色池
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3
.

4 单
、

双钥铁硫簇的分离纯化及结构分析

按文献[s, 卜 7」方法
,

分别从固氮酶钥铁蛋

白中提取 及M议为 和 MC 金属 簇并均匀 混合
。

混合后的样 品加人图 3 所示样品纯化系统中进

行慢速 (洗脱液流速为 0
.

6m] [/ 而
n
) 纯化并收

集
,

所获结果如图 5 所示
。

SC 可看出
,

自己组装的液相色谱装置能有效

地分离纯化混合的复合金属簇
,

并能对其理化

参数进行定性定量分析
。

该装置也可用于铁蛋

白 (介币tin ) 或其它蛋 白质的分离纯化及定量

分析
,

所获得的结果与用商品 HPI刀 分析所获

的结果相似 [0, l0]
。

参考文献

图 5 h LC金属簇纯化的色谱记录示意图

A
.

F七M , 样品 B
.

MC 金属簇样品 C
.

FeM o o 十 M C

a
.

MC金属簇 b FeMoco

从图 SC 可看 出
,

有两个 样 品吸 收峰
, a

和 b
。

如进一步与图 SA 与图 S B 比较
,

可知 图

SC 中 a 峰与 b 峰分别为 MC 金属簇和 凡Moc o ,

两者的分子量明显不同
。

根据标准含铝金属簇

的分子量及待分析样 品的洗脱体积计算可知
,

MC金属簇的分子量为 13 卯 士 60
。

经元素分析

可知
,

MC 金属簇是含双铝的铁硫簇
,

其分子

结构式为 〔M吸Fe 犷Fe 会
十

51
2
]
4 一 。

这一结果与

Sh ah 所提出单钥结构明显不 同
。

此外
,
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