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摘要 : 研究了苯硫酚对棕色固氮菌固氮酶催化底物还原活性的影响
.

结果表明
:

当反应体系中固氮酶钥铁蛋白与苯

硫酚的摩尔比为 1
,
4 时

,

固氮酶的乙炔还原活性比对照组下 降了 62
.

3 %
,

下降的幅度随着苯硫酚浓度的升商而增

大
;
但在 乙炔存在的情况下

,

固氮酶的放 H :
活性随着苯硫酚的浓度的升高而 升高

.

在氢气氛下
,

苯硫 酚浓度 的升高

对 固氮酶放 H :

活性的影响不 明显
.

这一现象有可能是 由于苯硫酚取代与铁钥辅基的 Fe l

原子连接的半耽氨酸的琉

基而引起的
.

关键词 : 固氮酶
;
苯硫酚

;
活性

中图分类号 : Q 5 54 文献标识码 : A

固氮酶由钥铁蛋白和铁蛋 白组成
.

钥铁蛋 白含

有两个金属 中心即 M
一

簇 (Fe M oc o) 和 P
一

簇
,

前者被

认为是底物络合和还原 的活性 部位〔‘
,
’〕

,

后者被认

为是固氮酶的电子库
,

在固氮酶催化底物还原时参

与电子和质子的传递比
‘〕

.

根据 K
一

R 模型〔s〕
,

Fe M。 -

e o 是由 M o Fe 3 5 3

和 F eF e 3
5

3

两个亚簇通过 3 个无

机硫和一个氮桥连接而成的类双立方烷
,

有 1 个高

柠檬酸分子通过 l 个梭基 O 和 1 个烷氧基 O 与 M o

原子 相 连困
.

F eF e 3
S

3

亚 簇 上 的 1 个 Fe 原 子 和

M o Fe 3
5

3

亚簇上的 M 。 原子分别与
a 一

亚基上的 1 个

半胧氨酸残基和一个组氨酸残基结合
.

此外
,

还有一

些氨基酸 残基通 过水 分 子与 Fe Moc 。 形 成氢 键
.

Ki m 等卜幻 通过对铂铁蛋白的
a 一亚基氨基酸序列进

行定点突变
,

比较 了突变株与野生型的钥铁蛋 白的

特性
,

并研究 了 F eM oc 。 周围微环境内氨基酸残基

的作用
.

本文以苯硫酚为化学探针
,

分析其对 固氮酶

催化活性的影响
,

藉以研究与 Fe Moc 。
直接相连的

氨基酸残基的作用
.
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1 材料与方法

1
.

1 菌株及培养条件

菌株 为棕 色 固 氮 菌 (A z o t o ba c te r v in e la n d ii

O 尸)
,

由中国科学 院北京植物所 提供
.

采用 改 良的

B u r k
’ s 培养基 (p H 7

.

2) 进行 3 级培养
.

首先在斜面

上活化棕色固氮菌
,

接着用摇瓶放大培养
,

最后级采

用德国产的全 自动发酵罐 (B
·

B r a u n Bio t e eh In t e r -

n at io n a l) 小批量发酵生产固氮菌
,

在 30 ℃下通气搅

拌培养约 18 h( 转速为 2 20
r / m in)

,

离心收集菌体
,

于一 7 0 ℃ 冰箱中贮存待用
.

1
.

2 固氮酶组份分离提纯

分离固氮酶组份时先将菌体悬浮于 25 m m ol /

L 的 T ri s一 H C I缓 冲液 (p H 7
.

2
,

终浓 度为 4
.

s x

1护 m L / m
3
)中

,

菌体悬浮液用 W
一

3 75 型超声波处理

机 (H e a t S ys tem s 一U ltr a s o n ie s ,

In e
.

)破 碎
.

细胞破

碎液经反复抽气充氢后于 55 ℃下热处理 5 m in
,

迅

速冷却至室温
,

离心 (3 5 0 0 0 9
,

4 oC ) 2 5 m in
,

获得粗

酶液
.

固氮酶组份蛋白的后续纯化步骤按方法 [ 9〕进

行
.

整个纯化过程均在严格无氧条件下进行
.

1
.

3 固氮酶活性的测定

反应 瓶 (6
.

5 m L )经 反 复抽气充 氢后
,

注 人

0
.

4 m L 四合一 反应 系统 〔含 3
.

0 5 m g M g C I
: ·

6 H
Z
O

、

5 m g A T P
一

N a : 、

1 7
.

5 m g 肌 酸磷酸 (CP )
、
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。
.

17 m g 肌酸激酶(C K )〕
,

并依次加人 350 拼L 的钥

铁蛋白(0
.

5 8 m g )
、

1 0 0 拜L 铁蛋 白 (0
.

6 0 m g )
,

10 0

拌L T r is
一

H C I缓 冲液 (pH 7
.

4 )配制的 N a :

凡O4
,

用

注射器放气 以平 衡反应 瓶 内外 的压力
,

最后 注 人

0
.

5 m L乙炔
,

于 30 ℃水浴中振荡反应 30 m in
,

反应

结束后立即用 1 03 型气相色谱仪 (氧化铝柱
,

阿比松

为固定相
,

火焰离子化检测器 )测定 乙烯的生 成量
,

用 10 2G 型气相色谱仪 (0
.

5 n m 分子筛柱
,

热导 池

检测器 )测定氢气的生成量
.

1
.

4 苯硫酚的配制及反应

将一定量 的苯硫酚 (国产 C P )悬 浮于 m L / m
3

2 5 m m o l/ L T r is
一

H C I缓冲液 (p H 7
.

4 终浓度为 10

m L / m
,
) 中

,

稀 释 的 苯硫 酚 悬 液 的浓 度 为 9
.

7 85

m m ol / L
.

由于苯硫酚不溶于水
,

每次注人反应瓶之

前
,

稀释液须用力振摇以便分散均匀
,

然后用微量进

样器将苯硫酚注人反应瓶
.

1
.

5 蛋 白质浓度的测定

参照文献 [ 1叼的方法进行
.

2 结 果

2
.

1 固氮酶组份蛋 白的分离提纯

将 1 10 9 棕色固氮菌菌体悬浮于 2 20 m L 25

m m o l/ L T r is
一

H C I缓冲液 (p H 7
.

4 )中
,

经超声破碎

后
,

细胞破碎液经反复抽气充氢
,

在 55 ℃下热处理

5 m in
,

然后迅速冷却至室 温并离心
,

其上清液为粗

酶液
.

粗酶液经第 1 次 D E A E 纤维素柱层析
,

洗脱

的钥铁蛋 白和铁蛋 白的部分
,

分 别再经过第 2 次

D EA E 纤维素柱层析进一步纯化
,

其结果见表 1
.

由表 1 可见
,

粗酶液经过两次 D E A E 纤维素柱

层析后
,

固氮酶钥铁蛋白被提纯 9
.

2 倍
,

其比活性为

1 1 10 n m o L C
:
H

;
fo r m e d / m in

·

m g P r o t
.

2
.

2 不 同气氛下苯硫酚对 固氮酶催化底物

还原活性的影 响

在固氮酶反应体系中加人一定量的苯硫酚
,

其

固氮酶乙炔还原活性受到了明显 的抑制
.

从表 2 可

见
,

当钥铁蛋白 /苯硫酚的摩尔比为 1 , 4 时
,

其乙炔

还原 活性被抑制 62
.

7 %
,

其抑制程度虽然随着苯硫

酚浓度的升高而增大
,

但其 幅度较小
.

而在乙炔存在

下
,

在一定的固氮酶 /苯硫酚摩尔 比范围内(1
: 4 ~ 1

, 4 7)
,

苯硫酚促进 固氮酶的放氢反应
,

其放氢活性

相对于对照组增 加了 n %一 28 %
.

在氢气氛下
,

不

存在任何其 他外源底 物时
,

固氮酶还 原溶液 中的

H
+

为 H
:

一定浓度的苯硫酚能促进该放氢反应
,

并

且 随着 苯 硫 酚 浓 度 的递 增
,

其相 对 放 氢 活性 从

1 00 %逐渐增加到 1 15 % (见表 2)
.

表 l 固氮酶组份蛋白的分离纯化结果

T a b
.

1 Iso la t io n a n d p u r ifie a tio n o f th e eo m p o n e n t p r o te in s o f n it r o g e n a s e

体积 (m L ) 总蛋白 (m g ) 比活性
’

提纯倍数

1206801110路3251283258D20
粗酶液

第 l 次 D E3
2

柱钥铁蛋白

第 2 次 D E 5 2

柱钥铁蛋白

‘

比活性单位为 n m o L CZ H ‘ fo r m ed / m in
·

m g p ro t
.

表 2 苯硫酚对固氮酶底物还原活性的影响
’

T a b
.

2 E ffe e ts o f th io p he

no l o n s u b s tra t e re d u e tio n re a e tiv ity o f n itro g e n a se a t d iffe r en t a tm o s ph e re

钥铁蛋白/ 苯硫酚

(mo l/ mo l)

相对乙炔还原活性

(% )

相对放氢活性

(10 % 乙炔存在下
,

% )

相对放氢活性

(氢气氛下
,

环)

,
反应体系中含

:
0

.

58 m g 钥铁蛋白
,

0
.

60 m g 铁蛋白
,

3
.

0 5 m g M g C I:
·

6 H : O
,

5 m g A T P- N a : ,

17
.

5 m g 肌酸磷酸 (CP )
.

0
.

1 7 m g 肌酸激酶(CK )
,

6
.

5 m g N a :
5 0.
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固氮酶铁铝辅基 (F e Moc o) 被认 为是 固氮酶络

合和还原底物的活性部位 [1,
2〕

,

缺辅 基的钥铁蛋 白

(即 N ifB- 钥铁蛋白)不表现固氮活力 [ll 〕
.

另一方面
,

Fe Moc o 周围的多肤微环境也是铂铁蛋 白具备催化

活 性 的 必要 条 件山口
,

当 与 FeM oc 。 直 接 相 连 的

e y s a 2 7 5 和 H is a 4 4 2 分别被 A s p 和 A s n 取代后
,

突

变株的固氮酶即不表现任何固氮活性
,

这可能是由

于固氮酶 Fe Moc 。 在细胞的另一部位合成后
,

欲插

人钥铁蛋白 a 一

亚基中时
,

其 A s p a
2 7 5 和 A sn a4 42 残

基不能有效地结合 Fe Moc 。 ,

因而影响蛋 白质分子

的稳定性和 F e M oc o 的构象变化
,

造成其活性 的丧

失
.

这说明 C y s a 2 7 5 和 H isa 4 42 对固氮酶钥铁蛋 白

的活性至关重要
.

另一方面
,

e y s a 2 7 5 和 H is a 4 4 2 与 F eM o e o 的

连接是足够牢 固的
,

用琉基乙 醇等含
一

S H 基团的有

机溶剂 不能 从 钥铁 蛋 白 中提取 出 F eM oc o ,

但 用

N MF (N
一

甲基甲酞胺 )却能有效地提取 Fe M o e o [ ‘, 〕
,

这说 明 N
一

甲基甲酞胺的酞胺基能取代 H isa4 42 的

咪哇基和 Cys a2 75 的琉基
.

苯硫 酚的琉基 C S H )能

否取代上述两种残基 ? 我们的实验表明
,

苯硫酚能

抑制固氮酶 的乙炔还原 活性
,

而对其放 H
:

活性略

有促进作用
.

这说明苯硫酚的介人引起了电子流(质

子流 )的重新分配一种可能的原因是由于苯硫酚的
一

S H 基 比 C y S 的
一

S H 的亲合力更强
,

苯硫 酚取代了

C y s a 2 7 5 (但不取代 H IS a 4 4 2 )
,

与 F e M o e o 的 F e l 结

合
,

这样 当固氮酶体系因欲结合底物而发生构象变

化时
,

就不能有效带动 F e Moc 。 (M
一

簇 ) 发生构象变

化 (因为 F e ,

端是松动的)
,

这样 M
一

簇的笼 口 就不能

有效张开以接纳诸如 N : 、

C
:
H

:

等底物
,

因此其底物

还原的活性就受到 了明显 的抑制 ;而 H + 因体积小

不受笼 口大小的限制
,

所以放氢活性反而 因电子流

的再分配而有所提高
.

另一种可能的原因是苯硫 酚

以
一

S H 基 与 M
一

簇 笼 口 的 ZFe 配位 结 合
,

而 限制

C
:
H

: 、

N
:

等底 物进人笼 内结合和还原
,

而 H + 的结

合和还原则不受其影响
,

就象 CO 结合在 笼 口 ZFe

位
,

但不抑制放氢反应而抑制其它已 知固氮酶的底

物的还原那样 [1’
·
’5〕

.

这两种可能性有待新的实验证

据的进一步证实
.
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