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优化固氮活性模型信息研究 (U

—双齿配体
D PPE 和 D PPM 对固氮酶促反应的影响

刘爱民
, º 张凤章

士 张鸿图
’

袁友珠
‘

许 良树 , 万惠 霖 笃‘ 、

义

蔡启瑞
‘ ’

( 厦门大学化学系
十 ,

生物 系; .

固体表面物理化学 国家重点实验室 、
.

厦 门 36 1 0 05

摘 要 报道了某些双齿配体对固氮酶促反应影响的研究结果
.

发现 1
.

2一

双 ( 二苯基磷卜 乙烷

( DP PE) 对固氮酶酶促乙炔还原反应有促进作用
,

但同时 又抑制了固氮酶的放氢反应
.

而 比 D PP E

少一个 一CH Z一 链的双 (二苯基磷 )
一

甲烷 ( D PP M )却不能表现出对固氮酶促乙快还原活 力的促进作

用
.

对照固氮酶 MoF e 一

蛋白 X 一

光衍射结构分析结果和量子化学近似计算所导 出的 固氮酶活性中心

结构模型提出了 D PPE 促进酶促乙炔还原反应的一种可能的解释
.

关镇词 固氮酶
,

双齿配体
,

促进剂
.

抑制剂
、

前
- J L es

. . . . 门
口目 . . .

亡 J

天然固氮酶催化还原 N Z

为 N H :
的过程长期受到人们关注

.

最近
.

Bo lin 和 R ee s

等分别独

立采用 X 一

光衍射分析固氮酶 MoF
e 一

蛋白
,

给出
一

r 0
.

28 n m 一 0
.

22 n m 分辨率的 M
一

簇 (体 外

时称 F e M o 一 e o fa e to r
或 F e M o 一 e o )和 P

一

簇的 结构模 型 “ 6〕.

前 者是 由两 个缺 ( 活 ) 日 立 方烷
,

Fe 石
:
和 M oFe 召

3

簇
,

靠两个硫和一个 Y 配体 (氧
、

氮或硫 )桥连形成的具有近似 C 3、
对称性 的

笼状原子簇结构
,

M。
原子处在一端的角落位置上

.

该模型可表示为〔L
3MoF e 3S 3

〕(脚
一

5)
2 (脚

一

Y )

〔Fe 汤Ll 〕; P
一

簇则主要是 由两个〔Fe
4S4 〕组成

.

MoF
e 一

蛋白晶体结构分析结果使得固氮酶活性中

心结构的研究又上了新的台阶
〔7〕

.

但是
,

问题并没有彻底解决
.

在该模型中
.

配体 ( Y )的种类

尚未最终确定阁
,

完整的结构参数也有待给 出
.

对于固氮酶底物活性 中心 M
一

簇而言
,

酶的十几种底物及抑制剂是揭示和检验其化学结

构与功能关系的有力工具
.

本工作在以前化学探针方法研究固氮酶活性中心结构工作的基础

上
9 一

‘’〕,

考察了一系列具有双齿结构的有机配体对固氮酶促反应的影响
,

从 中寻找 出固氮酶

的新抑制剂和促进剂并以其作为揭示酶活性 中心结构与功能的新探针
.

本文报道了双齿含磷

有机化合物改变固氮酶促底物还原行为 (促进或抑制 )的研究结果
; 并以化学探针的思路对实

验结果提出了初步解释
.

一9 9 3 年 8 月 10 日收到初稿
,

一9 9 3年 11月 29 日收到修改稿
.

¹ 国家基础性研究重大关键项目 (攀登计划 )子课题及人事部专家司博士后经费资助项 目
.

º黄静伟
、

扬 如
、

周明玉同志参加了本工作
.

Á 通讯联 系人
.
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2. 材 料 与 方 法

双 (二苯基磷升甲烷和 1
,

2
一

双 (二苯基磷卜乙烷晶体由本实验 室合成
.

邻苯 二 甲醛 为市

售分析纯
.

反应 系统 C p
、

Ck
、

A T P 和连二亚硫酸钠等都经无氧处理并保存于氢气氛中备用
·

固

氮酶铁蛋 白
、

钥铁蛋 白依文献
门 2

一
’‘〕的分离纯化方法从 彻

.

23 0 菌 (沈阳应用生态研究所发酵 )

「

}
, 得到

.

所有实验均在绝氧条件下操作完成
.

反应时
,

分别取一定量 (约 0
.

05 ml
,

蛋白浓度

为 10
.

0 m g / m l)的固氮酶铁蛋白
、

钥铁蛋白和固氮酶全酶 (F e 一

p r o te in + M o F e 一P r o te in )于严格无

氧条件下按摩尔比 M o : L 一 1
.

0 : 1
.

1 加双齿配体 D PPE 或 D PPM
、

邻苯二甲醛
.

30
‘

C 水溶液

中振 荡 反应 0
.

s h ; 然后 加入 固氮酶其余的组分蛋 白和反 应 系统 (A T P
,

C p
,

C k
,

M g C1
2 ,

N a 多
2
。

:
)及底物 乙炔

,

重新置于温浴 中振荡反应
.

采用乙炔还原气相色谱法 ( 1 0 3 型气相色谱

仪
,

氢火焰离子检测器 ) 测定固氮活性
; 以 1 02 G 型色谱仪及热导池检测器测量固氮酶放氢

活性
.

3
.

实 验 结 果

双 齿含磷配体 D PPE
、

D PPM 和双齿配体邻苯二甲醛对固氮酶乙炔还原 比活力影响的结果

歹U于表 1
.

衰 }
.

双齿配体对固氮的活性形响

T a b le 1
.

T h e e ffe e rs o f so m e bid e n ta te 11助n d s o 仆 n itr o g e n a s e aCt iv ity

E n z y rn a t le

C o n t ra s t

r e a e tlo n

o- Ph th a la ld e h y d e D P PM D PP E

A e t iv it y %
’

^ ct sv iry %
‘

A e t ivit y %
’

L 一g a n d s m ix ed w it h

M o Fe 一P r o te 一n s o lu rjo n

C Z H Z

~ C Z H 扭

H 2 e v o lu tlo n

5 8
.

8

8
.

3

一 7 8
.

6

一 7 8
.

3

53
.

2

5
.

4

一 9
.

5

一 3 4
.

9

7 2
.

8

3
.

4

+ 2 3
.

8

一 5 9
.

0

L ig a n d、 m ix e d w i一h

Fe Pr o te 一n so lu tlo n

C 竺H Z

~ CZ H 刁

H e v o lu t一o n

4 2
.

0

9
.

5

飞

;
.

一 7 3
.

6

一 6 5
.

3

3 9
.

5

5
.

8

一 6
.

0

一 3 8
.

9

+ 19
.

5

一 5 3
.

7

L一g a n d、 m ix e d 认l th (
’

竺H Z 卡 (
’ZH , 5 6

.

7 2 4

n itr o g e 犷la s e

“
、o lu r一o n H 竺 e 、, o lu t 一o n 一 」3

.

8

49
.

8 一 12
.

2 7 0
-

3
.

9 一 18
.

8 3
.

+ 2 4
.

2

一 35
.

4

A e tjv ity :
(
n 叮n o ] C : 1 1 , fo rm ed /

口1 9 p ro re 一n
·

m in )
; R ea

e 一lu n t im e : 4 0 m 一n (C
: H :

)
,

Z h (H
Z e v o lu t io n )

.

釜 八 e t lv 一ty / C o n r ra s t 资 关 F e 一Pr o re ln
斗
一

M
o F e 一P ro te in

在测定放 H :

量时
.

各组 (包括对照组 )都观察到一定时间 (一 4 h) 以后放 H :

量剧增的情

况
.

经分析认为是在反应系统中因长时间厌氧促使杂菌 (野生厌氧菌)繁殖造成的
.

单独 Fe
-

蛋白
,

单独 M o Fe
一

蛋 白加反应系统的空自试验 证实了上述推测
.

所以
.

在测放 H :

量时
,

反应

时间控制在 2 小时之内
.

从表 1 可以看出
,

D PPE 可使固氮酶的乙炔还
·

原活力提高约 20 %
,

而且不论 配体是先与固氮酶组分蛋 白预作 用还是直接与固氮酶全酶作用结果 皆相近
.

可见

D PPE 是 新发现的固氮酶乙炔还原活力的促进剂
,

同时它 又使固氮酶放 H Z

受到很强的抑制
.

与此同时
,

仅 比 D PPE 少一个 一 c H Z
一 链的 D PPM 对固氮酶乙炔还原活力在同样条件下几乎

没有 明显影响 (△、
一

5 % )
,

但 D PPM 对固氮酶放 H :

也呈现出一定抑制作用
.

作为对 比
,

一个

已知的固氮酶抑制剂 邻苯二 甲醛则同时强烈抑制 固氮酶的乙炔还原和放 H :

活力
.

这三种双

齿有机配体对固氮酶还原 N :

成 N H 3

能力的影响尚待研究
.
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表 2
.

固氮酶的新促进剂与抑制剂

T a b le 2
.

N e w Pr o m o t o r a n d in hib ito r s o f n itr o g e n a s e a etiv ity

价Ph tha la ld ehy d e Ph ZPCH ZPPll Z Ph ZPC H ZCH ZPPh Z

C : H :

~ C :H
,

H
Z e v o lu tio n

告(I)

讼(I)

、 (l )

二 (I)

今(P )

寺 (I)

4
.

讨 论

分子氮和 乙炔在固氮酶上的配位方式可能并非相同
.

文献中已有分子氮的还原必需 P
一

簇

的协同作用
,

而 乙炔分子的络合活化则仅在 M
一

簇上即 可完成的报道
『

’5
.

Bo lin 和 Re es 等发表

了固氮酶 M oF
e 一

蛋白 x
一

光衍射结构分析结果
f‘ 6 1

以后
,

陈明旦等交替使用分子图形学软件和

分子力学计算对其进行了分子模型设计
f’“〕 ,

得 出了 Fe M o 一

co 模型的结构参数
,

刘爱 民等采用

群 分 解E H M O 量子 化学方法
〔, 7〕对Fe M O 一

co 模 型进行 了近似 计算 [ ”
·

’。 .

提 出 Re es 模 型中未知

(a )
H js 以 1 9 5 (或N H ) G in o lg l

卜
F e

厂。
27 5

/
、

\

C y s 一 S 丫 一 Fe l侧. . .

o

\
F e 6 :

、

O , C C H
。

\ _
_

才
\ 厂 一f\
丫 I 〔二H Z C H Z C o Z

F e 3

.

了才;、入
.5
�

\

\
s

’

一Fc4 \
s

一 F e

唁一伙厂
0 厂

厂
、

/ 泊is U ‘4“ N 、

/ F e 又
‘ ,

/
/ 2 . ~ ~ ~

~
.

‘ ,

尹/ 乙

( Fe Z
一

F e 6 ~ 0
.

2 8 n m
,

Fe Z
一

F e s七 0
.

3 8 n m )

( b )
C y s日9 5

/
去
丫

、

\
、

F

|
S一e、一

S|一

|
F一

一5eewe丰we日
e、
。

:
丫F

|
55.

\

C y s }3 1 5 3 5 2 5 丫C y s 以 1 5 4

C y sl弓1 8

C y s{飞7 0 5

S丫C y s 以 6 2

去
y s· 8 8

图 1 ( a) 固氮酶 M
一

簇模 型
; ( b) 固氮酶 P

一

簇模型

F ig
.

l ( a ) Mod e l o f th e n i tr o g e n a se M
一e lu s t e r ( Fe M o

一

e o ) ;

( b ) S t r u e t u r e o f rh e n i t r o g e n a se P
一 e lu s te r Pa ir

.
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配体 (Y )应为 o 一或 N H 一 (图 la )的推论
〔那 ,

与 se llm an n
几乎同时发表的经验性假设

〔7〕相似
.

从图 1a 可 以看出
,

O PPE 分子既难以直接与 M。 络合
,

又没有合适的位置可挂在 M
一

簇上

面 ;
但它的分子尺度与 P

一

簇 (图 lb )却较接近
,

一个可能的解释是 D PP E 抑制 了依赖 P
一

簇的

某个放 H ,

中心
,

使得 A T P
一

驱动的电子传递 在分配上发生变化
,

即 M
一

簇可以获得更多的电

子
,

所以在 M
一

簇上呈现出乙炔还原活力的提高
.

与此同时
,

D PPM 因少 了一个碳链
,

作用则

明显不同
.

D PPM 对与 P
一

簇有关的放 H :

中心的抑制较 D PPE 弱
,

且 因其双齿间距与 M
一

簇靠

硫 (或氧 )配体桥联的双铁间距 (0
.

35 一 0
.

38 n m )相近 (图 la)
,

所以它更可能抑制了固氮酶 M
-

簇的放氢位
,

从而对固氮酶乙炔还原活力显示出弱抑制作用
.

多数研 究人员 曾认为
,

每还原 1 摩尔 N Z

成为 2 摩尔 N H 3

的 同时要 出 1 摩尔 H 2 .

即

75 % 的 电子 (能量 )用于生成 N H 3 ,

25 %的电子 (能量 )用于放 H Z ,

如式 1 所示

N :

+ SH + + se 一 + 1 6M gA T P
N itr雌e n as e

N a多2O
月

ZN H :
+ H :

+ 16Mg A D P + 1 6PO 牙
一

(1 )

但更深入的研究发现
,

纯固氮酶在正常条件下催化内源底物 H + 还原放 H :

所消耗的电子
.

却

总是大于 25 %
·

即使在 50 大气压的 P N Z

下
,

仍有 27 %的电子用于放 H 2.
在不同 N Z

分压条

件下
,

催化 N Z

还原和 H Z

释放反应动力学的定量分析
〔, ,

·

2。〕
都说明固氮酶除了在 M

一

簇上 固氮

并同时放 出 H :

以外
,

还应有另外的放氢位和放 H :

中心 这个假设便成为产生上述解释的基

础 ; 换言之
,

本文报道的研究结果也可理解为支持了固氮酶双位放氢假设
.
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