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摘 要

固氮酶单
、

双铝铁钥辅基的制备与 N 一

甲基甲酸胺喊度有关
.

质子激发 x 射线发射光谱和电感藕合等离子体

发射光

相辅基
瞥
均无

析技术测定单
、

双铝 铁铝辅基的铝铁硫元素组成比值均为 1
:

6
:

6
.

在紫外可见光谱区内
,

单
、

双铝铁

特征吸收峰
,

不含高柠橄酸盐
。
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固氮微生物能利用体内的固氮酶在常温常压下把大气中的氮分子转化为氨并被农作物直接利用
,

它很可

能在短期内成为农业生产所需的天然
、

无污染氮肥
.

固氮酶由钥铁蛋白和铁蛋白组成
.

铂铁蛋白含有 灭陇四聚

体蛋白结构
,

金属簇大致可划分为含钥铁硫簇 ( M 中心 )和非含钥铁硫簇 (P 簇 )l[
〕

.

M 中心是固氮酶氮催化还

原活性中心
,
P 簇位于

a
和 日亚基之间

,

它起着传递电子给相铁蛋白 M 中心的作用 2[]
.

铁蛋白具有活化传递电

子给钥铁蛋白 P 簇的生理功能
.

1 9 7 7年
,

hs ha 首次从相铁蛋白中提取一种含钥的铁硫簇
,

简称铁铝辅基 ( eF M o
co af ct or

,

简称 eF M co o) 并测

定 eF M co
。
元素组成比为 M :o eF

: s = 1 : 8 : 6 st]
.

M oss ab ue
r ,

E N 〔x 〕R
,

E P R
,

E x A F s 等技术 [’] 研究 eF M coo 的理化特

性结果指出
,

eF M~ 含有 6个铁原子
.

’怡 标记技术测得结果却认为 eF M coo 含有 8个 eF 原子
,

但其中 2个 eF 原子

可能不是 M 中心的固定结构
,

而是外加的
,

易于赘合除去〔.s] 近期我们的研究结果却认为
,

高质量的 eF M O
co 是

收稿 日期
:

1 9 9 6
一
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一
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一
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一
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:
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、
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一种含双钥的铁硫簇
,

其金属簇 对
,

为1 395 士 30
,

分子组成式为〔Mo eF
: : s : :

〕
` 一

【简称 eF M co
。 ( b ) 」.e[ 月

.

经亚甲蓝

氧化后
,

该簇引起 印 R 总自旋 s = 32/ 消失
,

但并不影响它的生物重组活性 [’]
.

目前
.

国内外许多固氮研究机构

采用许多理化技术和生物技术研究了 eF Mcoo 的理化特性 s1[
,

但所获的结果差异较大
.

本文侧重于探讨单
、

双

相铁相辅基的制备和特性
,

它对固氮酶氮还原机理和化学模拟生物固氮的深入研究提供一些理论依据
.

1 材料与方法

1
.

1 材料
N

一

甲基甲酞胺 ( N M )F 等分析纯试剂购于美国 is gm
a
公司

.

棕色固氮菌 O P 菌株和缺 eF M OC o
的棕色固氮菌

突变菌株 U 、 v 4 5由美国 w is co ns in 大学固氮研究中心提供
.

1
.

2 高碱度 N M F 的制备

按文献 l[] 方法
,

对
,

( eF M oco )测定按 H u
an g 方法 .[]

.

钥铁硫元素分析用原子吸收分光光度计 (从 )
,

电感辐合

等离子发射光谱仪 ( I c p
,

氏
r k sn E I二

r P las m a )和质子激发 X
一

射线发射光谱仪 ( p l x E
,

N i co l e t M浏
e l R 3

)测定
.

1
.

3 eF M oc 。
提取

参考 s
hha s1[ 方法

.

金属簇中的亚铁含量测定参考

H u
an g .[] 和黄河清等 l0t 〕的方法

.

生物重组活性按
s
ha h[ 3〕和

张凤章〔 , ’ 〕的方法
.

1
.

4 eF M oc 。
光谱测定

选用紫外可见
,

全自动扫描
、

双光束分光光度计
,

全波

长扫描时间均在 1 5
以内

.

1
.

5 eF M co 。
纯化

1
.

5
.

1 纯化装皿 eF M coo 纯化系统主要由厌氧箱
、

N M F

恒压器
、

层析柱
、

紫外可见分光光度计
、

样品收集仪和双笔

记录仪等组成 (见图 1)
.

1
.

5
.

2 纯化过程 N
排 恒压器提供洗脱 eF M漏 样品的

洗脱液的恒速流量
.

粗 eF M , 样品经 eS ph a d e x G
一

25 和

sT k
一

G le oT y , , r l 层析柱纯化
.

紫外可见分光光度计和记录

仪检侧 eF M O c O

纯化过程和纯度
.

样品收集仪自动收集经

纯化后的 eF M oco 样品和其它杂质
.

1
.

6 单
、

双相 eF M oc 。
膜透析过程

eF MOC
。
透析系统由透析室

、

磁力搅拌器和 P M
一

1 00 0透

析膜组成 (见图 2)
.

透

析过程
:

把经纯化的 eF M oco 置于厌氧的透析室 A 区中
.

在

严格厌氧条件下搅拌 l h 左右
,

此时小于透析膜载留从

(从 < 1 00 0) 的 eF M咖 能通过扩散方式 由 A 透析室进入

B 透析室中
·

图 1 F e M co
o
纯化系统

iF g
.

1 uP
r i if ca t i o n s ys et m o f eF M 0 c o

A :

厌氧箱 A n
ae

r o b i e 加 x
,

B : N M F 恒压器 P r

ess
u r e 阅 u a l i z -

e r o f N M F , C : N M F 容器 N M F a p , r a t u s , o :

eS ph胡 e x G -

2 5 层析柱 eS hP “ e x G 一

25 c o 一u n m
, E : T s卜 G e 一OT y eP a r一层

析柱 sT k 一

G e一T O y pe a r一co 一
u m n

,

G :

样品收集器 aS m p一e e o 一

一ec t i n s

~
一, F :

紫外可见分光光度计 u v / v ss i b一。 s详 e -

t r o ph o t o m e t e r , H :

记录仪 R
eco

r d e r

2 结果与讨论

2
.

1 铁相辅基理化特性

如何提取高质量的 eF M OC
o
一直是生物固氮研究工作者探讨的难题 l[]

.

我们的实验结果指出
;
提取高产

量
、

高生物重组活性的 eF M oco 的关键之一是控制酸解钥铁蛋白的 p H 和时间;[]
.

此外
,
N M F 的碱度也是提取高
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质量 Fe M oc
。
不可忽视的重要因素之一 表 l结果表明

:

未

经处理的 N M P呈中性 ( pH . 7 3)
.

该溶剂用于提取 Fe M oc
。

时
,

所获得 民M coo 产量极低
,

样品呈黄绿色并几乎丧失生

物重组活性
.

用 N a H C。 ,
和 N a :

co
3

处理后的 N M F 碱度稍偏

碱性 ( p H 9
.

0~ 9
.

5 )
,

所提取的 eF M o
co [简称 eF M coo ( a

)〕

产量也较低
,

eF M coo ( a) 颜色偏绿
,

生物重组活性也不高
.

如果用 aB O 处理使 N M F 成高碱度 (P H 1 3) 的 eF M OOC 提取

剂
,

不仅所得 eF M oc o[ 简称 eF M oco (b )〕产量高
,

样品颜色

偏深棕色
,

而且生物重组活性高
,

它是提取高质量 eF M o
co

( b) 的理想提取剂的碱度 (表 1)
.

早期国内外固氮研究机构

对 eF M co
。
的颜色

、

光谱特性及 万
,

等理化特性报道差异较

大并一直持有不同的看法
,

根据表 l所示其主要原因可能

与 eF M co
。
提取剂 N M F 的处理方法和碱度有关

·

2
.

2 F e M co
o
的光谱特性 (图 3 )

未经纯化的 eF M co
。
样品中常常含有 cl 一 、

N a +
、

H P碳
一 、

图 2 单
、

双钥铁钥辅基的透析系统

F ig
.

2 份m o t i e s y s et m o f F e M o e o f a e t o r co n at i n in g

s in g le a n d d o u bl e M o

^
、

s :

透析室 os m o t i e r oo m , e ;

透析膜 ( p M
一 2 00 0 ) Os m o t j e

m
e
m b r a n e

( P M
一 1 00 0 )

, o 、 E :

磁力搅拌棒 M a sn et i e bar
. F :

磁搅拌器 M a sn e t i c s t i r re r

表 l 铁相辅蓦的物理化学性质

几 bl e 1 T h e

hP y s ico--
e
he m ica l P r o pe r t ies

o f eF M o e o af e t o r

N M F 处理方法
N M F t r e a t m e n t

N M F 碱度
N M F

b as i e i t y

提取量
E x t r a e t i n g

q u a n t i t y

F e M oc
o

颜色
C o l o u r o f

F e M
嘴犯 0

少量

A l i t t l e

少量

A I i t tl e

少量

A l i t t l e

大 t

M U C h

黄绿色
G re e n 一 y e l lo w

绿色

G 了e e n

绿色
G r ee n

黑棕色
B 】a C k

一

b r o w n

生物重组活性
人 c t i v it y o f

b io l o g ica l

r e c o m b i n a t i o n
.

0 ~ 5

N a H C O 3

N a Z C 0 3 9
.

5~ 10

,

生物重组活性单位 ( u n i t o f a e t i v i t y o f b i o l o g ica 一
r e

co m b i n a t i o n )
: 。 ( e : H ; f o r m ed )

·

t一 ’ · : 一 ’
( M o ) /

n m o l
·

m i n 一 ’ ·
n m o l一 ’

柠檬酸盐
、

S :

碗
一 、

水及残余蛋白质等杂质 [’]
,

这些污染物往往给准确定量分析 eF M~ 组成
、

结构
、

分子量及理

化性带来一定的误差 [’1
.

常规纯化 eF M ~ 的方法是用 eS p ha d ex G
一

25 或 G
一

100 层析柱除去杂蛋白和非 氏M oco
组分的有机物 [’.

7〕
.

图 3 ( A )结果表明了
:
用含有 N a : S 之。 ;

的 N M (F p H l0 ~ 1 3) 所提取的 eF M oco 在紫外光谱区 3 15

n m 处呈弱吸收峰
,

eF M coo 的整体光谱吸收强度随着波长红移而 呈下降趋势
.

溶于 N M (F p H 10 ~ 1 3 )的 N a : s :
认

在紫外光区 3 15
n m 处有强吸收峰〔见图 3〔)B 〕

,

因此我们认为
,

eF M co
。
在紫外区 31 5 n m 处有弱吸收峰的现象很

可能是 s :

伪
一
络合于 eF M co 。

所引起
,

并不是 eF M oc
。
自身特有的弱吸收峰

.

eF M oc o( a) 和 eF M o
co ( b )分别经

eS hP ad ex G
一

25 和 sT k
一

G el T oy pe ar l 层析柱纯化后
,

两者在紫外可见光谱区中均不含特征吸收峰
,

吸收峰的强度

随着波长红移而减弱
.

图 3 ( c) 结果也表明
:

溶于 N M F ( p H 10 ~ 1 3) 的高柠檬酸盐在紫外区 3 25
n m 处也有明显

特征吸收峰
,

而经纯化的 eF M oc o(
a )和 eF M oco ( b) 在紫外可见光谱区中均不含特征吸收峰

,

因此
,

我们认为两者

铁钥辅基都不含高柠檬酸盐组分
,

这一结论与我们近期选用色谱
、

质谱联用技术 ( G C / M )S 研究 eF M coo 不含高

柠檬酸盐的结论一致
.

2
.

3 F e M co
o ( a ,

b )的 M
r

S m i r h 曾报道 F e M oco 的 M
:

在 7 00~ 1 5 0 0之间
,

不含柠檬酸配位体的 对
,

为 8 0 0
,

加入柠檬酸成为 1 5 0 0 [ 8 ]
.

图4结果表明了
:

eF M oc o( a) 和 eF M oco ( b) 经 eS p h ad ex G
一

25 和 sT k
一

G el oT yo pe ral 层析柱进行分子量测定时
,

两者

在层析柱中的停留时间不一致
,

前者在层析柱中停留时间长于后者在层析柱中的停留时间
.

按 H ua ng 川的方法

测定 F e M oc
o ( a )和 eF M oc

o ( b )的 M
,

分别为 6 5 0士 5 0和 1 39 0士 6 0
,

显然 eF M oco ( a )的 M
,

明显小于 eF M oc
o ( b )的

M
r .

根据凝胶渗透色谱原理 :l[ 〕可知
,

eF M co o(
a ,

b) 的 万
r

不同与两者金属簇的结构上可能存在较大差异性有

关
,

但与是否加入柠檬酸盐无关
.
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2
.

4 F e M oc
o( a,

b )元素分析

多数固氮研究者均认为
,

固氮酶 eF M*

co 仅由钥铁硫组成
,

不含有机化合物
,

但对

eF M 0 c o

的结构
、

电荷
、

钥铁硫的组成比却持

不同的见解 l[J
,

其根本原因与 eF M co
。
的纯

度和元素分析方法有关
.

表 2结果表明了
:

用 A A
,
IcP 和 P lx E 技术测定经严格厌氧纯

化的 eF M~ ( a) 和 eF Mo co ( b) 的钥铁硫元素

组成比值均为 l : 6
,

6
.

显然两者铁铝辅基最

小相铁硫化学组成式为 M oF 饥 s 卜 eF M ocO
( b )的 对

,

几乎大于 凡M oc
o ( a

)万
,

的 l倍 (见

图 4 )
,

两者含相铁硫簇又术含有化合物闭
.

因此
,

如 果 eF M coo a( ) 的分 子组成 式是

M。
氏

`氏
,

则 凡M coo (b )的分子组成式很可

能是 ( M O F e . s . ) :

或 ( M。 :

eF
l : lS : )

,

应属于 双

相铁硫簇结构
.

虽然 eF M coo ( a) 和 eF M coo
(b )具有相似光谱性质 (图 3 )

,

但由于它们

结构上的差异而引起它们的生物重组 活性

明显不同 (表 l
,

图3)
.

2
.

5 单
,

双相铁相辅基的区别

早期的研究结果 一直认为
,

eF M co
。
的

是一种单钥铁硫金属簇
,

其分子组成式为

M O F e 卜。 S卜户 ..]
,

所报道 eF M oco 的分子组

成式
、

电荷
、

光谱等 理化 特性 的差 异 与

eF M oc
。
纯 度

、

提 取 方 法 及元 素 分 析手

段 [̀
·

6二 ]有关
.

凡M oco ( a )和 凡 M oco ( b )膜透

卜卜.0

ééu-,。ó夕自砚赵兴督

z / n m

图 3 FeM ~
,

N a : s : O 。
和高柠檬酸盐在紫外可见区中的吸收光谱

F ig
.

3 A比 o r
ab

n ce s
详

c tr a o f eF M coo
, s

od i u m d iht io n i t e ,

an d h --o

m co i tr a et in th e u l tr a v i o l e t 一v i is b le r
an g e

.

( A ) eF M coo 在紫外可见光谱区 中的吸收 光谱 ( A比 o r ab n o s讲 c

atr of

F e M co
o i n ht e u l tr a v i o l e t 一 v i s i b二e r a n罗 )

— eF M coo a( )的吸收光谱
.

( A加 o r ab n ce s伴 c t ar of eF M coo ( a) )
,

一一 eF M oco ( b) 的吸收光谱认加
。 r ab n二 s

卿
tr a of eF M oco ( b ) )

-

一 含有 s : 。奋一的 eF M oc 。 吸收光谱 ( A加 or ab n ce s体 c tr a of

eF M oc
o

co
n at i n i n g s : 0 若一 )

( B ) N a : s : 0 . 在紫外区的吸收光谱 ( ^ 饮幻r比n ce :

衅
tr a of N a : s : o ; i n t h e

u l tr a v i o l e t r an ge )

( C )高柠橄酸盐在萦外区的吸收光谱 ( A
obs

r b a n 二 :
pe

c

atr of h二oc jtr a te in

t h e u l t ar v i o le t r a n
ge )

析实验 (方法 1
.

6) 结果表明
:

eF M oc o( a) 能自由地通过扩散方式由 A 透析室扩散到 B 透析室
,

可见 eF M oco ( a) 的

M
:

小于透析膜载留万
,

(l 0 00)
.

根据 eF M~ ( a) 的相铁硫元素组成比为 l
,
6

,
6和 对

,

为“ 0士 30( 图峨
,

表 2) 的特

点
,

我们可比较肯定地认为 eF M oc o( a) 的化学组成式是 M。
凡

. 5 。

【“
,

(het
r ) ~ 6 2 5〕

.

此外
,

膜透析实验也表明了

eF M oco (b )不能通过扩散方式由 A 透析室进入 B 透析室
,

从中可知 eF M ~ ( b) 的 对
,

大于透析膜载留 M
: .

根据

eF M oco (b )的铂铁硫元素组成比值和 形
,

及膜透析实验结果
,

我们同样也可以推知 eF M coQ ( b) 的化学组成式是

(M o

凡
。5 . ) :

或 ( M o :

eF
, : s , : ) [对

,

(理论值 ) ~ 1 2 4 8 ]
.

表 2 eF M oc
。
的元素分析

aT b l e 2 E l e m e n at l a n a ly is s Of F e M oc
o

比卜l|”三d任另

类型

S沐 c ies
` ~ 曰~ - J -一一~ 一山 ~ ~ ~ ~

0 10 2 0 3 0 ! 0 5 0 6 0

M o F e

分析方法

A n a l y t ica t m e t h od s

IC P P IX E

M O F e 5 M o F e S

以卜退址

F ig
.

4

图 4 铁钥辅基分子量测定层析图
C h r o m a t

om
a P o f m o lec u l a r d e t e r im in a Uo n o f

凡M O C O

eF M a ` 0 ( a )

F e M优。 ( b )

A :

eF M oc
o ( a ) B : F e M oc

o ( b )

eF M oco 对柠檬酸
、

cl 一
和 N M F 具有一定的络合能力 l[]

,

外加高柠檬酸钠
,
A T P 能大幅度地提高 eF Mcoo 的

生物重组活性〔, ’ 〕
.

因此溶于 N M F 的 eF M oc
。
很可能络合若干个 N M F

,

这种现象引起用层析法测定的 eF M coo
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a (
,

b) 的 万
,

的实验值分别与它们各自对
,

的理论值略有不同
.

近期 x
一

射线晶体结构技术成功地解剖了钥铁蛋白 M 中心整体金属簇结构
,

指出 M 中心金属簇由2个分子

eF M co
。
金属簇组成

,

每个分子 eF M co
。
由含相的铁硫簇 (M o

eF
3 S 3 )和铁硫簇 ( eF ,s : )组成为一体 ls[ 〕

.

因此
,

我们认

为钥铁蛋白 M 中心整体金属簇铁硫簇分子组成可视为 ( M。 : F勺sl : )
,

它的金属簇组成与 eF oM co ( b) 组成相似
.

用低碱度 N M F 提取的 eF M oc o( a) 很可能是 M 中心金属簇的部分含钥铁硫簇
,

呈单相铁硫簇结构 ( M o

eF es . )
,

剩

余金属簇仍留在残余蛋白中
,

所以残余蛋白仍呈棕色 ;[]
.

用高碱度 N M F 提取的 eF M co o( b )很可能是整个 M 中

心金属簇
,

则呈双钥铁硫结构 ( M。 , :

eF
:多 , : )

,

由于 eF M co o( a) 和 氏M coo ( b) 在结构上存在明显不同
,

因此它们的

生物重组活性明显不同
.

双相铁硫簇结构更有利固氮酶底物催化还原反应
.
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