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获得了棕色固氮菌固氮酶铂铁蛋白的针状结斤
、,

大小为 �一�
�

, � � , 一 � � 微米
,

成晶所要

求的条件不是很严格的
。

� � � 电泳和氨基酸分析结果表明
,

相铁蛋白分子量为 � �。, 。。�
。

只观察到 一种类型亚单

位
。

其中酸性氨基酸占优势
。

分子氧使针状晶体演变为发状晶丝
,

晶丝又密集成束
。

晶束可保存较长时间
。

氧使钥铁

蛋白在电泳时形成高聚合态
。

固氮酶是生物固氮过程中将分子氮还原为氨的酶系统
,

它由二个蛋白即铂铁蛋白和

铁蛋白组成
,

二个组分对于酶的活力都是必需的
。

进化程度不 同的固氮生物
,

其固氮酶的

作用原理基木上是相同的
,

它们的二个组分之间有的可以交叉互补形成有功能的固氮酶
,

有的彼此不能互补
。

我们的研究结果表明
,

柱抱鱼腥藻固氮酶的相铁蛋白可以与棕色固氮

菌固氮酶的铁蛋白互 补 �� , 看来棕色固氮菌和蓝藻固氮酶的铂铁蛋白可能有较大程度 的

类似性
,

但有关铂铁蛋 白的物理化学性质仍存在一定的差异
,

特别是棕色固氮菌钥铁蛋白

的物理化学性质
,

文献报道的结果往往出入较大
。

已报道的分子量有 � ��
,

� � � 「�」
,

� ��
,

� � �“
,
’‘」

和 � ��
,

� � �比 ,
,

至于亚单位类型
,

有人认为是一种类型比
’‘〕,
有的作者坚持是二种类型 ��, ‘�〕

,

最

近 � �� �� � � 等 〔�� 证明不同来源的铂铁蛋白的亚单位类型数目与电泳时使用的 �� � 有关
,

铂铁蛋白是多聚体蛋 白
,

可能会依条件的不同呈现不同的解离
茱二

兰
竺

聚合状态
「�
,
’。」。 分子氧

能使固氮酶失活
。

这种失活作用是否与酶蛋白的聚合状态
一

也有关
。

显然
,

铂铁蛋白物理

化学性质的确定
,

对于阐明固氮酶的结构和功能以及固氮所包含的基因数目和性质都是

必要的
。

为准确测定这些物理化学性质
,

就需要用高纯度的铂铁蛋白进行试验
。

本文报

道了棕色固氮菌固氮酶铂铁蛋白结晶及它的一些物理化学性质
。
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�
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惠供
。

一 � � 下 保存
。

�� 铂铁蛋白的分离提纯和结晶
,

参照 �� � � 等洲和林土所固氮组
『� ‘方法
,

用超声击

碎器击破细胞
。

�� ℃热处理 �一 �� 分钟
,

离心 ��
,

� �� � � �分
,

�� 分钟
,

得棕色上清液
,

通

过二次 � �  � 一 �� 纤维素柱层析分离纯化
,

除无细胞提取液外
,

分离过程均在厌氧条件下

进行
。

将经过二次柱分离的铂铁蛋白组分用自制的超滤装置通过醋酸纤维素膜超 滤 浓 缩
,

使蛋白浓度达到 �� 一�� 毫克� 毫升
,

超滤时一次或分几次加人缓冲液
,

使 � � �� 浓度降至

�
�

�� 一�
�

�� 对
,

将生成的结晶液离心
,

洗涤晶体二次
,

晶体溶于 。
�

�� � �
�

�� 一�� �
缓冲液中
,

离心弃去不溶物
,

将溶液厌氧保存备用
,

或进行重结晶
。

�� � 固氮酶活力用乙炔还原法侧定
。

�� � 蛋 白浓度的测定采用 ��� �
试剂

。

�� � 聚丙烯酸胺凝胶分析电泳按 � �� �� 方法
,

采用 � � �
�

� 的甘氨酸一�� � 系统
。

�约 非血红铁蛋 白的染色检测方法按 �� ��� 等阎 的方法进行
,

用 �
�

夕多
� , � 一

联 毗咤

和 �呱 琉基乙酸染色
。

�� � 铂铁蛋白亚单位分子量按 � �� �� 方法
,

采用 �� � 聚丙烯酸胺凝胶电泳测定
。

�� � 抗铂铁蛋 白血清的制备
,

参照 ���� 等洲方法
,

家兔用铂铁蛋白加福氏佐剂进行

二次皮下注射作基础免疫
,

一星期后单用锢铁蛋 白进行静脉注射作为加强免疫
,

两天一次

共七次
,

最后一次加强免疫后十天
,

从颈动脉采血制备抗血清
,

其效价用稀释法测定为

�
,

� � � 。

��� 免疫交叉反应用微量多槽免疫电泳和对流免疫电泳法进行
, �并 琼脂凝胶
,

电泳

液为 � � �
�

� 群 一 �
�

�� 的硼酸缓冲液
,

对流电泳时板两端的电压 �� 伏
,

电泳 巧一�� 分钟
。

免疫扩散电泳时
,

先将抗原电泳 朽 分钟
,

取出在槽中加抗血清扩散
。

�� � 结晶相铁蛋 白氨基酸组成的分析方法是将重结晶铂铁蛋白用重 蒸 三 次 �
�

�� 盐

酸在 � �� ℃ 水解 � � , � � , �� 小时
,

再用 � � 一” � 型氨基酸 自动分析仪分析
,

每组重复三次

取平均值
,

半眺氨酸和 甲硫氨酸用过甲酸氧化成半眺磺酸和甲硫氨亚矾后测定
。

结 果

�一 � 锢铁蛋 白结晶的条件

根据近二十次铂铁蛋白结晶试验的结果表明
,

用超滤浓缩法是易于获得铂铁蛋 白晶

体的
。

成晶所要求的条件并不是很严格的
。

一般来说
,

通过超滤浓缩使总蛋 白浓度达到

�� 一�� 毫克� 毫升
,

这时钥铁蛋 白处于过饱和状态
,

在超滤过程中就有大量晶体形成
,

但

有时蛋白浓度在 �� 毫克 �毫升以下时 也能成晶
,

这取决于蛋白的纯度
,

结晶时盐浓度要降

低至 �
�

�� � 以下
。

但有时在室温较高时
,

盐浓度降至 。
�

�� � 时也有沉淀产生出来
。

蛋白

纯度高
,

逐渐降低盐浓度有利于获得均一整齐的晶体
。

结晶时的 �� 范围在 �
�

�一 �� 斗之

间
,

说明铂铁蛋白形成针状晶体所要求的 � � 范围不是很窄的
。

同叮它对温度的变动也不

很敏感
,

在 �℃ 静置以及在 �� ℃ 左右超滤时都能生成晶体
。

然而
,

如果菌糊存放过久或

分离过程中微生物污染严重时
,

均难于获得结晶
。
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�二 � 分子氧对铂铁蛋白晶体的影响

铝铁蛋白晶体在相差显微镜下呈现均一的淡棕色针状结晶
,

其大小一般为 �一�
�

� 火

�� 一 � � 微米
,

个别的可达 ��� 微米左右
。

晶体溶解后与铁蛋白重组时显示明显的乙炔还

原活力
,

证明它是固氮酶钥铁蛋白所形成的晶体
。

在氢气氛中加液体石蜡的厌氧条件下

保存了三个星期
,

晶体仍可保持针状
。

图版 �是铂铁蛋白晶体的大小形状及遇氧后不同时

间的变化过程
。

曝氧�指在盖玻片下 �一个半小时后
,

原来均匀自由排列的晶体开始随机

定向
,

许多个晶体相互聚集排列成串
,

同时逐渐溶解成为外观上互相连接的一条长晶体
,

看来这个过程的速度与氧的损伤程度有关
,

也与晶体所处的微环境有关
。

在结晶试验中

曾出现密集的稍为弯曲的发状 长晶丝
,

而发状晶丝又彼此聚集成片带状
。

然而这些发状

晶丝之间尚保存有少量针状晶体
,

显然发状晶体是在结晶过程中及其以后
,

局部受氧的损

伤所 引起�图版 � � � �
。

氧使针状晶体聚集并融为发状
,

而发状晶丝又进一步密并成束
,

演变为高度聚合状

态
,

这种高度聚合的铂铁蛋 白晶体形态似乎更不容易被氧进一步损伤 �图版 � � �一 � �
,

晶

体在玻片上
,

用液体石蜡涂封盖玻片四周
,

简单地隔绝空气
,

在这样的条件下
,

发状晶丝竟

然保存 了一个月
,

这是文献中未见报道的现象
。

由此看来
,

发状晶丝是铂铁蛋白结晶的另

一种演变形态
,

它是耐氧的
,

在一定条件下可保存较长的时间
〕

�三 � 铂铁蛋白亚单位的分子量

重结晶铂铁蛋白和 已知分子量的几种标准蛋白
,

用 �多 �� � 加 �并琉基乙醇在室温下

处理过夜
,

然后进行 �� � 电泳
。

求出相对迁移率 ��� 值�
,

以 �� 值为横轴对纵轴 ��� 分

子量作图
,

求出相铁蛋白亚单位的分子量
。

重结晶铂铁蛋白经 �� � 处理后
,

在我们的实验条件下仅有一条蛋 白带
。

也就是仅有

一种类型的亚单位
,

其相对迁移率比牛血清白蛋 白稍快
。

重复试验未观察到二种类型的

亚单位
,

根据相对迁移率与分子量的关系曲线 �图 ��
,

个歌失蛋白亚单位的分子量为 ��
,

� ��

左右
。

牛血清蛋白�� �
,

������

长�铁蛋 �� 

卵 自蛋白 仁��
,

� �� �

�月�, �峭飞�‘����
�
为

止�

�

�
,、�

一��喇小人协

一

羊胰蛋〔�酶 � � �
,

�� � �

细胞色素
。

又 � ��
�

�� � �

�
�

� �
�

� � � �
�

� � � �石 � � ��
�

�

迁移率

图 � 铂铁蛋 白亚单位 的分子量
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�四� 金口铁蛋白的氨基酸成分

铂铁蛋白氨基酸组分的分析结果见表 � 。 丝氨酸和苏氨酸最佳值按其回收值外推到

零计算
,

赖氨酸和异亮氨酸取 铭 小时和 �� 小时的平均值
,

甲硫氨酸亚枫和半胧磺酸仅分

析了水解 � � 小时的产物
,

其他氨基酸以全部水解时间的平均值计算
。

从表 � 可看到
,

铂

铁蛋白的酸性氨基酸占优势
。

门冬氨酸和谷氨酸含量 占全部氨基酸 �不包括色氨酸� 的

�� �
,

赖氨酸和精氨酸占 ��
�

�外
,

类似于其他固氮生物的相应蛋白的
。

最佳比和分子量按

� �� ��  ! �
法哪

〕
计算
,

铂铁蛋白分子量是 �铭
,

� � � �已加上 �� 个色氨酸残基数�
,

与 �� � 电

泳分析测得的数值相近
。

看来
,

棕色固氮菌铂铁蛋白的分子
一

量应为 � ��
,

� �� 左右
。

表 � 棕色固氮菌铂铁蛋 白氨基酸组分 �微克分子 �

氨基酸 最仕值 最仕比

…
’斗

…
“�

�
� �

� …

水 解 时 间

� 斗 � 、。 � � �

最相近
整 数

赖氨酸

组氨酸

氨

精氛酸

门冬氨酸

苏氨酸

丝氨酸

谷氨酸

脯氨酸

甘氨酸

丙氨酸

半胧氨酸 �

撷氨酸

甲硫氨酸 �

异亮氨酸

亮氨酸

酪氨酸

苯丙氨酸

总 量

�
�

� � � �
。

� � �

�
�

� �斗

�
。

�夕�

�
。

��  

�
。

� � �

�
�

斗� �

�
。

� � �

�
�

� 吕�

�
�

� � �

�
�

歹�斗

�
�

� � �

�
�

� � �

�
�

� �斗

�
�

�� �

�
�

� �多

�
�

�� �

�
�

斗夕�

� � �

�斗�

� �多
�

�

�百
�

�

�
。

斗� �

�
�

���

�
�

�� �

�
�

斗� �
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* 用过甲酸氧化成半耽磺酸和 甲硫氨亚飒测定

(五) 相铁蛋白在电泳时的不同聚合状态

一次结晶的铂铁蛋 白用聚丙烯酸胺厌氧分析电泳检查呈现均一的蛋白染色带
,

但加

样量多时
,

在很浓的主带上面和下面都能隐约地看到一条很淡的染色带
,

而有时仅有主带

和上面的一条很淡的染色带
,

这可能是厌氧不严格所引起 (图 ZA )
。

因为重结晶相铁蛋白

厌氧电泳只有一条染色带
,

而不厌氧电泳时出现二条带
,

新增加的一条带在原厌氧电泳带

的上面
,

这二条带用
a , a 一

联毗咤染色时均可染成粉红色 (图 ZC )
,

表明它们是铂铁蛋白的

不同聚合体
。

这二条带 当分别切出再进行 sD S 电泳时仅出现一条与牛血清白蛋 白 一 起

迁移的蛋白带
。

以
_
仁结果表明在主带上面出现的第二条带仍是有氧时铂铁蛋白的高聚合

体
。

看来氧使相铁蛋白的亚单位聚集
。

( 六 ) 结晶铂铁蛋白的免疫交叉反应
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兔子用铂铁蛋白免疫后产生高效价免疫血清
,

将这样的抗血清与二次柱分离的相铁

蛋白组分及无细胞粗提取液 (CE )进行微量多槽免疫电泳时
,

只有 一币}
:
称向阳极的 杭 原

成分与抗血清复合产生一条正常的沉淀弧
,

没有交叉弧或平

行弧
。

从 图 3 可看到
,

二次柱分离的铂铁蛋 白组分与抗血清

产生的沉淀弧同 c E 与抗血清交叉所产生的沉淀弧其形 状 和

位置是一致的
,

说明在二者之中的抗原成分相同
。

把重结晶的铂铁蛋白作为抗原与抗血清进行免疫对流电

泳时
,

也仅形成一条沉淀带
,

表明在抗血清中存在的是与铂铁

蛋白产生交叉反应的特异抗体
。

为了证明重结晶铝铁蛋白在

不厌氧电泳时形成的二条都能被
a , a 一

联毗咙染色 的 蛋 白带

的抗原性是否相同
,

是不是铂铁蛋 白的不同聚合体
,

为此将二

条电泳带分别切出
,

洗出其中的蛋白
,

再与抗血清进行对流免

疫电泳
。

结果表明上带和下带都能与抗血清交叉产生一条特

异沉淀带
,

它们彼此相连
,

形状位置相似
,

它们的抗原性是相

同的 (图 4)
。

应指出铂铁蛋 白经过 pH Z的盐酸酸解后仍保留

其专一的抗原特性
。

这样
, 。 , a 一

联叽淀染色和免疫交叉反应
匕到 乙 士日认或口 侧认互曰 IJ习

证明重结晶铂铁蛋白在不厌氧电泳时出现的第二条带是氧引 凝胶电泳

起的毛目铁蛋白的高聚合态
。

1
.

结晶铂铁蛋白; 2
.
铁蛋白;

3 .重结晶铂铁蛋白
。

OO

0000

幼讨中讨
OOOOO

、、
, . 州尹

’

]]]

CCC 二二二二二二二二二二二二二二二二

/// 产一、、
OOO 222
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厂厂考考
,,

、一尸尸
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.
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图 3 铂铁蛋 白微量多槽免疫电泳

1 , 2 小孔加铂铁蛋白 ;

3 , 牛, 5 小孔加粗提物 :

电泳 书 分钟后在细槽中加抗血淌

图 斗 结晶钥铁蛋白的对流电泳

l 号小孔加重结晶的铂铁蛋白 :

2
一

号小孔加相铁 蛋白经 凝胶电泳后的

上带蛋白:

3 号小孔加铂铁蛋白经凝胶电泳后

的下带蛋白;

4 号的上小孔 加上带蛋 白
,

下小孔加

下带蛋 白
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讨 论

棕色固氮菌固氮酶铂铁蛋白的分子量
,

B
u
m
s

等人和 sta
sny 等人 测 定 的 结果 是

270, 0 0 0 , 而 K le iner 和 Chen 用凝胶过滤法测定的分子量是 2一6
,

0 0 0

,
S w i
c
h
e r

等用沉降

平衡法侧定结晶铂铁蛋白的分子 量是 2朽
,

0 0 0
。

我们用 SD S 电泳测定 结 果是 2%
,

0 0 0

,

而根据氨基酸分析结果计算分子量为 2斗8
,

0 0 0

,

两种方法测定结果接近
。

因此
,

估计棕色

固氮菌铂铁蛋 白四聚体分子量应为 25 0
,

0 0 。左右
。

在这之后
,
s h
a
h 等山

1
报道棕色固氮菌

结晶锢铁蛋白的分子量也是 250
,

。0 0 。

这样
,
S w i
ch er

、

Sh ah 和我们用不同方法测得的结

果是一致的
。

最近还有报道指出
,

固氮蓝藻 (A二b二
。。 。

rli

。

沂ica ) 固氮酶钥铁蛋白的分

子量为 250
,

0 0 0 山 ,
。

看来这两种固氮生物固氮酶的铂铁蛋白的分子量是颇接近的
。

相铁蛋白亚单位的类型
,

究竟是一种类型还是二种类型
。

至今尚未获得断定性的结

论
。

巴氏梭菌和肺炎克氏杆菌的钥铁蛋白有二种不同的亚
一

单位
,

根瘤菌的只有一种类型

的亚单位
。

棕色固氮菌铂铁蛋白有人分析是一种类型
,

另有人分析是二种类型
,

甚至同一

个样品得出不同的结果[6,
’‘, ,

最近
,
L
un
d ell 和 H ow ard 报道了新的研究结果[9]

,

棕色固氮

菌铂铁蛋白用 pH 5
.
斗的 7M 尿素解离后分为二种不同的亚单位

,

它们的氨基酸成分是类

似的
,

但 N
一端顺序完全不同
,

用叛肤酶分析时
,
C
一
端也是不同的

。

而 Ts ai 和 M or ten son

最近也指出
,

柱抱鱼腥藻固氮酶铂铁蛋白有二种类型的亚单位
。

其一分子量为 67
,

0 0 0
,

另

一分子量为 ”
,

0 0 0
￡
17J

。

看来
,

铝铁蛋白具有二种亚单位的证据 日趋增多
。

而棕色固氮菌和

柱袍鱼腥藻的铂铁蛋白是可以互换的
,

如果它们含有不一致的亚单位就难 于解释它们之

间的交叉互补
。

在我们的实验 中只观察到一种类型的亚单位
,

这可能是因为实验条件不

同的关系
。

K
en ne

d y 等人指出过
,

铂铁蛋白在进行 SD s 电泳时
,
S D S 的来源不同影响

到蛋白带的数口
,

导致同一样品产生不同的结果
。

可见仅仅用 SD s 电泳还不易断定 多

聚体相铁蛋 白的亚单位类型
。

铂铁蛋白是多聚体蛋 白
,

由于条件的不同可能呈现不同的聚合状态
。

我们的电泳结

果暗示
,

相铁蛋 白被氧损伤时 出现高聚态
,

这个现象与 Eil dy 等人
〔
材浸道的结果是一致的

。

氧损伤的铂铁蛋白保留抗原特性
。

分子氧使固氮酶失活
,

而这种失活作用可能
一

也包含着

天然酶蛋白构型向高聚态方向转变的因素
。

因为除了有氧时相铁蛋白的电泳行为不同之

外
,

我们 也观察到铂铁蛋白晶体形状在遇氧时出现聚集和融并
。

强烈氧损伤时融并和晶

体的溶解是同时进行的
。

而氧损伤程度较轻时
,

晶体密集融并为发状晶丝
,

而晶丝又进一

步密并成束
,

且没有明显的溶解
。

在简单厌氧条件下这种形态的晶体保存了一个月
。

可

以认为发状晶丝是针状晶体遇氧后演变形成的
,

但它们对氧的敏感程度比针状晶体要低

一些
。

根据上述结果
,

我们推测高聚合态的铂铁蛋白不是它的正常功能状态
。
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