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柱抱鱼腥藻的铁蛋白与棕色固氮菌的
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�

何振荣 林惠民 杜代贤 戴玲芬 辛武生 黎尚豪
�中国科学院水生生物研究所

, 武汉�

提 要

纯化的柱抱鱼腥藻铁蛋白能够与棕色固氮菌的铂铁蛋白有效地交叉反应
,

展现 较 高 的

活性
。

此异源交叉反应的乙炔还原比活及放氢比活
,

分别是蓝藻同源互补 比 活 的 ��
�

� 及

� �
�

��
。

比较藻铁蛋白与菌铂铁蛋白异源交叉反应及藻固氮酶组分之间的同源反应的动力学

特点时发现
,

铁蛋白对铝铁蛋白的最佳克分子比数前者 �异源交叉反应 �较后者 �藻同源反应�

为高
,

前者为 � , 后者为 � � 但反应的时间进程两者差别不大
。

研究各种不同类型固氮生物的固氮酶两个组分之间的交叉互补反应
,

有助于对固氮

酶的结构与功能
,

以及固氮生物之间在系统发育上的关系等问题的阐明
。

分类地位相对

较高的蓝藻与其他固氮生物的固氮酶两个组分的交叉互补反应
,

曾引起一些学者的兴趣
。

� ��� � 等 ��� � ��
〔, , , � � � � 和 � � � �� �� � �

�一� � � �
〔, , , 以及 �

� ��� � � � � � 等 �一� � � �
〔� �
都分别用绿

假单抱杆菌 ��人�
� � ��、� � � � �

, � , � �� 夕��� “ , � 巴氏梭菌 ���
� , � ,

·

�� �� 加 夕� 了�。“ ��’� � � 。 � 和 棕色

固氮菌 ��
� � �� � � � �� � � �� 己�� � ���� 的固氮酶作为材料

,

研究它们与柱抱 鱼 腥 藻 �才
, � � � � , �

�� �� � �� �� � 的铁蛋 白与铂铁蛋白之间的交叉互补功能
。

其结论是
� 以绿假单抱杆菌

、

巴氏

梭菌及棕色固氮菌的铁蛋 白与柱抱鱼腥藻的钥铁蛋 白交叉反应
,

均有较高比活 � 但反过

来
,

以它们的铂铁蛋 白与藻铁蛋白交叉反应
,

其比活分别是同源重组 活 性 的 。
、

�
�

� 和

� 并
。

因此
,

目前一般人认为
,

蓝藻的铁蛋白是比较特殊的
,

它在交叉互补中没有或只有极

低的交换度
。

作者曾经研究过几种固氮蓝藻的固氮特性
,

并证明
,

棕色固氮菌的铁蛋白
,

可以补活

不呈活性的固氮鱼腥藻 �� � ��
。

、 。�� �� 水生 � � � � 的无细胞抽提液 ��� �
,

部 分提 纯

的藻钥铁蛋 白与菌铁蛋 白交叉互补有活性
〔� ,�� 。

本试验系用纯化的柱抱鱼腥藻铁蛋 白与

棕色固氮菌的铂铁蛋白为材料
,

进一步研究它们之间的交叉互补作用和反应特点
。

其结果

表明 � 无论用乙炔还原法还是用测放氢法
,

都可以测到较高的交叉互补反应比活 �在此反

应中
,

除了藻铁蛋白对菌钥铁蛋白的克分子比数有较高的要求外
,

其反应的时间进程与藻

固氮酶同源互补反应实质上是一样的
。

据此
,

我们认为柱抱鱼腥藻的铁蛋 白也与别的固

氮生物的铁蛋白一样
,

是能够有效地进行异源交叉反应的
。

� 本文缩略词� �
� � � , � � 和 � � � 分别为柱抱鱼腥藻的无细胞抽提液

, 铂铁蛋 白和铁蛋 白� � �� 和 � �� � 为

棕色固氮菌的铝铁蛋白和铁蛋白 � 固氮酶比活单位 � �单位 “ �
� � � �� �

�
�

�

�
�

�� �
�

八
� �

�

� �� ��� 几

�� �斗年 �� 月 � � 日收到
。
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材 料 与 方 法

�一 � 蓝藻的培养及棕色固氮菌来源

柱抱鱼腥藻来自水生所藻种组
。

藻细胞 自琼脂斜面接至三角瓶并转移 �一� 次
,

进行

静置液体培养
,

作为种源
。

然后进行前期培养�用 �� 升血清瓶
,

加电磁搅拌
,

通人含 �
�

�多

� � �

的 从
,

光照度 �
,

�� �一�, � � � ��
,

�� ℃� 和强化培养�用 , 升试剂瓶
,

电磁搅拌
,

通人含

��  多 � � � 的 � � , 光照度 ��
,

� � � ��
,

�� ℃�
。

柱抱鱼腥藻固氮酶活力的大小
,

与培养条件

有很大关系
。

只有进行强化培养 �提高光强
、

厌氧
、

缺氮 �
,

才有希望得到高活力的酶

制剂
。

棕色固氮菌是中国农业科学院原子能应用研究所惠赠
。

藻浆及菌浆使用前保存在 一�� ℃ 或液氮中
。

�二� 固氮酶两个组分的分离和纯化

棕色固氮菌的钥铁蛋 白与铁蛋白的分离纯化
,

主要按层析法制备
〔�� 。

蓝藻固氮酶两个组分的分离纯化按下述方法进行
�

取深冷保存的藻浆 � �� 一� �� 克
,

注入除氧的 �� �一� �� 缓冲液 �� � �
�

� , 含 � � ���。

�
·

�� � � 。�� � � �一 � � � � �
,

解冻后
,

加人 � � 产� � � � � �
�� � ,

转移到自制的厌氧超声破碎器

上
,

超声破碎
。

声裂物厌氧离心
,

得无细胞抽提液 �� � �
,

比活为 �
�

� 单位 �据测定用此法

得到的 � � ,

酶活损失不大 �� � 一� �� 缓冲液与 � � �� 缓冲液也没有多大区别�
。

� � 进行酶组分分离前
,

必须适当浓缩并除去部分杂蛋 白�主要是藻蓝素�
。

将 � � 通过

第一个 � � � �
一

纤维素 �� �  � � 柱
,

将固氮酶一次洗脱
,

可得全酶液 �� � �
,

使酶液浓缩

�一� 倍
,

比活达 � � 单位左右
。

全酶液经第二个 � � � �
一

纤维素柱
,

进行分离
。

用 �
�

� , �
�

��

及 �
�

��
】

�
� � �的 ����一� � � 缓冲液�含 �

�

� � � � � � �
� �� ��

, � � �
�

� � 分部洗脱
,

先后可得到

藻蓝素
、

钥铁蛋 白和铁蛋 白
。

后二者再分别用一个小 � � � � 一

纤维素柱浓缩并纯化
,

最后

可得铁蛋白约 � ��
,

��
�

� � � � � �� 铂铁蛋白 � � � ��� � � � � �� 重组比活为 � �  单位
,

钥铁蛋

白及铁蛋白单独活性很低�不超过 �多�或无活性
。

如果做交叉反应
,

就用这种材料
,

如果

作理化分析侧定
,

则需再用一个小型制备凝胶 电泳柱进行电泳纯化
〔
飞

以上全部过程
,

均在氢气氛的厌氧环境
,

于 �� 一 �� ℃ 条件下进行
,

两天内完成
。

�三 � 固氮酶活性的测定

在
一

�
�

� � �的可的松瓶子里
,

加人 � � �产 � �� � � � � �  !
�

�� �
, �产 � �� � � �� � �

�
·

瓦� �
�

�

� �
,
� 产 � � �� �  ! ∀ #

∃
% & %

,
2 0 户 m

o le s 磷酸肌酸 0
.
2 m l, 1 0 0 产 m

o le s 肌激酶 0
.
2 m l, 抽气充

氢 斗一5 次后
,

再充氢
,

放平压
,

加人 0
.
夕。l q 瑞

,

随后加人 0
.
1 ml 2

.
5户 m

o le s 的 N
aZSZ认

,

酶液按试验需要的用量最后加人
,

放在互勃氏呼 吸仪 上 摇 荡 30 分钟 (80 一100 次/分
,

30 ℃)
,

注射 20 外三氯酷酸终止反应
。

生成的乙稀用
“
上分

,
1
00 型气相色谱仪检测

,

使

用氢焰离子化鉴定器
,

G D X
一

50
2 固定相的填充柱 (币斗 x 2 0 0 0 m m )

。

乙稀标准气为上

海高侨化工厂产品
。
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如果做酶反应的时间进程
,

则在同一反应瓶中依不同时间抽样侧定
。

( 四 ) 蛋白质测定

蛋白质测定用改进的考马氏亮蓝染色法
‘习 ,

以 13 务 (w /v ) 的磷酸用量代替原试剂

的 8
.
5多 (W /V ) 用量

。

其结果用 F olin一 p h
e n o

l 法修正
。

( 五) 放氮活性测定

在测定固氮活性的 同一反应瓶中同时抽取气样 100 川
,

在
“

上分
刀 1

03 型气相色谱仪

上侧定
。

用热导池鉴定器
,
S A 分子筛分离柱

。

结 果

(一) 柱抱鱼腥藻与棕色固氮菌固氮酶两个组分的交叉互补反应

表 1 中试验 l是在保证有足够的 A d 的实验条件下
,

以互补反应中铁蛋白所能获得

的最高比活加以比较;试验 n 则使酶蛋白尽可能一致
,

即在参加反应的酶组分比一致的基

础上进行比较
。

这两种情况
,

都可以说明
,

蓝藻的铁蛋白皆能与棕色固氮菌的铝铁蛋 白形

成有活性的酶复合物
,

它产生的乙炔还原比活 (119
.
42 单位) 可以达到蓝藻同源重组比活

表 1 柱抱鱼腥燕与捺色固氮 , 固氮醉两个组分的交叉反应
*
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表中交叉反应的比活性已减除单独铁蛋白或钥铁蛋 白的本底活性
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( 142
.
46 单位)的 83

.
8 务

,

放氢比活也可达 “
.
7沁

。

表 1 中试验 11 的藻固氮酶比活较低
,

可能 由于铁蛋白存于液氮中再取出解冻时有部

分
“

冷失活
”。

这并不影响其同源重组与异源互补活性的比例关系
。

( 二) 蓝藻铁蛋 白与棕色固氮菌相铁蛋白交叉反应的时间进程

在一定的条件下(其最佳反应条件未经选择)
,

20 分钟 内
,

它的比活与时间呈线性关

系 ;以后
,

其比活逐渐降低
。

这与蓝

藻的无细胞抽提液以及细菌的铁蛋

白和藻铝铁蛋白交叉互补的情况相

似
。

两种材料的固氮酶组分在异源

交叉互补反应中
,

它们的动力学特

征
,

与同源互补反应没有显著差异

(图 l)
。

C 卜一一
.
心 A v 工十A e ll

口‘一一州口A
c工十 A v ll

洲~

一
xAcCE

�注召日d助遏P。经OJ哪忿扣曰总一。日忍

二了�妇。叮。s招u七咙。二一之

胆班减划遮

20 3 0

时间(分)
T im e (m i动

图 1 柱抱鱼腥藻铁蛋白与棕色固氮菌铝铁蛋白

交叉反应的时间进程

Fig
.
1 T im e cou rse of th e ero ss可e act iv ity o f F e

一
p
ro

t e i l

f
r o

m 汉
. e夕l云”d 汀e a a n d M

o F e
一
p r o t e i

n
f
r o

m A

.
口
i
月口

l
a 移d i i

( 三 ) 蓝藻铁蛋白与 棕色 固氮

菌相铁蛋白交叉互补反应的克分子

比要求

将纯化的铁蛋 白及铂铁蛋白按

不同克分子比例加入反应瓶
,

反应

后侧定乙炔还原活性及放 氢活性
。

以其比活对所用铁蛋白与铂铁蛋白

的克分子比数作图
。

我们发现
,

它

们的同源重组以及菌铁蛋白与藻铂

铁蛋白异源互补
,

在铁蛋白与钥铁

蛋 白的克分子比数为 1 时
,

即可达

到最高比活 ; 但是藻铁蛋白与菌铝铁蛋白的异源互补
,

在这两种蛋 白的克分子比数为 1

时
,

比活很低
,

至铁蛋白与铝铁蛋白之比约为 5:l 时
,

才得到它的最高比活 (图 2)
。

这与

其放氢比活的最佳克分子比值的要求大致相同 (图 3)
。

放氢比活在铁蛋白与铝铁蛋白之

比约为 3:l 时达最大值
。

增加克分子比值 (即增加铁蛋 白量 )
,

比活降低
。 此与 Ts ai 和

M or ten so 砂
3,
在用巴氏梭菌铁蛋白和柱抱鱼腥藻铂铁蛋白进行异源互补试验看到 的 情 况

不同
,

’

他们将 巴氏梭菌铁蛋白对藻钥铁蛋白的克分子比率增至 30 :1 , 亦未见到铁蛋白的

抑制作用
。

本试验中存在的这种过多的藻铁蛋 白的抑制现象
,

可能与酶液 中残存盐的抑

制作用有关
。

讨 论

蓝藻固氮酶的分离与纯化
,

目前还没有一个满意的方法
,

这主要是 由于它对氧特别敏

感
,

以及它在藻细胞中的含量低的缘故
。

Ts
滋 和 M or te ns on 洲 曾试用离子 交换层析

,

葡聚
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柱抱鱼腥藻和棕色固氮菌固氮酶两个组分在交叉反应中
,

的克分子比值的关系

relation sh ip b etw een H Z一 e v o l u t i o n a e t i
v i t y a n

d
i n o

l
a r

e r o s s一r e a e t
i
o n o

f
t
w

o e o
m P o n e n t s o

f
n

i
t r o g

e n a s e
f
r o l n

分子量按图 2 所示
。

M
o
l
e c u

l
a r

w
e玉g h ts b ased o n th o se sh o w n in F ig

.
2
.

ratlo o f F e 一 P r o t e i n t o
M

o
F
e 一 P r o t e i

n

A
. e 夕lin d 汀亡a

a n
d A

z o t o
b
a e t e r

糖凝胶过滤
,

超滤等手段反复进行分离
、

纯化
,

结果也只能将铂铁蛋 白及铁蛋白部分纯化
,

其过程费时而繁杂
。

蓝藻铁蛋 白的纯化更为困难
。

H
a
ll
e n

be ck 等〔8]
亦只能将它部分纯化

,

并指出它用 D E A E 一纤维素及 SeP had ex G
一

20
0
’

分离纯化后
,

还需用离子交换纤维素及 s
ep-
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ha de
x G 一

1
00 进一步纯化

,

皆因活性大量丧失而无法进行
。

而本实验可将蓝藻铁蛋 白纯

化 21 倍
,

两天内完成
。

固氮酶 中两个组分的结合方式
,

即一个铂铁蛋白分子结合几个铁蛋 白分子? 目前还

没有一致看法
。

一般认为铁蛋 白与铝铁蛋白之比是 1:1 或 2:l〔l0,l
幻 。

用巴氏梭菌的铁蛋

白滴定柱抱鱼腥藻的铂铁蛋白
,

最高比活性在铁蛋白与铂铁蛋 白之比为 10:l 左右
〔
13]

。

我

们用棕色固氮菌的钥铁蛋白滴定柱抱鱼腥藻的铁蛋白
,

最佳克分子比数也在 A d I3
:1 A v[

(侧放 H
Z
) 至 5

:1 (测乙炔还原)
。

异源交叉反应为什么需要较高的铁蛋白比例
,

其机理还

不清楚
。

E
me ric

h 和 Bur ris 〔7]
曾经用测定乙炔还原

,

产 N H 3, A T P 水解及放氢等方法
,

研究

了八种不同类型细菌的固氮酶两个组分之间的交叉互补作用
。

他们虽然没有用藻类作材

料
,

但指出了它们广泛的催化相似性
。

H all en b ec k 等
〔幻
在研究柱抱鱼腥藻固氮酶的特性中

认为
,

它的铁蛋 白是不能与棕色固氮菌的铝铁蛋白有效反应的 (可是他们没有给出详细的

酶蛋白活性滴定及有关的反应动力学资料)
。

固氮酶组分互补反应活性受组分比及酶蛋

白浓度的影响很大
。

在实验中出现的交叉互补活力参差不一的现象
,

除了所用酶制剂的

活性及纯度问题以外
,

恐怕与组分比及酶浓度用量有很大关系
。

总之我们在反应时所用

的酶浓度绝对值
,

均比其他人为高
。

迄今对各种类型的固氮生物的固氮酶研究结果表明
,

它们的化学结构及生理生化性

质是彼此相似的
〔‘

】
, , J 。 巴氏梭菌 (T

anaka 等 197 7) 和棕色固氮菌 (H
ausinger 和 H ow ard

,

2 9 5 2
)

「, , 的铁蛋白氨基酸顺序已被确定
,

而鱼腥藻 7120 (M
ovareeh 等 1980)

,

肺炎克氏菌

(S
undaresen 和 A usube l

,

1 9 8 1
) 以及根瘤菌 (T 6

r6k 和 K ondorosi, 1 9 8 1
) 的铁蛋 白亦从

编码它们的 ni fH 基 因的 D N A 序列分析中给予推断
。

比较它们的共同点发现
,

它们有

相当高的一致性
。

特别是在它们的 5 个半胧氨酸周围的氨基酸顺序
,

以及其蛋白核心疏

水区的氨基酸顺序是高度保守的
。

从结构与功能统一的观点来看
,

也可以说明不同来源

的相铁蛋白与铁蛋 白能够互相取代
,

形成有活性的复合物
。

H au si ng
er 和 H ow ar d[,

〕
在比较鱼腥藻属的铁蛋白氨基酸顺序与其他固氮生物

、

棕色

固氮菌铁蛋 白
、

巴氏梭菌铁蛋白及肺炎克氏菌铁蛋 白的氨基酸顺序的特点中
,

证明这种蓝

藻的铁蛋 白与棕色固氮菌铁蛋白享有 70多左右的同一性
,

与巴氏梭菌铁蛋 白享有 63界

的同一性
,

并试图以铁蛋 白的这种同一性即保守性去考察这些生物在系统发生中的关系
。

这是一种有益的尝试
。

这个问题的解决
,

需要更多的有关铁蛋白的分析材料
,

包括比较准

确的酶组分交叉反应比活材料
。

而我们的工作正好在这方面提供了一些资料
。
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