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木文报告了藻菌之间固氮酶组分的交叉互补试验
。

初步结果证明 � 固氮蓝藻 �翻赫�� 朋
“二、、�

水生 � � � � 的铂铁蛋白与棕色固氮菌 �才二
, 。 � �� �� ,

·

“。 �� 二成心 的铁蛋白之间存在着明

显的互补功能
。

但这种蓝藻的铁蛋白在非细胞形态下很不稳定
,

易于失活
。

本实验为不同生

理类型和不同进化程度的固氮生物之间固氮酶组分的交叉互补研究提供了新的资料
。

迄今为止
,

从各种固氮生物的固氮酶中都至少已分离出两种蛋白组分
,

这两种组分单

独存在无活性
,

重组时则呈现固氮酶活性
。

由于各种生物的固氮酶性质显出一系列的相

似性
,

因而观察不同生理类型的生物固氮酶组分之间能否交叉互补
,

对于固氮酶的结构与

功能的研究是很有意义的
。

此外
,

从系统发生观点来看
。

针对不同进化程度的固氮生物进

行这方面的观察
,

也有助于评价固氮酶的功能进化
。

固氮蓝藻与棕色固氮菌在生理和进化上大不相同
,

是具 有代表性的两种固氮生物
。

过

去有些工作者比丫月虽曾报道过不同来源固氮酶组分的交叉互补反应
,

但所用材料多数是

细菌
,

涉及到蓝藻的不多
。

�� ��� � �� �� �� 〕,

� �衡 � �� �� � 、。闭 只分别报道过柱抱鱼腥藻

�刀。 � �� � � � 仃��
� � 汀� � � 与绿假单抱菌 �� 人�

� , �户, 。� � �朋 � � � , �动夕�� � � � ��
、

圆褐固氮菌 ��
二 � �� �

�� �� 
�
�� 二�� �� �� 。 �和肺炎克氏杆菌 ���

�
厉泪�� �

� � “脚卯�’�
。

� 固氮酶组分的互补关系
。

对

固氮鱼腥藻与棕色固氮菌 ��加
, �� 、、

、 厉�� ��� �� �� 之间的互补反应尚未有人报道
。

前几年
,

我们在分离固氮鱼腥藻 ��二�� 。
‘ 。口

�� 
�

水生 � � � � 固氮酶的工作过程 中

发现
。

虽然其整体细胞的固氮活力较高
,

但细胞一旦破碎
,

活力便迅速丧失
。

很难获得稳

定的无细胞酶活
。

比较了不同的破碎方法并加人各种保护剂
,

终未得到令人满意的结果
。

究竟是两种组分都失活还是其中一个组分失活
,

抑或其他因子限制了固氮酶的功能 � 这

个问题促使我们进行了蓝藻与棕色固氮菌固氮酶之间的交叉互补实验
。

材 料 与 方 法

棕色固氮菌酶组分以常规的 � � � � 一纤维素柱层析法分离 �均经二次柱 �
。

为了提高

纯度
,

有时还将铁蛋白经第三次柱层析
。

本工作的初步结果曾于 � � �多年在化学模拟生物固氮学术讨论会上报告
。

参加工作人员有
� 何振荣

、

林惠 民
、

王业勤
、

李辛夫
、

何家苑
、

戴玲芬
、

杜代贤
、

谭渝云
、

黎尚豪
。
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所用固氮鱼腥藻 �水生 � � � ,

下同 �系本室分离保存的藻种
,

按常规方法培养
。

离心收集蓝藻培养物
,

用 �
�

� � �� � � �� � 缓冲液 �� � �
�

的 洗涤
,

离心 �藻胶多时
,

在

缓冲液中加 �
�

�� � � � ��
�

去胶�
。

藻细胞悬浮于 �一� 倍体积的预先用 � �
饱和的 � � ��  

缓冲液中
,

并继续通 � � � 小时以上 �� � 纯度为 ��
�

�� 多
,

并通过活化铜纯化 �
。

加人一定

量的 �
�
多�

�

�连二亚硫酸钠 �后
,

在厌氧装置中加电磁搅拌
,

用 � 钊� 超声击碎器破碎细

胞 �一 � 分钟
。

以无氧操作将击碎液转入密闭的离心管 中离心 ���
,

� �� 又 � �分 � � � 分钟
。

得蓝色上清液
,

备用
。

固氮鱼腥藻粗提取液的 � � � � 一纤维素柱层析
� � � �� 一 �� 柱用含有 �二凡�

�

��
�

�� � �

� �� 的 � � �� � 缓冲液平衡还原
,

然后将藻上清液与一定量的 � � � � 纤维素混合上柱
。

相继 以 �
�

�斗入了 �� � �
� ,

�
�

� � � �
� � �

,

�
�

�� � ��� �均溶于 � � �
�

�
、

�
�

� � �入了 � � � � � 缓 冲

液 巾
,

预先用 � � 饱和
,

并加 �
�

燕�
� 。

�

� � � � � �� 洗柱
。

将流出物分别厌氧收集
。

� � ��� 是自制的
。

以乙炔还原法测定酶活力
。

�� �谊 法测定蛋白浓度
�

·

结 果 与 讨 论

经过二次或三次 � � � � 一纤维素柱层析的棕色固氮菌铁蛋白 ��
� ��� 单独反应时所呈

现 的乙炔还原活力已很弱
,

有时可达到加入 � �� 的预杀酶的水平
。

聚丙烯酚胺凝胶电泳

检查纯度在 �� 多 以上
。

其铂铁蛋白 ��
�
�� 单独反应无活性

。

两个组分重组有活性
。

固氮鱼腥藻的无细胞提取液 ��
�� � � 在十次用乙炔还原法测定酶活力的试验 中

,

只

有一次呈现很微弱的活力
,

其余九次全未检出活性
。

但是与菌铁蛋 白组合后
,

正反应则始

终存在
,

其乙炔还原活力比菌铁蛋 白单独存在时高约 �一� 倍
,

个别的可高出 �� 倍
。

而且

菌铁蛋 白中污染的铂铁蛋 白越少
,

加藻提取液后活性增加的倍数越多
,

反之则不甚显著

、表 � �
。

这些结果表明
,

菌铁蛋 白或者对藻提取液有激活作用
,

或者与藻铂铁蛋白有互补

功能
。

我们认为后者道理较 为充分
。

为了证实这个分析
,

我们对藻提取液进行了 � � � � 一纤维素柱的分级层析
。

首先确定

具有互补能力的分离物的洗 出位置
。

洗脱过程 出现三个相应的蛋白峰�即 �
�

�� � � � ��
�

洗

脱峰
, �

�

�� � �
�

�� 洗脱峰
, �

�

�� �
�

�� 洗脱峰�
。

将这些不同洗脱位置的分离物与菌铁蛋

白分别组合
,

结果发现互补活力最大的洗脱位置是在 �
�

�� � � �� �洗脱一个柱体积处出现

的
。 。

�

�� � � � ��
,

洗脱的最后部分也有互补功能
,

而 。
�

�� � �� �洗出物与菌没有互补作

用
。

鉴于不同来源的固氮酶在 � � � � 一纤维素柱上层析行为的 相 似性
,

�
�

�� � � ��� 洗出

物应含有固氮酶的铂铁蛋白组分
。

然后用藻的 �
�

�� � �
�

�� 洗出物对菌铁蛋白进行初步的滴定试验
。

固定菌铁蛋白量
,

改变藻相铁蛋白量�不使过量 �
,

则互补活性随着藻铂铁蛋 白量的增加而提高
。

反之
,

固定

藻铂铁蛋 白量
,

改变菌铁蛋 白量 �不使过量 �
,

活性也随着菌铁蛋白量的增加而提高 �表

� �
�

以上结果为我们提供了初步的实验依据
,

证明棕色固氮菌的铁蛋 白与固氮鱼腥藻的

铂铁蛋 白是可以互补的
,

固氮鱼腥藻粗提取液的失活可能是由于铁蛋白失活
,

从而丧失了

酶的固氮功能
。

对比起来
,

柱抱鱼腥藻的相铁蛋 白组分在非细胞形态下是较为稳定的
。
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我们也进行了另一种组合

—
菌铂铁蛋白与藻铁蛋白的互补

,

结果未检出活性
。

但

由于分离之前的藻提取液也不表现活性
,

因此对于这样一种互补关系是否具有固氮功能

的问题
,

显然是无法判断的
。

实验中发现
,

在相同条件下
,

细菌本身两个酶组分的重组活性总是高于异源组合�表

� �
,

与 � � �� �� 等川在细菌方面的观察相一致
,

意味着不同来源的固氮酶之间互补反应是

局限性的
。

或者进一步说
,

异源组分之间的亲和性比同源组分之间要低得多
。

表 � 列出

的十次藻菌组合实验中
,

唯一呈现负反应的一项恰是藻提取液呈现活性的一次
,

也许这不

是偶然的
,

它暗示同源酶组分在与异源酶组分的竞争中排斥了异源互补功能
。

从 � �� �� � 等及 � ��� � 的很多实验结果看来��,
�

,
,

,

�〕,

因生理类型的异同
,

有些固氮生物

酶组分之间可以交又互补 �例如多粘芽抱杆菌和肺炎克氏杆菌 �
,

有些彼此不能交叉互补

�例如棕色固氮菌和巴氏梭菌 �
。

而有些只限于一种组分可以互补
。

我们认为除了生理上的

原因外
,

还可能与进化程度有关
。 �� �� 等

〔, ,的实验发现
,

柱抱鱼腥藻的铂铁蛋白与绿色假

单抱菌的铁蛋 白之间的互补是正反应
,

而反过来是负的
,

反映出蓝藻的铁蛋白在藻菌之间

没有共同性
,

即蓝藻的铁蛋白在功能上可能有了更高程度的特化
。

在另一方面
,

有资料表

明
,

不同来源的铂铁蛋白则有较大的共同性
。

例如不同来源的铂共因子 ��
。 。

��  ! ��� �可以

活化棕色固氮菌突变种没有活性的组分 �「�� ,

铂铁蛋 白可以与硝酸还原酶组分装配产生有

活力的硝酸还原酶
〔�� 。

这表明
,

铂铁蛋白在进化上有一定的保守性或保留了它的共同性
。

在各种处理的对照实验中
,

省略底物 ��
�
�
�

�或活性需要物 �� � �
,

肌激酶 � 的样品都

没有检 出活性或只有极少活性
。

但在氧敏感试验中情况完全不同
。

把藻提取液与藻组分 �

曝气 �� 分钟
,

然后与菌铁蛋白组合
,

在八次试验中有六次结果其活性不是降低而是高于

不作任何处理的正常互补活性 �表 �
,

� �
。

其出现率达 �� 多
。

考虑到这种实验结果有相

当高的重现性
,

这种异常现象的出现不是偶然的
,

可能意味着实验材料含有干扰性的污染

物质
。

如已熟知
,

在固氮酶组分的滴定试验中
,

通常会观察到过量的酶组分 � 对重组活性

的抑制作用
。

对这种现象的解释不尽一致
。 � �� �� �� �� ��� 和 �� �� � 以巴 氏梭菌为材料对

此进行过专门研究即
, 。

他们发现
,

与固氮作用适成对照的是
, � � � 水解作用不被过量的

酶组分 � 所抑制
。

另外
,

如果将相铁蛋 白充分纯化
,

去除氢化酶
,

抑制现象就不再出现
。

根

据这些结果
,

他们认为抑制现象是由污染的氢化酶 ����
� �� � � �� �

�的竞争引起的
。

在我们的

试验中
,

所用的材料是藻的粗提取液和纯度不够高的藻铂铁蛋白
,

看来也难免有氢化酶的

污染
。

由于氢化酶的氧敏感性比铂铁蛋白高得多
,

在 �� 分钟的曝气处理后
,

它无疑会比

铂铁蛋白的失活比例大得多
。

这意味着降低或解除了抑制作用
,

从而造成互补活性增高

的现象
。

对于这种现象的另一个可能的解释是
�
不充分的曝气处理使藻的铂铁蛋白发生了一

定的构形变化
,

使之更有利于同菌铁蛋 白相匹配
。

然而若要最终弄清它的真象
,

还必须作更多的试验
。

其中应包括同源重组的曝气处

理试验
,

多种固氮生物酶组分曝气处理后的互补试验
,

以及不同的曝气时间等等
。

特别应

该采用高度纯化的酶组分作 为实验材料
。

为了对藻菌固氮酶组分的互补功能作 出准确的

定量说明
,

高纯度的材料也是必不可少的
。
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表 � 藻 粗 提 取 液 与

� �� � 八 � �� � � � � 十 �
� ��

实 验

蛋白量
�

� �  
!

峰高
(

, , 1 :。
)

比比活活

((()))

00000

00000

00000

00000

000
.
3777

OOOOO

00000

00000

蛋 白量

(
10 9)

峰高
(
nl;。

)
比活

峰高
(。 m )

比活

}
:
.
7、

} 0
.
7 2 83 2 斗 2 6 8 O O

2
.
65 3 O 3 1斗 2

.
6 0 ,

〔〕斗 斗
.
9 1

1
:
.
8 。

}

。

}
。

}

。
.
5。
…
:6

}
。
.
5 :

2 6 8 5
.
2斗

…
:.5。

1
。

}
。

!
。
.
; 5

}
斗:

}
。

,

6 1

} 2

.

1 8

斗O 1
。

2
0 1 5

.

5 0

.

0 9

1

:

.

6
。

{
8 2
.
:

}
。
.
3 :

}
:
.
1 。

;
1:。,

.
:

{
。
.
5 1

}
, 7

.
;

{

9 6 4 30 2
.
2 8 8 2斗 于

.
3 7

{ }
。

…
0

… 1030 3.60 1斗3 0 5
.
0 0

} }
〔)

} 2 5 1 20 0
.
6 9 1 8 0 O 3

} }
。

i 3
.
3 0 4 7 0

.
10 6 3 0

.
1 4

注: 1
.
比活以毫微克分子乙烯/

:。 g 蛋白/分表示 : 2
.
以上各项峰高均已减去空白值;

—
棕色固氮菌铂铁蛋 白

,
A “I

—
棕色固氮菌铁蛋 白

,

方印
—

三磷酸腺苍

3 .在组合时
,

藻 提取液
C K

—
肌激酶

。

表 2 藻 钥 铁 蛋 白 与

实实 验验 A vllll A vll十A al:卜卜 A v l +++

蛋蛋蛋白量量 峰高高 比活活 峰高高 比活活 峰高高
(((((
:n g/

;n l))) (
:, 1 , , 1

))))) (

1 1:
川 ))))) (

:n m )))

lllll 0
。

5 555 4 777 O

。

6
111

6
2

,

888 O

。

8 22222

22222
1

。

3 555 4 3 000 2

.

2 888
7 3 斗斗 3

。

9 00000

33333 1

.

3 555 斗3000 2
.
2 888 2 9 444 1

.
5 66666

斗斗斗 2
.
0555 1 0 3 000 3

.
6 000 1 5 3 000 5

.
3 55555

55555 2
.
0三三 1 0 3 000 3

.
百000 1 牛1 000 斗

.
9 33333

66666 〔)
。

9 000 OOO 000 2
222

O

。

1 888 4 888

77777
3

.

3 000 斗777 0
.
1 000 1 2 333 0

.
2 77777

88888 3
。

3 000 2 555 0

.

0 555 5 999
0

.

1
33333

99999 1

.

3 666
5

888
O

。

呼666 呼6 000 2
.
浮222 夕60 000

IIIOOO 1
.
3 666 8 888 () 斗666 15 斗斗 O

。

8 111
3

2 000

111 111
1

.

2 777 5
8

888
3

。

3 222 7 7 斗斗 斗
.
3 77777

111 222 1
.
斗666 6 6 000 3

。

2 斗斗 9 1000 4
.
斗777 15 2000

111 33333 1 7 2 00000 3 1 80000000

111 斗斗斗 1 7 2 00000 3 6 60000000

注: 1
.
比活以毫微克分子乙烯/Jll g 蛋 白/分表示 : 2

.
以上各项峰高均已减去空白值; 3

.
在互补反应时

,

藻相铁
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菌 铁 蛋 白 的 组 合

增增增 A “ C E + A
v
ll

( 曝气))) A aC E (曝气)+ A
vnnn A vl十十 A a C E +++ A a e E 十十 A a C E +++

力力日日日日日日日日日日日日日日日日日日日 A a C EEE A v ll一一 A vll一一 A v ll一 C KKK

子子合合 峰高高 比活活 峰高高 比活活 活性性 C ZH ZZZ A T PPP 活性性
数数数 (m m ))))) (m m ))))))) 活性性 活性性性

333
.2 3333333333333333333

111
.
899999999999 000000000

1110
.
3 0000000000000000000

333
.
5555 000 000000000000000

22222555 0
.
14333 2

.
555 0

.
0 155555 00000 0

.
07555

33333 222 0
.
1111 18 111 0

。

6 222 00000 00000

111

.

9 222 OOO 000 1 2 1 斗斗 6
.
4 44444444444

111
.
3 999 2斗OOO 0

.
8 斗斗 1 5 8 000 5

.
5 22222222222

111
.
5 0000000 3 6 000 2

。

0 66666666666

111

.

3 4444444444444444444

用量 1
,1 ,

1

.

菌铁蛋 白用 量 O
.
5] l’l : 4

.
反应时间为 20 分钟或 30 分钟

。
A o e F

—
固氮鱼腥藻无细胞 抽提液

,
A

vl

菌 铁 蛋 白 的 互 补 活 性

AAA vll(曝气) + A
alll A vn + A al(曝气))) A vl+ A a工工 所用的藻铂铂

活活活活活活活活活活活活活活活活活活活活活活活活活性性 铁蛋 白浓度度
比比活活 峰高高 比活活 峰高高 比活活活 (m g /

:n l)))
(((((

, , 1 , 。
))))) (

m m
)))))))))

111111111111111
。

5 000

444444444 8 斗斗 2
.
5 77777 l

。

5 000

000000000000000
0

.

3
777

0000000 000 1 6 8 000 5

,

8 77777 0

.

3 111

000

。

3 8888888888888 1

.

5 666

斗斗0
.
0斗斗斗斗斗斗斗 5

,

000

111

.

‘9999999999999 5
.
000

555555555 8 888 3
.
3 22222 呼

.
222

777
。

4 6666666666666 斗
.
222

111111111111111
,

999

444444444444444

.

000

蛋白与菌铁蛋白各用 0
.
5Jll l; 4

.
反应时间为 30 分钟

。

—
Aal固氮鱼腥藻固氮酶的组分 I。其他代号同表 1。
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