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摘要  从棕色固氮菌缺失 nifE的突变株 DJ35中纯化得到纯度约为 80%的MoFe蛋白(∆nifE Av1). 与野
生种 OP中纯化出的MoFe蛋白(OP Av1)相比, ∆nifE Av1具有与之相同的亚基组成, 并可与 OP Av1的
抗体发生免疫交叉反应, 但在厌氧天然电泳中的迁移率略大于 OP Av1. 金属含量测定表明, ∆nifE Av1
的Mo和 Fe含量均显著下降. ∆nifE Av1单独与OP Fe蛋白互补时不具乙炔还原活性, 但可被从OP Av1
中抽提出的 FeMo-co体外激活. ∆nifE Av1的圆二色谱 450 nm附近区域与 OP Av1的相似, 而电子顺磁
共振谱中 g ≈ 3.7的信号则完全消失, g ≈ 4.3和 2.0处的信号也分别下降 75%和 50%左右. 上述结果表明, 
从 DJ35中纯化出的 ∆nifE Av1是一种 FeMo-co缺失而 P-cluster正常的MoFe蛋白. 
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生物固氮是自然界最重要的化学反应之一 . 催
化这一反应的是一种厌氧金属酶——固氮酶. 经典的
含钼固氮酶由 2 个独立的组分蛋白——MoFe蛋白和
Fe蛋白组成. 由nifH编码的Fe蛋白是相同亚基组成的
二聚体(γ2). MoFe蛋白则是一个α2β2四聚体, 2个亚基
分别由nifD和nifK编码. MoFe蛋白中存在 2种独特的
金 属 原 子 簇 : FeMo-co(MoFe7S9+ 高 柠 檬 酸 ) 和
P-cluster(Fe8S7). 其中FeMo-co被公认为底物结合和
还原的位点[1,2]. FeMo-co的生物合成是一个复杂的过
程, 至少需要 6 个固氮基因(nif)的参与: nifN, nifE, 
nifB, nifH, nifQ和nifV[3,4]. 尽管上述 6 基因任一缺失
或突变都会因FeMo-co无法合成而形成缺失FeMo-co
的MoFe蛋白(apo-MoFe蛋白), 但不同基因缺失形成
的突变株apo-MoFe蛋白在结构和特性上仍存在差异
[5,6]. FeMo-co缺失且P-cluster正常的MoFe蛋白对于研
究完整MoFe蛋白的成熟过程以及P-cluster的特征具
有重要价值[7]. 例如, Schmid等人[8]对∆nifB Av1 分辨
率 0.23 nm的结构研究, 揭示了完整MoFe蛋白合成过
程的最后一步——FeMo-co插入的通路 . 对于不同
apo-MoFe蛋白的对比研究 , 必将有助于固氮酶催化
过程的动态研究, 从而最终阐明固氮酶的作用机理. 

nifE是FeMo-co生物合成中间过程的重要基因之
一. 在棕色固氮菌中, NifE和NifN分别合成后组装成
一个金属蛋白四聚体 , 作为FeMo-co合成的脚手架 . 
NifEN复合体已被成功纯化, 对其特性和生物功能也
已有研究 [9~13]. 研究认为, FeMo-co生物合成所需的
Fe和S原子首先聚集于NifB上形成NifB-co (FeMo-co

前体)[9], 然后传递到NifEN[10,11]. 最近, Hu等人[13]指

出 , 通过需要固氮酶Fe蛋白参与和MgATP水解的
FeMoco成熟过程, 结合于NifEN的FeMo-co前体才能
随着Mo和柠檬酸盐的加入而得以成熟 . 但FeMo-co
在 NifEN上组装和成熟的途径仍未完全阐明. 一般
说来, nifE缺失将导致合成的固氮酶失去活性. 但一
项以nifE−荚膜红细菌(Rhodobacter capsulatus)为对象
的研究[14]却显示, 尽管NifEN复合体无法合成, 该突
变种仍具有较低的固氮生长和乙炔还原能力 , 并且
Mo的存在可以使其活性提高 . 对纯度约为 40%的
MoFe蛋白(nifE− Rc1)的EPR谱和金属含量分析证实
其中含有FeMo-co(1.7 mol FeMo-co/mol四聚体). 这
一发现无疑是对传统研究结果的一个挑战——nifE对
于FeMo-co的生物合成, 或许并非是必需的. FeMo-co
在无nifE参与的条件下是如何合成的? 是否有其他基
因产物可以替代NifE的功能? 这种现象是否具有普
遍性, 抑或是一条仅存于荚膜红细菌中的替代途径? 
欲解决以上问题 , 一条重要的途径就是构建其他固
氮生物的nifE缺失突变株 , 研究其MoFe蛋白的结构
与特性. 

棕色固氮菌(Azotobacter vinelandii Lipmann)是
固氮酶研究的常用模式生物. 在以前的研究中, 我们
从棕色固氮菌nifE缺失突变株DJ35 中首次纯化出了
FeMo-co缺失的MoFe蛋白(∆nifE Av1)[15], 并对其结
晶条件进行了初步探讨[16]. 本文着重于∆nifE Av1 的
生物化学与波谱学特性研究, 并与野生种OP Av1和其
他FeMo-co缺失MoFe蛋白的特性进行对比, 以期从结
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构与功能间关系的角度, 推动固氮酶研究的发展.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 菌种与培养条件 .  棕色固氮菌野生种OP

和nifE缺失突变株DJ35 由美国加州大学Burgess教授
惠赠. DJ35 的构建方法见文献[17]. OP采用修改的
Burk’s培养基[18], 在 10 L发酵罐中培养. 培养条件: 
温度 30℃, 转速 300 r/min, 通气量Vmedia/Vair = 3.5. 培
养至对数生长后期(A660 nm = 1.0 左右)离心收获菌体. 
培养DJ35时, 培养基中按 0.5 g/L的比例加入乙酸铵, 
在培养过程中用Nessler’s试剂定时监测, 待氨耗完 3 
h后停止发酵, 收获菌体. 其余条件同OP培养. 

(ⅱ) Av1 的纯化.  菌糊用 25 mmol/L Tris-HCl 
(pH 7.4)洗 1次, 在厌氧条件下用French Pressure cell 
press 压榨机(Amicon)破碎细胞. OP Av1和∆nifE Av1
的纯化步骤分别参照Burgess等人[19]和Zhao等人[15]的

方法进行. 纯化过程所用一切缓冲液预先抽气充氩, 
用前加入 1.7 mmol/L连二亚硫酸钠(DT). 纯化得到的
OP Av1和∆nifE Av1保存于液氮中. 

(ⅲ) 蛋白质电泳与免疫印迹.  厌氧天然电泳参
照Ornstein[20]的方法, 在氩气流下 4℃进行, 分离胶
浓度为 6%. 凝胶贮液和电极缓冲液使用前均充分抽
气充氩. 免疫印迹参照骆爱玲等人[21]的方法. 3,5-二
氨基苯甲酸染铁参照Kuo等人[22]的方法. SDS-PAGE
参照Laemmli[23]的方法, 分离胶浓度 12%. 

(ⅵ ) 金属含量分析 .  蛋白质样品消化参照
Blanchard等人[24]的方法进行. 采用Perkin Elmer OP-
TIMA 2000 DV电感耦合等离子体发射光谱仪
(ICP-OES)测定消化样品的Mo和Fe含量. Mo(0, 0.4, 
2.0, 4.0 µg/L)和Fe(0, 4.0, 12.0, 20.0 µg/L)的混合外标
溶液用 2%硝酸配制. 

(ⅴ) 波谱学分析.  可见光区圆二色谱(Vis-CD)
于室温在 JASCO J-720圆二色谱仪上测定, 波长范围
350~800 nm, 光径 0.5 cm. 液氦 EPR 谱用 Bruker 
Elexsys E500 EPR仪测定. 测定参数为: 微波能量, 5 
mW; 微波频率, 9.38 GHz; 调制幅度, 10 G; 测定温
度, 7 K. 

(ⅵ) 重组与活性测定.  ∆nifE Av1 重组体系含
有 25 mmol/L Tris-HCl(pH 7.4), 6.5 mmol/L DT, 1.25 
mg 野生种Fe蛋白, 1.0 mg ∆nifE Av1, 总体积 1.0 mL. 
加入N-甲基甲酰胺(NMF)抽提的FeMo-co后 30℃保温
1 h. 取混合物 50 µL, 参照Burgess等人[19]的方法测

定乙炔还原活性. 

2  结果与讨论 

2.1  柱层析与电泳行为 

DJ35 粗提物经过DEAE cellulose 52, Sephacryl 
S-200 和Q-Sepharose柱层析后, 得到∆nifE Av1 制备
物. 与OP Av1相比, ∆nifE Av1有相似的Sephacryl S- 
200 凝胶过滤柱保留体积, 以及DE52 和Q-Sepharose
柱洗脱盐浓度. 但厌氧天然电泳表明, ∆nifE Av1迁移
率略大于OP Av1, 并且条带更加分散(图 1(a)). 已有
研究表明, FeMo-co对于稳定Av1 的结构起着重要的
作用, 缺失FeMo-co的∆nifH Av1具有多种构象[25]. 因
此, 天然电泳中显示出的差异可能是由于FeMo-co缺
失使得蛋白质分子量略微降低, 电荷性质有所改变, 
甚至构象也发生了变化. 此外, 天然电泳结果显示 , 
∆nifE Av1 制备物纯度低于OP Av1, 仅有 80%左右. 
这是由于二者纯化步骤的差异引起的: 在OP Av1 纯
化过程中, 粗提物柱层析前首先经过 60℃加热处理
以去除部分杂蛋白. 而考虑到FeMo-co缺失可能导致
Av1 热稳定性下降, 该步骤在∆nifE Av1 纯化过程中
被省略. OP Av1经DEAE-52柱梯度纯化后, 通过超滤
脱盐浓缩的方法, 得到了高纯度高活性的OP Av1 微
晶. 但对∆nifE Av1 的超滤却未能获得微晶, 这意味
着∆nifE Av1与OP Av1相比稳定性较低, 或二者理化
性质有所不同. 尽管天然电泳行为与OP Av1 稍有差
异, 但免疫印迹证明, ∆nifE Av1可以与OP Av1的抗
体发生交叉反应(图 1(b)), 也可以被 3,5-二氨基苯甲
酸染铁试剂专一性地显色 (图 1(c)). 此外 , 在
SDS-PAGE中, ∆nifE Av1也显示出与OP Av1α和β亚
基分别对应的 2条带(图 2). 由此说明, ∆nifE Av1是一
种与OP Av1具有相同亚基组成的含铁蛋白. 

 
图 1  结晶 OP Av1(1)和 ∆nifE Av1制备物(2)的厌氧天然 

电泳(6%) 
(a) 考马斯亮蓝染色; (b) 免疫印迹; (c) 染铁. (a)和(b), OP Av1 和
∆nifE Av1上样量分别为 11.6和 36.8 µg; (c), OP Av1和 ∆nifE Av1上样 

量分别为 11.6和 58.8 µg 

www.scichina.com  1985 



 
 
 
 
 
 
 

  第 50卷 第 18期  2005年 9月  论 文 

 
图 2  ∆nifE Av1制备物(1)和 OP Av1(2)的 SDS-PAGE(12%) 

∆nifE Av1制备物和 OP Av1上样量分别为 5.0和 2.3 µg.  
M, 低分子量标准 

 

2.2  ∆nifE Av1的 FeMo-co体外激活 

从OP Av1 中抽提出的FeMo-co可以有效激活缺
失FeMo-co的UW45 nifB−Av1[26,27]. 这种成功激活常
被作为证明激活对象是缺失FeMo-co的apo-Av1 的一
个重要证据. ∆nifE Av1与nifB−Av1一样, 可以被从OP 
Av1 中抽提的FeMo-co激活, 重组成具有乙炔还原活
性的固氮酶(表 1). 在相同条件下 , ∆nifE Av1 和
nifB−Av1的比活性分别为 552和 896 nmol C2H4·min−1 

·mg−1, 这与在其他突变株报道的MoFe蛋白活性结
果相近[9,28,29]. 
 

表 1  ∆nifE Av1的体外 FeMo-co激活 a) 

比活性/nmol C2H4-formed·min−1·mg−1 b) 
处理 

∆nifE Av1 nifB− Av1 OP Av1 

缓冲液 10 12 2087 

FeMo-co 552 896 NDc) 
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a) nifB− Av1(339 µg)和 ∆nifE Av1(689 µg)分别加入 10 µL 
FeMo-co抽提物, 30℃保温 70 min; b) 373 µg OP Fe蛋白与 52 µg 重组
∆nifE Av1或 nifB− Av1互补, 30℃反应 8 min后测定, 所有活性都减去
了 OP Fe 蛋白中残存的 Av1所引起的活性; c) 未测 
 

与OP Av1相比, ∆nifE Av1被FeMo-co激活的比
活性较低, 原因可能有二: (ⅰ) ∆nifE Av1制备物纯度
低于OP Av1, 仅有 80%左右; (ⅱ) FeMo-co加入量不
足. 由于FeMo-co抽提所用的有机溶剂NMF对固氮酶
蛋白具有抑制或损伤作用 , 因此用于激活的FeMo- 
co加入量仅为理论需要量的 1/3. 已有研究显示, 加
入 3倍于蛋白分子的FeMo-co并经DEAE 52柱层析除
去抑制活性的抽提溶剂后, nifB− Av1的比活性可达到
2000 nmol C2H4·min−1·mg−1[26,27,29]. 按此比例推算, 
∆nifE Av1 完全激活后 , 比活性可达到 2070 nmol 

C2H4·min−1·mg−1. 由于nifE缺失的突变株菌体本身
不能固氮生长, 并且其粗提液也无乙炔还原活性, 而
从其纯化出的∆nifE Av1 可被FeMo-co激活, 因此可
以推断, ∆nifE Av1 与nifB− Av1 一样, 也是一种含有
P-cluster而缺失FeMo-co的apo-Av1. 

2.3  金属含量分析 

天然电泳染铁实验显示, 尽管∆nifE Av1 上样量
远大于OP Av1, 其显色强度却明显较弱, 表明∆nifE 
Av1 的Fe含量远低于OP Av1(图 1(c)). 利用ICP-OES
进行的金属含量测定证实了这一观察结果(表 2). 每
摩尔OP Av1含Mo和Fe分别为 1.82和 30.01 mol, 而对
于∆nifE Av1制备物的测定值却分别只有 0.36和 9.96 
mol. 若纯度以 80%计算, 则∆nifE Av1 中含Mo和Fe
的摩尔数分别为 0.45 和 12.45. 与Fe含量降低相比,  

∆nifE Av1 的Mo含量降低更明显, 从而使它的Fe/Mo
比相当于OP Av1的 1.7倍. 这说明∆nifE Av1最可能
缺失的原子簇是FeMo-co而非P-cluster. Hawkes等人
[30]曾报道, 尽管Klebsiella pneumoniae的∆nifB Kp1也
是一种FeMo-co缺失的MoFe蛋白 , 每分子却仍可检
测到含有 0.4~0.9 个Mo原子, 但这部分Mo来源于污
染 , 而并未用于组成FeMo-co. 因此同样可以推断 , 
在∆nifE Av1中存在的少量Mo并未参与组装FeMo-co, 
而Fe全部来源于P-cluster. 这个推断与FeMo-co激活
实验的结果一致. 

 

表 2  OP Av1和 ∆nifE Av1的金属组成和乙炔还原活性 
金属含量 

/mol atom·mol−1 pro 蛋白 
Fe Mo 

Fe/Mo 
比活性/nmol 

C2H4·min−1·mg−1 pro

OP Av1 30.01±1.32 1.82±0.17 16.49 2087 

∆nifE Av1 9.96±0.94 0.36±0.10 27.67 10 
 

2.4  ∆nifE Av1的 EPR特性 

OP Av1中处于还原态的FeMo-co可在g≈4.3, 3.7
和 2.0 的位置显示自旋态S = 3/2 Fe的EPR 信号[31]. 
与在g≈4.3 和 2.0 处的信号相比, g≈3.7 处的信号可
能因更少与来自于其他含铁原子簇信号发生叠加而

更能专一反映FeMo-co的氧还状态和数目 , 因此 , 
MoFe蛋白EPR测定的大多实验都采用g ≈ 3.7 处的信
号来反映FeMo-co的状态和数目. 从图 3中可以看出, 
OP Av1在g≈4.3, 3.7和 2.0的位置具有S = 3/2 EPR 
信号. 而∆nifE Av1的EPR信号则与OP Av1明显不同: 
g≈3.7处的EPR信号完全消失, g≈4.3和 2.0处的EPR
信号强度也分别降低了 75%和 50%左右. 此外, 在g 
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≈ 3和 2处还出现 2个较小的EPR信号. Gavini 等人[6]

发现, 缺失FeMo-co的∆nifH Av1 (DJ54)在g ≈ 2处出
现一个与OP Av1不同的EPR信号(图 3插图). 最近Hu
等 人 [32] 也 报 道 , 缺 失 FeMo-co 的 His-tagged 
∆nifZ∆nifB Av1(AvYM6A) 和 FeMo-co 正 常 的

His-tagged ∆nifZ Av1(DJ1182)也都在g ≈ 2处出现一
个与∆nifH Av1(DJ54)相同的信号. 他们认为, 这些蛋
白中的一个P-cluster已被由 2 个 [4Fe-4S]簇组成的
P-cluster前体取代, 从而在g ≈ 2.0 的位置出现与OP 
Av1不同的又与之叠加的信号. 然而, ∆nifE Av1在g ≈ 
2.0 处的信号形状却与含[8Fe-7S]的OP Av1 相同. 由
此可见, ∆nifE Av1 含有正常的P-cluster. 正因如此, 
∆nifE Av1 只在与FeMo-co保温后, 才能与固氮酶Fe
蛋白形成具有活性的固氮酶. 至于在g ≈ 3和g ≈ 2间
的 2 个较小EPR信号 , 可能来源于污染蛋白而非
FeMo-co. 

 
图 3  DT还原的 OP Av1(1)和 ∆nifE Av1的 EPR谱 
蛋白浓度均为 10 mg/mL. 插图所示为OP Av1(1), ∆nifB Av1(2) 

和∆nifH Av1(3)的EPR谱(引自文献[7]) 
 

上述研究表明, 在棕色固氮菌中, nifE的缺失将
导致FeMo-co无法合成. 然而, 令人惊奇的是荚膜红
细菌正常合成的MoFe蛋白(B10S Rc1)及其nifE−突变

株合成的MoFe蛋白(nifE− Rc1)都具有与OP Av1相同
的 3个EPR特征信号[13], 相关研究也证明nifE− Rc1中
含有FeMo-co, 表明nifE并不是FeMo-co合成所必需
的基因. 如果这一结果能够得以证实, 那么nifE是否
为FeMo-co合成所必需很可能是取决于固氮菌的种属
差异. 除此之外, 目前还无法解释这一矛盾结果.  

2.5  ∆nifE Av1的圆二色谱 

固氮酶MoFe蛋白的CD谱研究表明, 可见光范围
的CD谱对于金属原子簇周围蛋白质结构, 即肽链的
构象变化非常敏感, 当还原态MoFe蛋白发生可逆氧
化时, 它在 450 nm附近区域的摩尔椭圆率([θ ]450 nm)随
其 P-cluster的氧化而降低 ; 随后还原剂又可使
P-cluster还原, 从而使降低的摩尔消光系数得到完全
恢复. 而 520 nm附近或大于 520 nm区域的MoFe蛋白
的CD谱变化远不如在 450 nm附近的变化，但仍可观
察到随另外一种原子簇——FeMo-co氧还状态和数目
的改变而发生的变化. 因此, [θ ]450 nm和[θ ]≥520 nm可以

分别反映P-cluster和FeMo-co的数目和状态[6,33,34]. 图
4比较了DT还原状态的OP Av1和∆nifE Av1的Vis-CD
谱. 由于二者处于相同的氧化-还原状态, 因此其CD
谱主要反映的是金属原子簇数量的变化. 由图 4可以
看出, 二者在 350~700 nm范围内大致趋势相似, 但
∆nifE Av1 的摩尔椭圆率总体稍低, 这可能部分由其
纯度较低而致. 就相对值而言, 与OP Av1相比, ∆nifE 
Av1的[θ ]450 nm降低较少, 而[θ ]≥520nm降低较多, 这为
∆nifE Av1中可能含有与OP Av1相同的P-cluster, 但
不含FeMo-co的推论提供了又一证据. 

已有研究表明, 在棕色固氮菌突变株∆nifH Av1 
(DJ54)中, 除了FeMo-co缺失外, P-cluster的结构或氧
化-还原状态也与OP Av1的不同[6,32]. 根据∆nifH Av1
的Fe含量(相当于OP Av1 的 54%), 以及出现于g = 
2.04 和 1.94两处的EPR信号, Gavini等人[6]和Hu等人
[ 32]推测, ∆nifH Av1 中正常的P-cluster被 2 个类似
于[4Fe-4S]的原子簇取代, 而P-cluster是在Av1 蛋白
部分构象重排过程中 , 通过金属原子簇的缩合而形
成的 .  我们通过对Vi s - C D谱和E P R谱的综合分 

 
图 4  OP Av1(虚线)和 ∆nifE Av1(实线)的可见光区 CD谱 
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析, 认为 ∆nifE Av1中含有正常结构的 P-cluster. 由此
可见, 尽管 nifH 和 nifE 都是 FeMo-co 而非 P-cluster
合成所必需的基因 , 但不同缺失可能由于作用机理
的差异, 影响 P-cluster的合成和存在状态, 甚至影响
到整个蛋白的结构. 

总之, 对DJ35中 ∆nifE Av1的纯化和特性研究初
步证实 , 该蛋白是一种缺失 FeMo-co 而含有正常
P-cluster的 MoFe蛋白. 与其他突变株 FeMo-co缺失
的 MoFe蛋白相比, ∆nifE Av1既有共性, 又有不同之
处 . 对其特性和结构的深入阐述对于固氮酶研究具
有重要意义. 欲解析其结构, 首先需要对 ∆nifE Av1
结晶条件进行优化, 培养出适于进行 X-射线晶体衍
射分析的优质大单晶. 这项工作目前正在进行中. 
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