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摘 要

棕色固氮菌( Ao zto b ac te ;厉二l 叨d 万) 中存在一种含细胞色素b 的铁蛋 白
.

细菌

提取液经 DE A E纤维素层析及50 沁饱和硫酸按纯化后
,

得到一种六角形片状蛋 白质

结晶
.

此蛋 白质含有大量非血红素铁
,

占干重的 4一 6多
.

蛋 白质分子由一电子密度很

大的铁核及包围铁核的蛋 白质外壳组成
,

铁核直径为 70 入
,

蛋 白质外壳直径为 120

入
.

在铁鳌合剂和还原剂的作用下
,

可以从蛋 白质分子中去除铁核
.

去铁的蛋 白外

壳的电子显微镜照相及光谱特性都与去铁前的蛋 白质相似
,

而电泳迁移率
,

对铁蛋白

抗体的免疫扩散反应也与去铁前的蛋白质相同
.

根据以上特性
,

此蛋 白质属于铁蛋

白类
.

同时按光谱测定
,

其蛋白部分含有血红素辅基
,

属于细胞色素 b 类
,

因此是一

种含细胞色素 b 的铁蛋白
.

文中并讨论了这种铁蛋 白在生物固氮中可能的作用
.

19 3 7 年 L au fb ger er l[] 在马脾脏中发现了铁蛋白 ( fe rr iit n)
,

此后对铁蛋白的结 构 与 功 能

进行了广泛而深人的大量研究
.

在真核生物中从真菌 2[] 到高等植物 3[, 41 ,

从低等的蠕虫到高等

的哺乳动物肠
`〕都发现存在铁蛋 白

,

哺乳动物所有的组织中包括癌细胞都存在铁蛋白
.

而且这

些铁蛋白分子的基本结构都是一致的
,

它由一个电子密度很大的无机铁核和一包围着铁核的

蛋 白质外壳组成
.

它的基本功能是贮存铁
.

在原核生物中
,

以前没有人报道过存在类似结构

的铁蛋白
.

1 9 7 3 年 B lu en 71[ 从棕色固氮菌 ( A oz t ob a ic er iT/ n le an dt’i ) 中分离得到一种含细胞色素

b 及大量非血红素铁的蛋 白质
,

其结晶为正方形
.

1 9 7 9 年 st ie fle ls] 进一步研究指明此蛋 白质

是一种铁蛋白称为 aB cet ior f er irt in 一 c
yt oc h or me

,

并认为这是第一个从细菌中分离得到的铁蛋白
.

1 9 7 6 年我们在分离纯化棕色固氮菌固氮酶铂铁蛋白的过程中
,

电泳时在聚丙烯酸胺凝胶

柱上发现了一个比铂铁蛋白迁移率更小的砖红色带
,

曾推测它可能是铂铁蛋白的高聚状态
.

用

硫酸按纯化法分离得到此蛋白质结晶
,

并对其基本特性进行了研究
,

发现它不同于铂铁蛋白而

与真核生物的铁蛋白极其相似
.

初步研究结果 已在 19 7 8 年中澳固氮讨论会上报 告
「月

.

本 文

叙述此蛋白质的一些基本特性
,

并与动物及植物铁蛋白进行比较
,

证明它属于铁蛋白类
.

但是

本文 1 9 7 9 年 6 月 9 日收到
.

.
本工作是在阎隆飞

、

王发珠和李佳格先生指导下完成
.

固氮室徐继
、

顾天青同志亦参加了部分工作
.
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因为其蛋白部分同时又含有血红素辅基
,

属于细胞色素 b 类
,

这是与真核生物的铁蛋白显著不

同的
, ;

蚊可称为含细胞色素 b 的铁蛋白
.

一
、

材 料 和 方 法

1
.

菌种 以中国科学院林业土壤研究所 230 号棕色固氮菌 ( A oz tob ac t , 。 in el 阴 iid ) 为

实验材料
.

用改良的 Bur k、 培养基进行大罐发酵
,

收集菌糊备用
.

2
.

分离与结晶 将菌糊用超声破碎
,

菌糊与 0
.

0 25 M rT i s一 H CI 缓冲液 ( p H .7 4 ) 之比为

1 : 1
.

细胞破碎液在 60 ℃ 加热 10 分钟
,

在 24
,

0 0 09 离心 30 分钟
,

上清 液 调 至 p H .7 4 进行

D E A E 纤维素柱层析
.

层析柱预先用含 o
.

I M N o e l 的 0
.

0 2 5M T r i s一H e l 缓冲液 p H 7
.

4 (每毫

升含 0
.

3 毫克 N a ZS ZO 4

) 平衡
.

加样后层析柱相继用含有 0
.

I M N a e l
,

0
.

2 5 材 N a e l
, 0

.

5材 N a e l

的 0
.

0 2 5对 T r i s一H C I p H 7
.

4 缓冲液 (每毫升含 0
.

3 毫克 N a Z S ZO 4

) 洗脱
.

收集 0
.

2 5 M N a e l 洗脱

部分
,

并进行超滤浓缩
,

浓缩液为棕红色
.

按照 J
a h ob y圆 的方法

,

浓缩液在冰浴中加等体积

100 多饱和硫酸按 ( p H 7 )
,

’

使最终硫酸按饱和度达到 50 多
.

在冰浴中放置 20 分钟
,

在 6
,

0 0 09

离心 15 分钟
,

取出上清液
,

在室温下静置
,

4一 5 小时后溶液 中出现丝绸样闪光的微晶
,

静置过

夜
,

离心收集晶体
,

用 50 多饱和硫酸按洗涤结晶数次
.

使结晶溶于 0
.

0 2 5M rT i s一H CI ( p H 7
.

4 )

缓冲液
,

得到棕红色透明溶液
.

透析后用制备电泳进一步纯化样品进行蛋白质特性的分析
.

3
.

聚丙烯酞胺凝胶电泳 采用 o ert
C
系统叫

,

凝胶浓度为 5多
.

制备电泳凝胶柱亦按

or et C
系统制备

,

凝胶浓度为 5多
,

电泳分离蛋 白质结晶溶液后
,

切下砖红色主带
,

用缓冲液浸

泡抽提
,

得到电泳纯样品
.

按照 Br ill 圈 的方法用含 8外疏基乙酸的 0
.

7外 。 .a 联毗咤水溶液

将凝胶染色
,

鉴定含非血红素铁的蛋 白质
.

4
.

蛋白质中非血红素铁的去除及铁含量的测定 用国产 w FD 一 Y Z

型原子吸收分 光光

度计火焰部分测蛋白质的铁含量
.

按照 G r

an i c
砂 3] 或 cr ihc t on 14[ , 的方法去除蛋白质中非血红

素铁
.

每毫升蛋白质溶液加
a

.

a
联叽淀 10 毫克

,

对乙酸缓冲液 p H 4
.

6 (含 0
.

25 毫克 N为 5 2。扩

毫升 )在氢气流下进行透析
,

最初可观察到透析袋 内蛋白质溶液变成红色
,

以后外透液逐渐变

成粉红色
.

重复上述操作
,

直到透析袋内蛋白质溶液不再与
a

.

a
联毗咤反应显示红色为止

.

蛋

白质溶液再对蒸馏水透析
,

去除 .a a
联毗咤

,

得到不含铁的蛋白质
.

按照 rC ihc ot n 的方法
,

蛋

白质溶液对含 1 % 琉基乙酸的乙酸缓冲液 p H 4
.

6 透析 8 小时
,

再对重蒸水透析 2斗小时
,

得到

不含铁的蛋白质
.

5
.

蛋白质含量的测定 由于蛋白质分子中所含大量非血红素铁千扰比色测定
。

因此采

用干重法测蛋白质含量
.

6
.

电子显微镜观察 用 E M 20 1C 电子显微镜对蛋白质晶体及分子进行观察照相
.

悬

浮在 50 多饱和硫酸钱溶液中的蛋白质晶体
,

用 。
.

5 % 戊二醛在 50 多 饱和硫酸按 p H 7 的溶液

固定 l(j 分钟
,

低速离心 , 分钟去除上清液
,

晶体重新悬浮于 0
.

o 25 M rT is 一H CI p H 7
.

生缓冲液
,

用毛细吸管使晶体沉积在涂有福尔马膜的铜网上
,

用蒸馏水洗涤二次
,

干燥后进行电子显微镜

观察
.

蛋白质溶液按文献 〔15] 中介绍的方法制片
,

用 l 务 醋酸氧铀水溶液 p H 夕负染
,

负染二

次
,

每次 一分钟
,

在空气中干燥后进行电子显微镜观察
.

7
.

吸收光谱的测定 用日立 3 56 型双光束分光光度计测定吸收光谱
.

用连二亚硫酸钠

作为还原剂侧定还原态光谱
.

按 T ca l少
6 , 的酸性甲基乙基酮法侧定蛋白质与血红素之间的结
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合方式
.

按 A PPbe l尸
, , 的方法侧定蛋 白质还原型碱性毗咤光谱

.

8
.

免疫化学分析 参照文献 L1 8] 所介绍的方法制备抗血清
.

用电泳纯的铁蛋 白作为抗

原注射家兔
,

每隔 10 天注射一次
,

每次一毫克蛋白质
,

共四次
.

第一
、

二次用完全佐剂
,

最后一次

免疫一周后放血
.

抗血清冰冻干燥后贮存在低温冰箱备用
.

免疫扩散法 : 免疫板由 0
.

02 5对

T r i s一H e l p H 7
.

斗缓冲液含琼脂糖 1
.

5 沁
, 0

.

9 关 N a C I 及 0
.

0 2外 N a N
,

制成
.

小槽直径 3 毫米
,

中心槽加抗血清
,

周围小槽加蛋白质溶液
.

二
、

结 果 与 讨 论

1
.

含细胞色素 b 铁蛋 白的结晶 用上述硫酸按纯化法得到的结晶呈砖红色
,

显微镜检

查为正六边形片状结晶 (照片 1)
.

晶体易碎
,

在室温下在 50 多饱和硫酸按中可保存数月
,

此蛋

白质对热稳定
,

粗提物在 “ ℃ 加热 10 分钟后仍能分离得到此蛋白质结晶
.

2
.

铁蛋白中的非血红素铁 将结晶溶液对 0
.

02 5M rT i s一H cl p H 7
.

4 缓冲液透析
,

然后

进行聚丙烯酸胺凝胶电泳
,

电泳后在凝胶上可观察到一迁移率很小的砖红色带 (迁移率 。
.

1 5)
.

用 。
.

a
联毗睫染色

,

此带呈鲜艳的红色
,

表明它含有非血红素铁
.

用氨基黑染色
,

可观察到除

此迁移率为 0
.

15 的主带外还有几条迁移率不同的带 (照片 2 )
.

用制备电泳纯化法得到主带蛋

白质溶液
,

用原子吸收分光光度计测定此蛋白质的含铁量
.

每毫克干重含铁 41 一60 微克
,

含

铁量占干重的 4一 6 %
.

固氮菌培养条件和菌令不同会使铁蛋白的含铁量发生很大 变化
.

含

大量非血红素铁是铁蛋白分子的重要特征
.

马脾铁蛋白的铁含量大约 占干重的 17 一 23 务
〔, ,` ]

.

而从其他器官和种属得到的铁蛋白含铁量则较少
.

3
.

含细胞色素 b 铁蛋白的分子结构 由未染色蛋白质晶体的电子显微镜照 相 可 以 看

到
,

此蛋白质分子含有一个电子密度很大
,

直径为 70 入左右的核
.

核被蛋白质外壳包围
.

蛋

白质分子有规律地排列成六角形晶格 (照片 3 )
.

在经醋酸氧铀负染的蛋白质分子电子显微镜

照片中亦可以看到
,

此蛋 白质分子是由蛋 白质外壳和电子密度很大的内核组成
,

外壳的直径为

120 入左右 (照片 斗)
.

棕色固氮菌含细胞色素 b 的铁蛋白分子的结构与真核生物铁蛋 白分子的结构非 常 相 似
.

马脾铁蛋白分子是由一直径为 70 一 75 入
,

电子密度很大的核及直径为 1 20 入 左右的蛋白质外

壳构成
.

它的蛋白质外壳是由 2斗个分子量为 1 8 0 0 0 da ! ot n
左右的亚单位组成

L,
,

6 ,
.

植物和真菌

的铁蛋白也具有相同的特征
.

柳树 ( aS l讼 far 梦115 L
.

)的铁蛋 白分子的铁核直径为 55 一 70 入
.

蛋白质外壳由 4一 6个亚单位组成
l“

.

棕色固氮菌含细胞色素 b铁蛋白的蛋 白质外壳
。

从电子

显微镜照相上可以看到亦是由很多亚单位组成
.

这种蛋白质分子的更精细结构正在进一步研

究中
.

4
.

去铁蛋白质 按 G r a n i c k〔, , 」
或 e r i e h to n L, 3 1

所述的方法
,

在铁鳌合剂及还原剂的作用

下可以去除蛋白质分子中所含有的大量非血红素铁
,

得到一个淡黄色蛋白质溶液
.

用原子吸

收分光光度计测定此蛋白质溶液只含极微量的铁
.

聚丙烯酸胺凝胶电泳分析表明其电泳迁移

率与去铁前相同 ( 照片 5 )
.

此去铁蛋 白质分子负染的电子显微镜照相表明
.

此蛋 白质分子为一内径为 60 入左右
,

外

径为 1 20 入左右的蛋白质外壳
.

蛋白质外壳的大小与去铁前相同
,

蛋白质外壳包围着一被染料

染色的中心腔 (照片 6 )
.

将含铁蛋白与去铁蛋白分别对兔抗含铁蛋白血清进行免疫扩散
,

两
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种蛋白都具有相同的免疫沉淀反应 (照片 7 )
.

表明去除铁核后蛋白质的结构没有发生变化
.

上

述特性进一步说明了此蛋白质分子是由铁核和蛋白质外壳组成
,

铁核可以从蛋白质外壳中游

离 出来
.

上述去铁蛋白的特性与马脾铁蛋白是一致的
.

用上述二种方法也可以从马脾铁蛋白

得到去铁蛋白 lzL,
’ 3]

.

而去铁蛋白在电泳迁移率
、

电子显微镜照相
,

免疫沉淀反应洲等方面都与

去铁前相同
.

5
.

含细胞色素 b 铁蛋白的吸收光谱特征 用制备电泳纯化得到的铁蛋白其可见光谱为

一典型的铁叶琳化合物的吸收光谱
.

在碱性毗陡 中的还原态光谱
a
峰为 5 5 6 n m

,

表明此铁叶

琳属于原血红素
.

蛋白质溶液用酸性甲基乙基酮提取得到一含血红素的悬浮液和含蛋白质的

下层溶液
,

证明此原血红素辅基与蛋白质是靠非共价键结合的
.

用连二亚硫酸钠作为还原剂

得到还原态吸收光谱
,

其 丫峰为 4 1 6 n m
, 。
峰为 5 5 6n m

,

夕峰 5 2 6n m
.

在空气中氧化后氧化态

吸收光谱 了峰为 4 1 4n m (图 1 )
.

根据上述三点可以确定蛋白质部分含有原血红素辅基
,

属于细胞色素 b 类
.

去铁蛋白质也具有与含铁蛋白相似的光谱特性
, 了峰为 4 2 2 n m

, a
峰为 5 5 6n m

,

夕峰为 5 26
n m (图 2)

.

棕色固氮菌含细胞色素 b 的铁蛋白蛋白质部分含有血红素辅基
,

这是与真核生物铁蛋白

显著的差异
.

铁是生物体内不可缺少的元素
,

铁蛋白分子的特殊结构使 eF +2 成为一种非毒性的
,

可溶

的和容易被利用的形式
,

具有贮存和转运铁的重要生理功能
.

在原核生物中发现的铁蛋白与

真核生物中铁蛋白基本结构是相同的
,

但在蛋白质部分又同时含有血红素辅基
,

这就使细菌铁

蛋白的功能更加复杂化
,

原血红素辅基中 eF +2 二
二之 eF +3 + e

可逆的变化
,

使它有可能在生物氧

4 1七 4! 6
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含细胞色素 b铁蛋白去铁后的吸收光谱

还原态光谱 (加 N a Zs Z
o

4

)
,

— 氧化态光谱 1

化过程中起电子传递体的作用
.

另外
,

铁核在低氧化还原电位下
,

由于 eF +2
二于= 、

eF 壮 十
e

可逆

的变化有获取几百个电子的能力
,

起到贮存电子的功能
.

这就使棕色固氮菌含细胞色素 b 的

铁蛋白
,

有可能在固氮酶的氧保护机制中起重要作用
.

深人研究棕色固氮菌铁蛋白的生理功

能及结构与功能的相互关系将是很有意义的
.

s te i fc 一〔
“ 〕
所发现的 Ba c et r i o fe r r it i n 一 c y t o c h r o m e

在光谱特性
,

电子显微镜照相
,

蛋白质来源等

方面都与我们所发现的含细胞色素 b 的铁蛋白极其相似
,

可能是同一种蛋白质
,

而由于制备方

法的不同从而得到不同的结晶类型
.
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