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摘要 综述 了固氮酶催化机制及化学模拟生物固氮研究的最新进展和问题 根据

固氮酶在生理条件下
,

具有固氮和放氢双重功能的事实
,

认为在研究确定 姚 络合和

还原位点的同时
,

也应确定 还原成 姚 的位点
,

才能为化学模拟生物固氮提供全

面信息
,

以指导化学模拟物的设计与合成 并提 出组成固氮酶活性中心 原子簇 的

「 乳 和〔 凡 」可能分别是 还原和 还原位点的设想 此设想如经验证
,

将会简化模拟物的化学合成
,

可望加速实现在较温和的条件下 ℃
,

将 还原成 姚

关键词 固氮酶 铁钥辅因子 催化机制 化学模拟

生物固氮在 自然界氮素循环中起着重要作用
,

据估计全球每年所 固定的 量约达 亿

吨 ’】
,

为生物生长繁殖提供了大量氮素 生物固氮是由固氮微生物体内的固氮酶在常温常压

下将 还原成 眺 的川
,

而化学合成 姚 则需要在高温 或 ℃ 和高压 或
, 下进行

,

消耗大量能源并污染大气 因此
,

研究固氮酶催化机制及化学模拟生物

固氮
,

不仅在生命科学和化学催化科学上理论意义重大
,

而且对农业持续发展和环境保护将会

产生深远影响 近年来
,

由于全世界面临能源
、

粮食
、

人 口和环境等问题的挑战
,

生物固氮的研

究在世界各国都受到重视
,

其进展十分迅速 本文着重综述固氮酶的催化机制及其化学模拟

研究的新进展和存在的问题

固氮酶的组成
、

结构与功能

固氮酶的组成

固氮酶 是由钥铁蛋白和铁蛋白组成的复合体 这两种蛋白单独存在时都不

呈现固氮酶活性
,

只有两者形成复合体后才具有还原氮的能力 固氮酶对氧极敏感
,

浓度大于
一 “的 。 就使其失活 钥铁蛋白也称组分 或二氮酶 铁蛋白也称组分
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或 二氮酶还原酶 毗 为 了区分不同来源的固氮酶组分
,

常以固氮微生物

的属名和种名的第 个拉
‘

字母代表不同来源的微生物
,

以 和 分别代表钥铁蛋白和铁蛋

自 例如 是指 肠 的钥铁蛋白
,

伽 是指 ‘ 的铁蛋白

等

固氮酶的结构与功能

二氮酶 肠 年
, 。 等人陈 成功地建立了具有稳定固氮活性的

无细胞提取物的方法 不久
, 。 等人 首先确定了固氮酶是双组分酶复合体 之后

,

等人困通过
一

以 证明钥铁蛋白 因含钥和铁而得名 有两种亚基 现 已确定它

是一个 民型的四聚体
,

分子量为 一 因不同来源而异 。亚基分子量约为 叉〕

,

由 和 基因编码 归亚基分子量约为 拟 〕
,

由 扩 基因编码 不同来源固氮酶钥铁蛋白

一级结构的氨基酸序列有 一 同源性
,

相当保守 目前在固氮菌中已鉴定出 种固氮

酶体系 钥铁固氮酶
、

钒铁固氮酶和铁铁固氮酶
,

后两种并不常见
,

只有某些固氮微生物在缺

钥条件下才产生
,

而且固氮活性低
,

放 活性高 在本文中
,

若非特别指出
,

所提固氮酶均指

铂铁固氮酶

钥铁蛋白中含有两种金属原子簇
一

簇和
一

簇
一

簇通常称为铁钥辅因子
,

是

固氮酶的活性中心
,

年代末由 〕经酸处理钥铁蛋白后
,

用有机溶剂提取出来
,

在适当的

条件下
,

能直接催化乙炔加氢成乙烯 每分子钥铁蛋白含 个 。 ,

每个 邓二聚体中含有

一个 由 个 。 ,

个 和 一 个酸不稳定 组成
,

后来又发现 上还连有

个高柠檬酸分子 凡 。是钥铁蛋白特征性电子顺磁共振 的信号来源
一

簇最初由

等人刚 自钥铁蛋白中分离出来
,

由 个 映 组成
,

负责传递电子 每个 邓二聚体含有一

个
一

原子簇

年以来
,

美国学者 和 等人〔‘
一 ’〕用 光衍射技术

,

先后解析了

分辨水平 和 分辨水平 的钥铁蛋白及其 。 和 簇的

三维结构
,

使人们对固氮酶的结构及其催化机制有了更深人的认识

钥铁蛋白的 。 亚基和 亚基呈现出相似的折叠
,

都由 个“日型结构域和一些单独的 。螺

旋组成 每个亚基有 个结构域
,

它们之间有一个裂缝
, 。位于 亚基裂缝的底部

,

距蛋

白表面约 钥铁蛋白的 民四聚体是由 个 邓二聚体非对称组成
一

簇位于 邓 二聚

体的交界处
,

距钥铁蛋白表面大约
,

距 凡 。大约 ” 〕 在二聚体中 。 和 归亚基

以轴对称的方式结合
,

与 邓二聚体相关联的四聚体的双折叠轴为 日亚基中的 个 。 螺旋所包

围
,

形成了一个直径 一 ,

长为 的通道〔’剑

。是由 个缺 口的立方烷型簇合物 凡 和 凡 通过 个非蛋白配体 桥联

而成 〔”
, ’

,

’〕,

其高柠檬酸通过 个经基氧和 个梭基氧与 凡 。 的 。原子共价连接 图

高柠檬酸也可与 侧链以氢键结合
,

其周围有大量水分子
,

这些水分子很可能是底物还原

所需 的来源 等人〔’ 】的研究表明
,

至少有一部分
十

是在 。 上被还原的
,

高柠

檬酸在放 姚 反应中起中介作用 若高柠檬酸被柠檬酸取代
,

叽 的还原活力会大大下降
,

放 姚

反应对 的抑制变得较为敏感 。 亚基提供了所有的多肤环境
,

诩“和 分别与
。 的 。端和 端共价结合

,

可通过其咪哩基团的 与 。 中央的一个桥 原子

以氢键结合 ’ 〕
,

而 和 之间
,

以及 ”,与高柠檬酸末端梭基之间也都有可能形成
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以 舫
夕 ℃

一

日

〔
、

比单片
尸﹃、、

〔 一以 仁

图 、。 的三维结构及其周围多肤环境 ’

氢键

利用定位诱变技术对 周围氨基酸进行替换
,

既可以了解各氨基酸与 的相

互关系
,

又 可 为研究催化机制提供信息 目前 已基本明确与 。 共价连接的 和

刚 都是高度保守 的氨基酸
,

它们将 固着在多肤链上
,

如被置换则突变株 内游离
。的丰度大为增加

,

并完全丧失其活性 当 被置换时
,

也丧失固氮活性
,

但仍有低水

平还原放 姚 活性 〔’
,

’” 用 坊 替换 ”,得到的 场 突变型也有类似的情况 〔洲
,

从 还原所

需 和电子无法传递
,

而 还原仍低水平进行
,

说明 还原和
十

还原不在同一个位点

和 等人 ’
,

刘利用 和 等替换 所得到的多种突变钥铁蛋白
,

分别研究

它们的催化活性
,

发现 突变铝铁蛋白能络合 姚 但不能还原
,

放 反应受 姚 的强烈

抑制
,

说明放 场 反应只发生在
一

簇上
,

而不是在
一

簇上
,

这就排除了 耐 ’ 」最初认为有一个

放 姚 位点是在
一

簇的二硫键上的可能性 。 的结构及其周围多肤环境的变化对固氮酶

活性的影响是 目前研究固氮酶催化机制的最活跃领域之一
结构的特别之处

,

是两个原子簇之间的 个 所呈现三角形几何学配位
,

这些不

饱和的铁原子可能与底物的结合有关 由于一个 还原成氨至少需 个 和 个电子
,

所

以在 附近必有一些潜在的质子和电子通道

现已确定
一

簇是由 组成
,

个 麟 和 个 凡 共用 的 个 原子 还原

态 或 个 和 个 氧化态 通过 个半胧氨酸残基 和 娜 的 与邻近

桥联而成 ”」图
,

其余 个 凡 分另与 的 , · , , 田 和 日, , 的琉基单独相连
,

将其固

定在 。 和 俘亚单位的交界处 目前普遍认为
一

簇在铁蛋白的 回 簇和钥铁蛋白的
。之

间传递电子
,

但这仅是根据光谱学和动力学研究的推测
,

还缺少生物化学和遗传学的研究证

据

二氮酶还原酶 公 二氮酶还原酶是由两个相同亚基组成的 谈

型二聚体
,

分子量约 因菌种不同略有差异
,

每个亚基的分子量约
,

由 彝 基因编



自然科
‘

节进展 第 卷

‘

瑞
坦 ‘

瑞
、’

卜
‘, ,

矛“ 吕
阳‘飞

簇的结构 纠

‘盼附
浦外图

,

之

码 它只含 凡 不含
,

故又称铁蛋白
,

它的功能是提供二氮酶还原底物所需要的电子
。等人〔 〕对 铁蛋白 的晶体结构进行了分析 它是一个轴对称的二聚体

图 上半部分
,

对称轴从正中穿过铁蛋白的 醉 簇
,

并沿着二聚体两个亚基之间的界面伸

展 每个亚基的结构均是一个大的 盯归结构域 由 个平行 俘折叠片与 个
一

螺旋构成
, 一

螺

旋包围着日折叠片核心
,

两个亚基之间通过 簇桥联 除了与 麟 的共价连接外
,

围绕

科 簇还有大量的疏水键和盐桥
,

以保证二聚体的稳定性 在铁蛋白内有两个
〕

结合

水解位点 ’ 〕
,

一个在铁蛋白 肤段
一

末端的第 一 位氨基酸处
,

它与 幼 的

俘
, 一

磷酸基团和 扩
‘

结合 另一个 在第 一 位氨基酸之间
,

它与 一起

完成整个蛋白与
一

核昔酸基团的相互作用
〕

结合
一

水解位点和 簇靠近
,

两者直

接关系到电子由铁蛋白向钥铁蛋白的传递 每传递一个电子需要消耗 个 除
,

麟 簇

和 〕

结合
一

水解位点外
,

有的铁蛋 白 如深红红螺菌和巴西固氮螺菌的铁蛋白上 还有一

个
一 一

结合位点
,

在有按的条件下
,

铁蛋白的 心 被 共价修饰而失活

无钱时脱去
一

的修饰
,

又恢复其传递电子活性

铁蛋白的功能除作为固氮酶的组分之一参与固氮酶对底物的还原外
,

还有一些与催化无

关的功能比
一

洲 它参与 。 的生物合成与组装 也参与钒
一

铁固氮酶和铁
一

铁固氮酶系统中

的 刃资和 了岁刀 基因的表达调控

固氮酶催化机制
, ,

和 助 等人于 年代末至 年代中期
,

总结固氮酶催化 姚

还原的过程是 醉 与铁蛋白结合
,

铁蛋白
一

与钥铁蛋白结合成复合物
,

叨 〕水解
,

复合物内发生电子转移 在生理条件下 由铁氧还蛋 白或黄素蛋 白提供的电子
,

经铁蛋 白的

料 转移到钥铁蛋白的
,

继而进入 。 ,

底物结合与还原
,

铁蛋白
一

必 复合物

与铝铁蛋白分离
, 〕

替换出 妞 又形成铁蛋白
一

幼 复合物
,

如此完成一次循环
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每循环一次传递 个电子
,

并消耗 个 因此
,

每还原 分子氮生成 分子氨需循环 次

见图 一般公认的固氮反应化学计量式为
一

在上述过程 中〔’ 〕
,

游离的铁蛋 白和与钥铁蛋 白结合的铁蛋 白都可 与 结合
,

但只有铁蛋

白作目铁蛋 白复合物才具有水解 的活性
,

水解发生在电子传递之前
,

在铁蛋 白
一

钥铁蛋

白解离之前只发生一个电子传递
,

水解 和 电子传递是分别进行的 的作用 一方 面提

供电子传递所需能量
,

另一方面引起铁蛋 白构型改变

权化还凉
代谢 过程

阮阮
一

蛋白
一 ’

“

一

蛋自自
一

蛋白
一

一

蛋自
· 。飞飞

一

蛋白

一

蛋白 “
引引

图 固氮酶催化反应示意图 ’

和 〔’”
,

” 〕根据 铁蛋 白和钥铁蛋 白的三维结构
,

进 一步提 出了两者相

互聚合和解离的模式
,

即镶嵌模式
,

见图 在这一模式中
,

铁蛋 白二聚体与钥

铁蛋 白的功能单位 邓 二聚体结合
,

由靠近铁蛋 白 簇一侧的 心 和
‘’残基连接在钥

铁蛋 白 邓 二聚体上 铁蛋 白二聚体的对称轴与 邓 二聚体的对称轴基本重合 在
一

簇上方的

冠状结构内有一条沟
,

当两个蛋 白靠近时
,

这条沟可 以容纳从铁蛋 白伸展 出来且 围绕 簇

的
一

些
一

螺旋 在进行这一
“

螺旋嵌人沟槽
”

的定 向过程 中
,

使铁蛋 白的 簇与钥铁蛋 白

的
一

簇靠近
,

同时也引起钥铁蛋 白构型变化
,

使
一

簇更靠近 的高柠檬酸的梭基
,

距离缩

短到 如此沟通 了电子传递通道 在此结合区域中
,

钥铁蛋 白表 面上具有带电和极性

结合
一

水解位点

簇

一

簇

一

簇

图 铁蛋 白
一

钥铁蛋 白的镶嵌模式 〔‘。
·

” 」
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的残基
,

和铁蛋白之间形成盐桥和氢键是至关重要的 蛋白之间可能有大量的离子键相互作

用
,

并存在一些潜在的重要的疏水作用 与钥铁蛋白 尹 有关的 一系列氨基酸间的联系
, ,

能是从钥铁蛋白传递信号至铁蛋白上
,

使其发生 水解的通道 ’“
, 一 ”〕 动力学研究表明

,

伴随 即 的水解所引起的铁蛋白构型的变化
,

有利于电子 自铁蛋白向钥铁蛋白的转移

水解成
一

和 不会造成铁蛋白
一

钥铁蛋白复合体的解离
一

簇和 之间 个定向且平行排列的螺旋
一 , 一 , 一

和 四
一

印

在电 子传递中起主要作用
,

其中和 簇 祝和 相连的
一

和 。
一

可能是潜在的

电子传递通道 固氮酶还原所需的质子来源于 周围蛋白表面的 姚
,

高柠檬酸附近

的水化网参 与了质子的传递
,

其中 溯
一

高柠檬酸
一

价 和
一 。 可能是通向

潜在的质子通道 】

化学模拟生物固氮—历史和现状
近几

一

十年来
,

化学模拟生物固氮的研究一直是国际上生物化学和化学工作者研究的 一个

热点 特别是 自美国学者 等人〔’。
, ” 〕阐明了固氮酶的活性中心原子簇及其周围多肤分子

的三维结构后
,

化学模拟生物固氮的研究再次掀起高潮

早期化学模拟生物固氮的研究
,

由于人们对固氮酶催化作用机制还不完全清楚
,

加之

的组成及结构不明
,

要提出一个固氮酶活性中心原子簇的化学模型是相当困难的 在

的三维结构未明确之前
,

国内外科学家提出了许多固氮酶活性中心原子簇的化学模

型
,

这些模型可归纳为三派 钥派 认为氮络合在钥上 铁派 认为氮络合在铁上

钥
、

铁派 认为钥
、

铁对氮均有络合作用 早在 年代
,

卢嘉锡和蔡启瑞等人〔, 川就参与

的结构研究
,

分别先后提出了福州模型和厦门模型
,

即
“

单网兜和双网兜状混合簇孪重

烷体的福州模型
, ”

和
“

活 口类立方烷和共角 「
。 脐联活 口 双立方烷的厦门模型

,

” ,

引起国际重视 州也于 年代提出了
,

姚 和 在固氮酶中的络合与还原

模型
, 。原子是固氮酶的催化活性中心

,

还原过程中的放 姚 是由于中间产物 姚 的分解

所致 只抑制 的还原而不抑制放 姚 】曾指出活性中心的 。原子是 的络合

和还原位点
,

而由 。原子提供用于还原 的 和电子 由于当时对 。 的组成及结构

尚不明确
,

因而所提出的许多 姚 络合在固氮酶活性中心的化学模型在结构上也不一致 尽管

目前 。 的组成及结构已明确
,

但关于 从 究竟是络合在 。 的 上
, 一

仁
,

还是 。和
。 上

,

仍是众说纷纭〔’ 〕
,

而且大多未考虑 。的另一主要功能
, 十

的还原发生在何处

等人 「’ 〕于 年提出 是络合在 。 的 个铁原子上 图
,

这样的络合方

式将使 二 键被削弱
,

更有利于 姚 的还原
一

〔’ 〕认为在 模型中与高柠檬酸

同狈一 桥间的两个铁原子都可容纳 使其还原 图
, 。在 蝇 的还原过程中不起直

接作用 卢嘉锡 ‘ 〕福 州模 型 和 , 等人 】认 为 在与 。 结合 的过程 中
,

乌 是 的催化活性中心 图 蔡启瑞〔, 划 厦门模型 认为 在固氮酶中的键

合位很可能是 笼内位 内 犷
, 。 〕模式和 。位〔内 护

, 。 〕模式
,

而不是笼

口的 模式 如图 近几年来
,

国内外理论化学工作者「
一

州依据 的 。 中心

络合模型 「’〕
,

提出了他们各 自不同的有关 眺 的键合模型
,

但基本未超出 仁刘所提
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厂及越 、 狱厂

长多

、
、 ,

峪 、

、了 、
、、

, 、

、
, 、

、
,

才
、— 十 —

诊么 谬

乙

舒
这

狱
川

、
勺,月丫
‘

︸
、一 一 一 ‘一 刊 一 一 一 ’川

一

卜 〔

声

﹄勺
口

性入议

义夕

广命
、

图 姚
一

与 。 的结合方式旧
,

”
,

、
, , ,

刘

在 。 内的 种可能络合方式 图 一 和 挽 〕最初认为 是和 。

中的多个铁原子络合的
,

而后 址 等人 「 又提出另一种可能的结合方式
,

通过取代高柠

檬酸的梭基而与 。结合
,

高柠檬酸仍保留经基氧与钥原子相连 。 等人 到认为在非缺

口 的立方烷 。 的外侧将 一 还原
,

推测 是络合在 。的 。上 总之
,

现今所提出的

这些关于 在 。 中络合和还原的模型 图 一 、
,

仍为三派 即铝铁派 「,
,

叫
、

铁

派〔’
,

’”
, 一

刘和铝派 , 〕 这些模型都缺少直接的试验验证
,

而且除蔡启瑞 , “ 〕提出的厦门

模型外
,

大多未涉及到放 姚 的方式 根据 等人 刘在研究固氮酶前稳态期的 爆发和

年代初我们提出的固氮酶双位点放 姚 模式 「
,

我们认为独立于 络合和还原位点之外的

另一放氢位点
,

可能是发生在 。 的 。 原子上
,

而 。 的 凡 可能是 络合还原

中心 图 目前
,

化学模拟生物固氮的研究仍主要处于理论化学研究阶段占刘
,

所有已提

出的固氮酶活性中心原子簇络合 姚 的化学模型正确与否有待通过实验进一步加以验证

总之
,

对 。 的功能
,

除确定 的络合还原部位外
,

还需要确定 还原放 玩 的部位
,

因为固氮酶在生理条件下催化 还原生成 姚 的同时
,

也催化 还原放出 姚
,

使固氮酶 包

括 。 处于 气氛条件下
,

免遭 。 的危害 因此
,

和 的确切络合位点及其还原的
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质子和电子通道的阐明
,

就成为当今研究固氮酶活性中心催化机制及其化学模拟的关键问题

随着定位诱变蛋白质工程和波谱技术的发展
,

以上问题可望得到解决 但生物固氮的运行
,

除

以固氮酶作为催化剂外
,

还必须有质子
、

电子和
〕

参与反应
· 一 十 一

姗哩垦些鱼邑鱼笃
,

而化学合成氨是以 为催化剂
,

在高温 ℃或 ℃ 高压 或 麟 下
,

将

加 姚 还原成 姚

姚之型晒卫鱼笃

对比以上两反应式可以看出 化学模拟生物固氮
,

除模拟合成固氮酶活性中心原子簇外
,

还必须提供质子
、

电子和
,

才可能实现在常温常压下固氮
,

而提供大量的
〕

用于化学合

成氨是不现实的 因此
,

通过化学模拟研究
,

实现在温和 ℃
,

条件下合成氨

的设想是比较符合实际的 由于 极不稳定
,

至今尚未获得由化学合成的
、

完整的 。

。 ,

如果只合成与 络合还原有关的原子簇就容易得多 其实早在 多年前
,

法国化学家

〔 就合成 了第 个被称为 枷
。 黑盐 沮 的铁 硫 簇合物 阴离子

「’习 」
一 ,

而且又被卢嘉锡队 〕证明具有催化活性 因此
,

当前化学模拟生物固氮的研究

策略
,

最好是采用这种类似 凡结构的簇合物作为催化剂
,

适当提高反应的温度 ℃以下

和压力 以下
,

以利于 姚 的活化和削弱 的三重键
,

以及正反应的进行 且不必改

变现用设备
,

即可达到节约能源
、

降低生产成本
、

增加经济效益的目的

致谢 感谢蔡启瑞教授给予的指导和有益的讨论
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