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摘  要: 【目的】铁硫簇是最古老的一种氧化还原中心, 它普遍存在于所有生命体内, 在

光合作用、呼吸作用和固氮作用这三个地球生命最基本的代谢途径中扮演着重要的角

色。【方法】以嗜酸氧化亚铁硫杆菌(A. ferrooxidans ATCC 23270)基因组为模板, 克隆

表达其 ISC 铁硫簇组装的 3 个核心蛋白, IscS (半胱氨酸脱硫酶蛋白)、IscU (支架蛋白)和

IscA (铁供体蛋白)。【结果】研究发现 IscS 能催化半胱氨酸脱硫, 为铁硫簇的组装提供硫, 

支架蛋白 IscU 不具备结合铁的能力, IscA 具有较强的铁结合能力。【结论】铁硫簇体外

组装证明 Fe-IscA 在体外能将结合的铁传递给 IscS, 并在 IscU 上进行铁硫簇的组装。 
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Biogenesis of iron sulfur cluster of Acidithiobacillus  
ferrooxidans 
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Abstract: [Objective] Iron sulfur cluster are one of the most ancient and ubiquitous redox 
centre in almost all living organism and play an important role in photosynthesis, respiration 
and nitrogen fixation. [Methods] In this study, three key proteins (IscS, IscU, IscA) involved 
in iron sulfur cluster assembly from A. ferrooxidans ATCC 23270 was cloned and expressed in 
Escherichia coli. [Results] IscS is a cysteine desulfurase, IscU is a scaffold protein, IscA has 
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strong iron binding activity which acts an iron chaperon. [Conclusion] The Fe-IscA can pro-
vide iron for the assembly of transient iron sulfur cluster in IscU in the presence of IscS and 
L-cysteine in vitro. 

Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidans, Iron sulfur cluster, Biogenesis, IscA 

铁硫簇是普遍存在于生物体内的最古老的生

命物质之一, 其最主要的功能是作为电子传递蛋

白的辅助基团参与能量的转移, 同时它在 DNA

的合成与修饰、底物的结合与激活、基因表达的

调控、酶活的调控等方面也起着重要的作用[1−3]。 

ISC 铁硫簇系统包含 IscS、IscU 和 IscA 三个

组装的核心蛋白。其中 IscS 是一种半胱氨酸脱硫

酶, 能催化半胱氨酸脱硫为铁硫簇的组装提供

硫[4−5]; IscU 是一个支架蛋白, 能够提供铁硫簇组

装的平台, 使没结合铁硫簇的铁硫蛋白成熟[6−7]; 

目前关于 IscA 的功能尚存在一定争议: 一种观点

认为 IscA 的作用是为铁硫簇组装提供铁[8−10], 另

一种观点认为 IscA 可能作为候选的支架或者载

体蛋白结合暂时组装的铁硫簇[11−12]。关于 ISC 铁

硫簇系统生物合成的组装机理以及在此过程中

各个蛋白之间的相互作用还有待进一步研究。 

嗜 酸 氧 化 亚 铁 硫 杆 菌 (Acidithiobacillus fer-

rooxidans, 简称 A. ferrooxidans)是一种典型的化

能自养菌, 属于革兰氏阴性细菌, 好氧嗜酸, 广泛

存在于金属矿区场地以及生物浸矿体系之中[13]。

A. ferrooxidans 具有氧化亚铁和还原态硫化物的

能力, 在生物湿法冶金、煤炭脱硫、重金属污染

防治和生物修复等方面都有着广泛的应用[14−16]。 

本文以 A. ferrooxidans ATCC23270 基因组为

模板, 通过基因重组技术克隆并在大肠杆菌中高

效表达了 A. ferrooxidans ISC 铁硫簇系统生物合

成关键蛋白 IscA、IscS 和 IscU, 并对关键蛋白的

性质、功能和铁硫簇生物组装进行了研究。该研

究对于深入了解 A. ferrooxidans 铁硫氧化过程中

的电子传递原理, 进一步揭示 A. ferrooxidans 铁

硫氧化的代谢途径具有重要的理论意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
嗜酸氧化亚铁硫杆菌标准菌株 ATCC 23270

购自美国模式菌种保藏中心(American Type Cul-

ture Collection)。质粒采用 pET28b 表达载体。化

学试剂均为分析纯, 购自上海国药集团及上海生

工公司; 分子生物学试剂购自 NEB 公司, 引物的

合成与测序由上海生工公司完成。 

1.2  重组蛋白的克隆 
根据 GenBank 公布的 ATCC 23270 的全基因

组序列(www.tigr.org)设计引物, 具体引物如表 1

所示。 

以 A. ferrooxidans ATCC23270 的基因组为模

板, 分别进行 PCR 扩增。PCR 反应体系如下

(50 μL): 10×PCR buffer 5 μL, MgCl2 (20 mmol/L) 
4 μL, dNTPs (10 mmol/L) 1 μL, 正 向 引 物

F (10 pmol/μL) 和 反 向 引 物 R (10 pmol/μL) 各

2.5 μL, 模板 DNA (约 100 ng/μL) 1 μL, Taq DNA 

聚合酶 (5 U/μL) 0.5 μL。扩增程序如下: 94 °C 

4 min; 94 °C 45 s, 61 °C 45 s, 72 °C 90 s, 共 30 个

循环; 72 °C 10 min。 

PCR 产物经纯化试剂盒纯化后用 Hind III 和

NocⅠ双酶解, 克隆到同样酶解的质粒 pET28b, 

转化入大肠杆菌感受态细胞 DH5α, 挑选转化子

抽提质粒后进一步通过 PCR 筛选阳性克隆, 阳性

克隆送上海生工公司进行 PCR 测序。重组表达质

粒 分别命名为 pET28b-IscA、 pET28b-IscU 和

pET28b-IscS。 
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表 1  本实验所用引物 

Table 1  The primers used in this study 
引物 

Primer 
序列 

Primer sequence (5'→3') 
大小 

Size (bp) 
IscA-F CATGCCATGGCTTTGACCTTATCGGAAAGT 30 

IscA-R GAGTAAGCTTGGTCGTAAAGCTCTCACCGC 30 

IscU-F CATGCCATGGCATACAGTGAAAAGGTGATC 30 

IscU-R TGACAAGCTTGTGTGCCGCCTGGGCACT 28 

IscS-F CATGCCATGGACATGACGCGCAGCATTTATC 31 

IscS-R GCAGAAGCTTCGGTGCGCAAGAAATCGGG 29 

 
1.3  重组蛋白的表达与纯化 

将阳性克隆质粒 10 μL 转入大肠杆菌感受态

细 胞 BL21(DE3) 中 , 将 转 化 产 物 接 种 至 含 有

50 mg/L 卡那霉素的 LB 培养基中培养过夜后, 按

1:50 比例稀释后转到 500 mL 含有 50 mg/L 卡那

霉素的 LB 培养基中扩大培养 OD600 接近 0.6, 加

入 0.5 mmol/L IPTG 后室温诱导蛋白过夜。离心

收 集 菌 体 后 重 悬 细 胞 于 缓 冲 溶 液 (20 mmol/L 

Tris-HCl, 500 mmol/L NaCl, pH 8.0), 用匀浆器均

匀分散沉淀, 倒入细胞机械破碎仪破碎细菌。将

得到的细胞悬液离心收集上清, 利用 GE 公司的

AKTA 蛋白纯化仪的镍亲和层析柱进行分离纯

化。纯化结束后用 SDS-PAGE 检测蛋白的纯度及

大致分子量。 

1.4  蛋白体外结合铁的实验 
在纯化后的 IscA 中加入 10 mmol/L 的 EDTA

和 2 mmol/L 的 L-半胱氨酸, 在 37 °C 温育 30 min

后用 GE 公司的脱盐柱脱盐制备 apo 形式的 IscA 

(apo-IscA)。将 50 μmol/L 的 apo 形式的 IscA 和

2 mmol/L 的 DTT 混合均匀, 在体系中加入不同

浓度的硫酸亚铁铵 (0、6.25、12.5、25、50、

100 μmol/L), 在室温放置 30 min 后用脱盐柱进行

脱盐除去体系中的 DTT 和未结合的硫酸亚铁铵。

结合了铁的 IscA 命名为(Fe-IscA)。通过 IscA 在 

315 nm 的特征吸收峰来表征 IscA 对铁的特异性

结合[8]。 

1.5  铁硫簇在 IscU 上的体外组装 
将 50 μmol/L 的 IscU、1 μmol/L 的 IscS 和

2 mmol/L 的 DTT 加入到含 500 mmol/L 氯化钠和

20 mmol/L Tris (pH 8.0)的缓冲溶液中。加入硫酸

亚铁铵或 Fe-IscA 作为铁硫簇组装的铁供体。反

应体系在 37 °C 预热 5 min 后加入 1 mmol/L 的

L-半胱氨酸催化 IscS 脱硫开始铁硫簇的组装。设

定反应温度 37 °C 进行紫外可见分光光度计扫描, 

间隔 2 min, 共扫描 10 次。通过 IscU 在 456 nm

的特征吸收峰来表征铁硫簇在 IscU 上的组装[9]。 

2  结果与讨论 

2.1  重组蛋白的诱导表达及纯化 
将构建好的重组表达质粒 pET28b-IscA、

pET28b-IscU 和 pET28b-IscS 分别转入宿主菌

E.coli BL21(DE3), 经 IPTG 诱导表达。将表达后

的菌体离心经细胞机械破碎仪破碎后, 离心取上

清利用 GE 公司的 AKTA 蛋白纯化仪进行纯化。 

经纯化之后的 IscA 呈现棕红色, SDS-PAGE

电泳显示其相对蛋白分子量约为 11 kD (图 1A), 

紫外扫描图谱发现其在 315 nm 和 420 nm 处各有

一个特征吸收峰(图 1B)。 
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图 1  IscA蛋白的 SDS-PAGE电泳图和紫外扫描图谱 
Fig. 1  Coomassie blue-stained SDS-PAGE and UV-vis 
spectrum of IscA 

 
经纯化之后的 IscS 呈现亮黄色, SDS-PAGE

电泳显示其相对蛋白分子量约为 46 kD (图 2A), 
紫外扫描图谱发现其在 416 nm 处有一个特征吸

收峰(图 2B), 证明纯化的 IscS 是一个含 PLP 辅基

蛋白的特征吸收峰[19]。 
经 纯 化 之 后 的 IscU 蛋 白 没 有 颜 色 , 

SDS-PAGE 电泳显示其相对蛋白分子量为 16 kD 

(图 3A), 同时紫外扫描图谱证实由 LB 纯化出来

的 IscU 上没有铁硫簇形式的存在(图 3B)。 

2.2  蛋白体外结合铁的实验 
为了考察 IscA 和 IscU 对铁的结合能力, 我们

对其进行体外铁的结合实验, 利用蛋白在 315 nm

处的特征吸收峰来表征蛋白对铁的结合能力[10,20]。

发现 Apo-IscA 蛋白在 315 nm 仅有一个很小的吸 

 
图 2  IscS 蛋白的 SDS-PAGE 电泳图和紫外扫描图谱 
Fig. 2  Coomassie blue-stained SDS-PAGE and UV-vis 
spectrum of IscS 

 

图 3  IscU蛋白的 SDS-PAGE电泳图和紫外扫描图谱 
Fig. 3  Coomassie blue-stained SDS-PAGE and UV-vis 
spectrum of IscU 

 
收峰, 说明它体内含有极少量的铁。把 Apo-IscA

和 DTT 混匀之后, 在反应体系中加入不同浓度的

硫酸亚铁铵在室温反应 30 min, 反应体系脱盐后

的紫外扫描图谱如图 4A 所示, 可知 IscA 在体外

具有较强的铁结合能力。随着反应体系中亚铁浓

度的增加, 蛋白在 315 nm 处的吸收峰也不断增

加。当加入的亚铁浓度(25 μmol/L)达到 apo-IscA

浓度(50 μmol/L)的 1/2 时, IscA 对铁的结合基本达

到饱和。图 4B 中的 1 号曲线为 50 μmol/L IscU

反应体系中不加硫酸亚铁铵的紫外扫描图谱, 2

号曲线为 50 μmol/L IscU 反应体系中 100 μmol/L 

硫酸亚铁铵的紫外扫描图谱, IscU 反应前后图谱

并没有出现明显变化, 分析可知纯化出的 IscU 没

有结合铁的能力。这与大肠杆菌中 IscA 和 IscU

对铁的结合能力结果是一致的[20]。 

2.3  铁硫簇在 IscU 上的体外组装 
从上面的实验中我们发现 ISC 铁硫簇合成系

统中 IscU 不具备结合铁的能力, 而 IscA 则具备

较强的铁结合能力, 因此推测 IscU 可能作为铁硫

簇组装的支架蛋白, 而 IscA 可能作为铁的供体参

与铁硫簇的组装。为了验证这一推论, 我们对

IscU 进行了体外铁硫簇组装的实验。在 LB 培养基

中纯化的 IscU 不带有铁硫簇结构, 但可以作为铁

硫簇组装的支架蛋白参与铁硫簇的组装。在图 5A 
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图 4  IscA 和 IscU 体外结合铁的能力 
Fig. 4   Iron binding activity of IscA and IscU in vitro  

Note: A: IscA; B: IscU. 
 

    

图 5  不同铁供体条件下铁硫簇在 IscU 上的组装 
Fig. 5   Iron sulfur cluster assembly in IscU 

Note: A: 50 μmol/L Ferrous ammonium sulfate; B: 100 μmol/L Fe-IscA. 
 

中, 50 μmol/L 的 IscU 中加入 50 μmol/L 的硫酸亚

铁铵做为铁硫簇组装的铁供体, 利用 IscS 在 L-

半胱氨酸作用下催化脱硫为铁硫簇的组装提供

硫。随着反应时间的增加, IscU 在 456 nm 出现一

个逐渐升高的吸收峰。456 nm 是[2Fe-2S] 蛋白的

一个特异性吸收峰, 说明铁硫簇成功地在 IscU 上

形成了组装[9,21]。图 5B 是以 100 μmol/L 的 Fe-IscA

作为 IscU 铁硫簇组装的铁供体的紫外图谱, 研究

发现 Fe-IscA 在体外也能将结合的铁传递给 IscS, 

并在 IscU 上合成铁硫簇, 具体表现在 456 nm 位
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置的 IscU 上铁硫簇特异吸收峰的逐渐增高。但是

和外加的游离状的硫酸亚铁铵相比, 与 IscA 结合

的铁由于蛋白的储存和缓冲作用, 提供给铁硫簇

合成的速度更慢。     

3  结论 

本文成功地克隆表达了嗜酸氧化亚铁硫杆菌

ISC 铁硫簇组装系统的 3 个关键蛋白 IscS、IscU

和 IscA, 发现 IscS 在 L-半胱氨酸作用下催化脱硫

为铁硫簇的组装提供硫, IscA 具有较强的铁结合

能 力 , 在 体 外 能 结 合硫 酸 亚 铁铵 形 成 担铁 的

IscA, 同时担铁的 IscA 能将结合的铁传递给 IscS, 
并在支架蛋白 IscU 上完成铁硫簇的生物合成。以

上结果为下一步研究 A. ferrooxidans 铁硫簇的表

达调控机制和电子传递模型提供了依据, 对进一

步揭示 A. ferrooxidans 铁硫代谢途径的运行机制

具有重要的理论意义。 
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