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提 要

鱼腥藻 � � � 。从光转暗不同时间后
,
照光检测固氮活性的损失速度与氧量直接相关

。

在黑

暗 �� 小时后
,

复光时的活性恢复被氧霉素
、

氯化按或 �� 一钧℃ 空气氧所阻遏
,

黑暗中生成的

酶易被氧失活
。
在光下和黑暗中短时暴露于不同氧压时

,

黑暗中氧引起固氮活性的下降比光

下快得多
。

抗坏血酸大大减少高氧引起的失活
,

高温可能增加固氮酶活性对氧的敏感性
。

在

光下 � �� � �
,

处理 �� 。分钟
,

活性没有进一步下降
,

也没有活性的恢复
,

没有观察到构型保护
。

讨论了环境条件与氧保护的关系
。

关键词 氧
,

固氮
,
鱼腥藻

固氮鱼腥藻的自然群体长期适应于光暗周期的改变
,

它们所固定的氮绝大多数是在

光下进行的川
�

柱抱鱼腥藻和多变鱼腥藻的固氮活性随光暗周期而升降卿
�� 。

暗固氮活

性下降的速度取决于黑暗处理前光照的强度和碳源的提供状况�� 。

而 � � � 库在短时黑

暗时是相对稳定的 �� 。

而胶球藻在暗中 �� 小时后固氮活性的消失不是由于碳源的耗尽
,

也不是由于 � � � 库的减少
。

已有报道指出
,

黑暗抑制胶球藻固氮酶的合成
,

黑暗 � 小时

后
,

酶的合成几乎完全停止
,

而在光下 � �� 务 � ,
中

,

固氮酶的合成速度不受氧的影响
,

提高氧压主要使已合成的酶失活
�� �� 。

氧并不阻遏多变鱼腥藻氧敏感突变种铝铁蛋 白的合

成
�� , ��

本文研究光
、

暗及高温 ��� 一 �� ℃ � 下不同氧含量对鱼腥藻 � �� 。固氮活性的影响
,

黑

暗期间固氮酶是否易被氧所失活
,

试图说明鱼腥藻 � �� � 防氧保护固氮酶的能力与光
、

暗
、

温度的关系
。

材 料 与 方 法

藻种及培养
�
鱼腥藻 �� � �

� 。, �
� � � � � 如前文所述山 用不加结合态 氮的 �� ��� 和

� � �� 基本培养基静止照光培养
,

光源为三支�� 瓦 日光灯
,

藻龄 , 一 �� 天
。

� �  � 年 � 月 � 日收到
。
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黑暗
、

温度及氧处理条件
�
详见各图表说明

。

通常将 � 毫升藻细胞悬液置于 � 毫升

反应瓶中
,

放在 �� ℃
,

光下或完全不透光的容器中振摇不同时间
。

不同氧量处理是先将反

应瓶抽真空后
,

注人不同配比的气体
,

注人藻液后放去多余的气体
。

温度处理在照光的恒

温水浴中进行
,

温度稳定 士 �
�

, ℃
。

固氮活性的测定
� 用乙炔还原法

。

在光下 �� ℃ 反应 �� 分钟
。

一般在氢气中加 �� 务

� �
�

� ,

活性按叶绿素
�
或蛋 白量计算

。

叶绿素
� 的测定 � 整细胞用 �� 多丙酮提取后光谱测定

。

蛋 白量的测定 � 整细胞用超声破碎后
, � , � �� � � 离心除去残渣

,

上清液中蛋白量用

� �� �� 酚法测定
。

溶氧量的测定
� 用 � �� ��� � �� 型生物学测氧仪测定

。

结 果 与 讨 论

�一� 光暗下不同氧� 对固氮活性的影响

在空气中光照培养的有异形胞鱼腥藻 � �� � 藻液中的溶氧量通常是超过饱和溶氧 量

的
,

每毫升培养物含 � � � � � � � �

以上
,

但藻细胞能活跃固氮
。

一旦在空气中转人黑暗
,

经

过不同时间暗温育 ��� ℃ �后
,

再在光下检测固氮活性
,

其活性随暗期的延长而迅速下降
。

如果在氨气中
,

暗温育 �
�

� 小时
,

活性没有任何减少
,

黑暗 � 小时
,

保持原来在光下活性的

�� 关左右
,

甚至黑暗 � 小时
,

尚有原来活性的 � �多左右
,

而在空气中黑暗 � 小时
,

活性已

降至近零值�表 工�
。

��� �� 等人应用铝铁蛋白免疫抗体测定的结果表明
,

鱼腥藻用氯霉素处理
,

在不 同氧

压下钥铁蛋白免疫交叉反应物质的丧失速度与氧压相关
,

在微氧条件下
,

交叉反应物的半

衰期为 �� 小时
,

在空气中为 �� 小时
,

在 � �� 多 空气氧量下为 �
�

� 小时
。

而固氮酶活的丧

失速度比交叉反应物丧失的速度快山
� 。
看来

,

在空气氧下黑暗时
,

一方面固氮酶的合成受

阻
,

另一方面已合成酶迅速被氧失活
。

为了解在黑暗中不同氧量对固氮酶的失活速度
,

尽量减少黑暗对固氮酶的抑制
,

在以

下的实验中将黑暗时间缩短至 �� 分钟
。

比较光下和暗中不同氧量预处理对固氮活性的

影响
。

将在空气中光照培养的藻液移至玻璃瓶中
,

抽气除氧并注人氢气后
,

立即放在含不

衰 � 在有饭及厌妞亲件下燕暗时
, 固掩活性下降的 比较

� � �
�

� � � , � � � � ���� � � � � �� � � ��� �� � �� � � � � �三� � � � 祖
� � � � � �� � � � � ���� � � � � � � � � � � � � , ,

� �暗前活性

黑暗时间〔小时� ��
�

� 一 一兰翌竺竺
�

竺
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,
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注 � 枪测条件光照
, �� � �

�
�

� ,
在 � � 中 �� ℃ �� 分钟

。

� � � � � � � � � ���� � �� ��� � �
,
� �� � �

�
�
�� � � � �℃ , �� � ��

·
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同氧量的反应瓶中
,

在 �� ℃ 黑暗或光下振摇 �� 分钟
,

接着用氨气置换氧
,

注人乙炔在光

下检测固氮活性
,

�� ℃ 反应 �� 分钟
。

如表 � 所示
,

当气相氧量为空气氧量一半时 ��� 并

� �

� �� 多�� �
,

仅黑暗 �� 分钟
,

固氮活性下降 �� 多
,

当氧量为 �� 多时
,

下降 �� 多
,

当氧

量 为 �� 务 时
,

下降 �� 多
,

当氧量为 �� �多时
,

活性丧失 �� 关 以上
。

然而当气相为 �� �多

� � 时 �藻液中残余溶氧为 ��
� � � 岛广� ��

,

暗处理 �� 分钟没有导致固氮活性的下降
,

这

与表 � 结果是一致的
。

可见环境中氧量的多少与黑暗中固氮活性的维持有密切关系
。

在

暗中即使氧量低于空气氧的一半时
,

细胞也不能防止氧对固氮酶的失活
。

如果以在光下

�� 外氧处理作为对照 �鱼腥藻在光下适应的氧压� 那么当气相氧量提高至 �� 多
,

处理 ��

分钟�溶氧量为 � � �� � � � � � ��
,

细胞 中尚存 �� 并的固氮活性
,

而在暗中作相应处理后

仅存 �� 多 的活性
。

即使气相氧量达到 � �� 多 �溶氧量为 ��� � � � 氏 � � ��
,

在光下剩余的

活性也高于在暗中相同氧处理后剩余的固氮活性 �表 � �

农 � 在光下或暗中不同权� 短时处理的失活效果

� � �
�

� � � � � � � � ���� � � � � � � � ��� ��� ���� 沙 �� 
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用 100 外 0 2 处理 15 分钟的前后分别增加一次短时的黑暗期 (在氢气中)
,

以观察

100 多 0
2
处理前和处理后的黑暗对固氮活性的影响(表 3)

。

结果表明
,

1
00 多 O

J
处理前

的短暂黑暗增加氧的失活作用
,

这与上述的结果是一致的
,

也就是在暗中防氧能力下降
。

最近已有报道指出
,

在光下用 100 多 O
:
处理 30 分钟

,

并不影响鱼腥藻的光合磷酸

化
、

光合放氧及标记氨基酸的渗入等生理过程
,

而是直接使细胞内的固氮酶组分失活[13]
。

当然不能排除在高氧下
,

提供给固氮酶的还原剂或电子传递蛋白被氧化
。

至于在高氧下

固氮酶的失活是可逆的还是不可逆的
,

目前有不同的看法t’, 13]
。

如果暗预处理固氮活性的下降主要是由于还原剂和能量供应不足
,

那么
,

在厌氧条件

下黑暗 2
.
5 小时

,

固氮活性也应有所下降; 但没有观察到活性的减少
,

直至 9 小时尚有较

高的活性
。

以上结果表明
,

当空气中黑暗时
,

固氮酶易被氧迅速失活
。
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表 3 100 % 0
:
处理之前的黑暗期使暇的失活作用增 加
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( 二) 经 12 小时暗期后固氮活性恢复的条件

经 12 小时暗期〔在空气中
,

3D ℃)后
,

固氮活性已降至最低值
。

一旦恢复光照
,

活性

逐渐呈线性回升
。

复光后 , 一8 小时
,

活性恢复到黑暗前的水平
。

1

.

氯霉素的影响 当恢复光照时
,

加人氯霉素 (50产g / m l)
,

抑制蛋 白质合成
,

乙炔还

原活性在复光后没有任何增加
。

延长时间后
,

剩余的活性进一步下降(图 1)
。

2

.

N 氏Cl 的影响 在复光时
,

加人氯化铁
,

如氯霉素处理一样
,

完全消除了乙炔还原

活性的恢复(图 1)
,

氯霉素或氯化铁处理
,

活性均不能恢复的结果表明
,

复光时活性的恢

复涉及蛋白质(可能是固氮酶本身 )的重新合成
,

这与胶球藻用 100 多 0
,

处理 12 小时后
,

固氮活性的恢复受氯霉素和氯化钱阻抑的结果类似
汇6 , 。

3

.

温度的影响 将黑暗 12 小时后的培养物放在 38 一40 ℃ /空气氧条件下恢 复 光 照

.~~阅
,

口
曰
40 0
.

一
一
N H

4
C I (s m m

o 丁/D

氯霉素 (50刀g /m l}

300200J00

0 1 2

重新煦光11寸!,l刁(小时) 30
’

C

R
e

i l
l
u

m i
n a

t i
o n

t
一
m
e

(h )
3 0

加tt-\三任\
,

H
z甘一。日‘uo�1。nP。�。u四公巴叫

讨秘断吉帜椒\人哈\
,

H
N口一。任口履�旧琪阅

八厂了加 。, , 、、才
·

岭
: 尸

, , L‘

o
C

乙石) 3 p 份

图 1 氯霉素
、

氯化钱阻抑暗期后固氮活性的恢复

Fig 1 C hloram phen icol and N H ; inhib ited th e rec0Very of nitro genase activity a奴e r d a rk n ess ( h )
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R eillu m ination t湘e (h )

图 2 12 小时暗期后高温 (38 ℃)和氧对固氮活性恢复的影响

Fig 2 T ho effect o f higher tem peratu re (38℃)
and o xygen on recovery of nitro geo ase

aetivity aft er dar如
e:: (12h)

时
,

没有观察到乙炔还原活性的恢复
。

活性保持在黑暗结束时的最低水平上
,

类似于氯霉

素和氯化按处理的结果 (图 2)
。

为判明 38 一40 ℃ 是否使固氮酶失活
,

将在 28 ℃ /空气中培

养的藻液分别放在 25
,

3 0
,

3 ,
,

4 0 ℃ 检测乙炔还原活性
,

分别为 9一6
,

1 1 3

,

1 9 0
,

2 0 6

n
m ol C

:

H

。

/ 分钟/毫克叶绿素
a。可见 38 一40 ℃ 温度并没有使已形成的固氮酶失活

。

此外
,

我们进行了变温试验
,

将 38 ℃/空气氧中的培养物转向 28 ℃/空气氧中时
,

乙炔还原活性

恢复
,

但变温时
,

加人氯霉素 (25 微克/毫升)则活性不能恢复
,

暗示活性的恢复涉及蛋白

质的重新合成(结果未列出)
。

已有报道指出 38 一40 ℃ 温度阻抑肺炎克氏杆菌固氮酶的

合成[7J
。

我们认为在空气氧条件下
,

38 ℃一40 ℃ 温度也可能阻遏了鱼腥藻固氮酶的 合

成
。

与肺炎克氏杆菌不同
,

有氧时
,

温度对鱼腥藻 7120 的影响才表现出来
。

在氢气中

38 一40 ℃ 温度下并不影响黑暗后复光时活性的恢复
。

似乎是高温增加了固氮对氧的敏

感性
。

应 当指出
,

不同固氮蓝藻对温度的适应性不同
。

如 A o bae o sp c入 最适的生长

温度为 39 ℃
。

( 三) 10 0多q 处理后固氮活性的恢复

鱼腥藻 7120 在光下用 100 多0
:处理 30 分钟后

,

固氮活性迅速下降
,

活性损失 8, 多

左右
。

如果延长 10D 并场 处理时间至120 分钟
,

活性没有进一步下降
,

而是保持在低的稳

定水平 (图 3)
,

作者没有观察到 Pi en ko
s[13 l 等在 A na ba胡a sp C A 中所观察到的现象

,

即

在 100 外 0
:
中延长处理时间后

,

固氮活性恢复
,

比活性逐渐增加
。

他们认为这是鱼腥藻固

氮酶存在构型保护的一个证据
。

作者的结果与 M ull ine au
x
等用胶球藻实验的结果一致

,

他们指出
,

延长 100 务 0
2
处理至 4 小时

,

虽然固氮酶继续合成
,

但检测不到乙炔还原活

性
。。」o
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图 3 100 % 0
:
处理后固氮活性的恢复

F ig 3 R eeov ery of nitro g enase aetivity aft er 100% o : treatm ent

鱼腥藻 712。用 100 % 0
:
在 30 ℃ 照光振摇处理 30 分钟

,
然后在不同氧量和温度条件下恢复

。
。

分钟表示氧处理前的活性
。

30 分钟点是处理后的活性

T reat, n e n t o
f A

n a
b

a e n a
7 1 2 0 w i

t
h 1 0 0

%
0

: a t 3 0 ℃ in 11沙t
and :ha址。9

for
3 o m i

n ,
t h

e n s

r e e o v e r y u n
d

e r
d 王ffe re n t ox

yg eo eo n te o t a n d te m p
, r a t u r e s

0 m i
n b e

i
o g t h

e a e t
i
v
i
t y b

e

for

e

o x y g e n
tr

e a t
m

e n t a n
d 3 0 m i

。 ,

th
e a c t

i
v

i
t y a 丘e r o x y g en tre a tm e n t

·

G
all on 和 H am adi 以及 Pi en ko s 等都已证明用 100 % 0

:
处理后

,

一转人空气氧中
,

固氮活性恢复
,

但活性的恢复被氯霉素和 N H 月

阻抑
,

表明活性的恢复涉及蛋白质的重新

合成
。

作者用 39 ℃ /空气氧处理
,

经 60 分钟后
,

固氮活性的恢复被阻抑
,

但在 100 多A
r

中 39℃ 温度不能阻止活性的恢复
。

这与黑暗 12 小时后复光时温度的影响效果 是 类 似

的
。

但其影响有滞后期
。

( 四) 抗坏血酸在高氧和暗中的保护作用

依据上述观察
,

作者试图了解
,

在高氧或黑暗条件下外加一些可能参与细胞氧化还原

的物质能否缓和氧的失活作用
。

在 30 ℃/空气氧条件下黑暗 30 分钟期间
,

加人 sm m ol /L

抗坏血酸钠活性少损失 20 多
。

为此进一步检查在高氧下照光时
,

外加抗坏血酸的保护效

果(表 4)
。

结果表明
,

在 100 % O
〕

中
,

固氮活性为在空气氧中活性的 14
.
8多

,

但在此条件

下加 sm m ol压 抗坏血酸后
,

活性为对照的 38 外
。

在光下 用 40 务0
2
处理时

,

加人抗坏血

酸后氧的失活作用完全被屏蔽
。

抗坏血酸是鱼腥藻细胞中的一种还原剂
,

我们 已证明它

存在于细胞中
,

它参与细胞氧化还原的机制尚不清楚
。

但外加抗坏血酸钠确能减少黑暗

中或高氧条件下氧对固氮活性的抑制
。

这暗示
,

在暗中或高氧下进人细胞的氧量增多
,

但

没有足够的还原剂清除氧
。

有异形胞固氮鱼腥藻防氧保护固氮酶的机制是一个尚有待阐明的问题
。

目前比较一

致的看法是异形胞本身不放氧
,

但氧是可以进人异形胞的
。

细胞在其结构上如何减少氧
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表 4 高级t 下抗坏血酸对固氮酶的保护

T ab
.
4 A , e o

rb
a t e p

ro
t e e t : n

i t ro
g e n a s e

fro
m h i沙

oxygen eootent

处理条件
Treatln en t eon ditio ns

乙炔还原活性
A ee妙len e reduct兔ou a e ti

v
ity

百分活性
%
aetivity

对照 , 在空气中
C ont功l

,
i n a i r

1 8 0
1 0 0

加 , m m ol ZL 抗坏血酸
,

在空气中
A :eorbate ( sm m

ol/L )
add ed in air

208
。

3 1 1
5

在 40% 0 2 中
In 40% 0 2

13 3 7 4

在 40 % 0
2
中

,
加 , m o ol / L 抗坏血酸

A seorb ate ( srn m
ol/L )

add ed in 40% 0 2

在 100% 0
2
中

In 100% O :

在 100 % 0
,

中加 , m二1/L 抗坏血酸
A , e o r

b
a t e

(
, m m o l /

儿
)
ad d e d in 1 0 0 % 0

2

20 8 1 1 5

26
。

7 1
4

。

8

38
6 8

注 : 处理和检测条件 在光下 30 ℃ 振摇 30 分钟
,
并在此条件下加 10 % 乙炔反应 30 分钟

。
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t h
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d d

e
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1 0
%

C
:
H

: a n
d

r e a e t e
d fo

r
3 0 m i

o
.

活性表示
nm ol C

ZH Z/分/m
g 叶绿素

a

^ etiv i:y 15 d efi。 。
d

a : n
m

o
l
e s C

:
H
:

/
m i

n

/
m g e

h l
a

扩散进人细胞
,

以及通过什么途径清除细胞中的氧
,

以维持固氮酶所要求的厌氧环境
,

这

是防氧保护机制的两个方面
。

不同研究者对此意见各异
,

没有定论
。

异形胞是鱼腥藻固

氮的主要场所
,

但成熟异形胞的分化是需氧的
,

而且最近有报道指出
,

提高氧压时
,

有适应

保护机制的存在
‘8] 。
可见防氧与需氧是保护机制的两个方面

。

在光
、

暗
、

高温及不同氧量下
,

氧进人细胞的速度及其被清除的速度可能有明显的差

别
,

而细胞膜的结构与功能在其防氧保护机制上可能具有重要作用
,

并且受到光
、

暗
、

高

温
、

高氧条件的影响
。

作者在前文中已指出
,

鱼腥藻 7120 细胞中有膜防氧保护系统闭 。

我

们将继续报道膜结构的完整性与防氧保护机制的关系
。
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