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四哇 �� ��
� � � �� �� � �对固氮鱼腥藻

固氮和氢代谢的影响
‘

程双奇 廖水发 莫熙穆
�华南师范大学生物系

,

广州 �

提 要

固氮鱼腥藻 ��。加。
。
�� �� �� �� �� 细胞能还原无色的 � � � 和 � � � 分别成为红色或蓝

色的甲塔 ���� � �� �� � 沉淀
。

异形胞还原 � � � 的速率高于营养细胞
。

前异形胞及异形胞附近

的营养细胞对 � � � 的还原作用最强
。

而异形胞对 � �� 不起还原作用
。

无论在异形胞形成红色甲膳或在营养细胞形成蓝色甲磨后都抑制固氮酶活性
。 � �� 甲膺

对固氮酶活性的抑制作用大于 � � � 甲磨
,

因为 � �� 氧化还原电位低于 � � �
。

� � � 和 � � � 两者都明显地抑制固氮鱼腥藻完整细胞的放氢
。

因鱼腥藻的放氢是由固氮

酶催化的结果
。

四哇抑制放氢推想是由于它截取了固氮酶催化系统中的电子的缘故
。

固氮微生物�包括蓝色细菌和根瘤菌�对四哇还原与吸氢酶之间有无相关是一个争论的问

题
。

一些学者认为分离豆科植物体的一些根瘤菌株培养于含有 � � � 的琼脂培养基
,

如还原
,

便可证明这些根瘤菌株能氧化氢 �换言之
,

应用 � � � 的还原可作为一些根瘤菌的菌落具有吸

氢酶的验证
。

相反
,

我们发现固氮鱼腥藻还原 � � � 和 � � � 之后
,

都没有影响吸氢的能力
。

因此
,

我们推想固氮鱼腥藻对四哇之还原与吸氢酶是没有直接的关系
。

柱抱鱼腥藻 �刀
� �� � � � � 即��� � � ��� � 兼有固氮和放氢现象已为 � � � � � � � � 和 �

� �  �

��� � � �
〔峨,
所发现

。

随后 召� ��� 等 ��� � �
� ,

�� � � � ��
, , ,
�研究其氢酶与固氮酶的相互关系

。

他们认为吸氢酶 �
� �� ��� ��击�� ��� �

�� 促使氢再利用
,

有利于固氮作用
。

�� � 等 �� � � � ���� 用 � � � 和 � � � 处理柱抱鱼腥藻
,

时间愈长
,

细胞内形成甲腊的

百分率愈大
,

其固氮活性随之愈为降低
。

王业勤等 �� � � ��
汇幻
报道了在空气中不能固氮的

鱼腥藻突变种的分离和特点
,

这种突变种必须在微氧条件下才能固氮
,

而且其固氮活性很

低
,

故还原 � � � 的能力也很弱
。

这些试验都说明有异形胞的蓝藻对四噢的还原与固氮

活性之间有密切的联系
,

但对鱼腥藻等固氮蓝藻尚无应用四哇检验其吸 氢酶活性 的 报

道
。

� � �� � 等 �一� � � �
〔, ‘,和 � � � � � 等 ��� � ��

〔, , ,
分别论述了在大豆和绿豆根瘤菌菌落还原

� � � 者中
,

其吸氢酶活性也较高
,

可应用此方法筛选有吸氢酶的菌株
,

认为将可能有实践

意义
。

程双奇等 ���� ��
『�� 对固氮鱼腥藻在一般条件下的固氮和氢代谢进行了研究

。

本

文报道固氮鱼腥藻对四哇还原与固氮和氢代谢的关系
,

着重探讨四哇与固氮微生物吸氢

�

杨挺同志参加测定 工作
。

� �  ! 年 斗月 �� 日收到
。
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酶的关系问题
。

材 料 与 方 法

材料 固氮鱼腥藻 � � � �� 由中国科学院水生生物研究所提供
,

纯培养 � 天后可供

试验
。

培养方法同前 ��� �  �
〔, ,

检查四哇还原反应的方法 取固氮鱼腥藻匀浆一滴放在凹面载玻片上
,

随即滴 �一�

滴 �
�

�多的氯代三苯四氮哇 �� � � � 和氯化硝基四氮哩蓝 �� � � � 溶液
,

然后在 � �� ��
�

下光照
,

温度为 �� ℃
,

经过一段时间 �不同间隔时间�
,

加含有 �� 多戊二醛磷酸缓冲液
,

�� �
�

� ,

即可在光学显微镜下检查异形胞和营养胞形成 甲腊沉积的百分率
。

固氮
、

放氮和吸氢的测定 � � � 和 � �� 溶液分别加入固氮鱼腥藻 � ��� � 的匀浆

中 �细胞完整未破碎�
,

最终浓度为 �
�

� � 务
,

在 � �
,

� � �一� �
,

� � � ��
, � � �� 进行磁搅拌

。

隔

一定时间取出一定量的匀浆离心沉淀
,

用新鲜培养基洗 � 次
,

然后将细胞悬浮并用新鲜培

养基调整至原来的浓度
,

分别进行乙炔还原
、

放氢和吸氢试验
,

其测定方法同前 ���  ���� 
。

结 果

�一� � � � 的还原

固氮鱼腥藻 � �“� 在 � �� ��
� ,

�� ℃ 和有氧条件下
,

用 � � � 处理 �� 分钟后即被

还原成红色的甲瞻沉积在细胞内
。

沉积细胞的数量随着时间的延长而增加 �表 ��
。

从表

� 可以看出
, � � � 在异形胞内被还原的速度快于营养细胞

。

反应 �� 分钟即有 �� 多 的

异形胞出现甲瞻沉积
,

而此时营养胞仅有 �
�

� 务
。

反应 �� 分钟 时 异形 胞 甲腊 沉 积达
� �

�

�多
,

而营养胞只有 ��
�

� �
。 � � � 在异形胞和营养胞内还原速度的差异与这两种细胞

代谢特点不同有密切关系
。

农 � 固奴鱼胜城还原 � � � 的时程

� � �
�

� � �� � � � � ��� � � � � � � � � � � ��� � �� 汉
�
� � � � �‘� � � � � �

处处理时间�分��� 含甲胭的营养胞胞 含甲胭的异形胞胞
��� �� � � � � � � � � ! � � � � � � �� 一� ��� � � � � � � ��� � � � ��� � ��� �� � � � � � � �� ��� � � �� � � � �‘�� � ��� �� � � � � � �

�� ���
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Fa y 等 (1972)[ll] 的试验证明
,

柱胞鱼腥藻用 T T C 处理 2() 分钟即有 82 多 异形胞

出现甲曙晶体沉积
,

而我们试验表明固氮鱼腥藻 H B 686 的异形胞此时只有 31 多沉积
。

这

可能是由于这两种固氮蓝藻异形胞的包套和细胞壁的结构有差异所 引起的
。

( 二) N B T 的还原

N B T 原来是无色的
,

经还原后则变成蓝色的甲曙沉淀
。

我们的试验看到固氮鱼腥藻

H B6 86 用 N IB T 处理后在异形胞旁的营养细胞出现蓝色的甲曙沉积
,

离异形胞越近的营

养细胞蓝色甲腾沉积越明显 (图 1)
。

N B T 在营养细胞内所形成的 甲)潜不生成大的结晶
,

而是弥漫地分散在整个细胞中
,

在显微镜下难以统计其沉积细胞的百分率
。

值得注意的是固氮鱼腥藻 H B 686 用 N B T 处理之后异形胞没有出现甲曙沉积
,

虽

处理时间延长至 2 小时
,

仍无甲曙生成;而前异形胞 (pro he
teroc yst ) 则出现大量的甲曙沉

积
。

图 1 示固氮鱼腥 藻丝异形胞和 营养胞 内的 甲臀结晶
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( 三 ) T T C 和 N B T 对固氮活性的影响

我们用 T T c 和 N BT 溶液处理固氮鱼腥藻分别在 o
、

20

、

斗0
、

6 0 分钟取出一定量匀

浆测定其固氮活性
,

其结果如图2 所示
。

从试验结果可知无论是 T T c 或 N B T 处理固

氮鱼腥藻
,

前 20 分钟乙烯生
一

成量明显地下降
。

20 一40 分钟乙烯生成量亦趋下降
,

但较不

明显
,

40 一60 分钟基本趋于恒定
。

乙烯生成量下降的趋势与沉积 甲曙的细胞数有一定的

相关性(表 1 ,

图 2)
。

N B T 对乙炔还原的抑制作用比 T T C 更为强烈
,

反应 20 分钟后两者抑制作用的差

异已显示出来
。

到 60 分钟时其差异更大
,

这时 T T C 对乙炔还原抑制为 N B T 所抑制的

67多
。

( 四) T T C 和 N B T 对放氢和吸氢的影响

我们用 T T C 和 N B T 处理固氮鱼腥藻 H 召6 8 6 ,

发现四哩对固氮鱼腥藻放氢的抑

制分别达到 73 和 90 多
。

处理 60 分钟时
,

二者对放氢的抑制已分别在不同的水平上趋于

恒定
。

N B T 对固氮鱼腥藻放氢的抑制甚于 T T C 。

这种情形与对乙炔还原抑制的总趋势
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图 2 T T C 和 N B T 对固氮鱼腥藻 H B 6 86 对乙块还原的影响
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是一致的
。

由于固氮鱼腥藻细胞内存在着固氮酶催化的放氢和吸氢酶催化的吸氢作用
,

我们认

为固氮鱼腥藻的放氢量应是二者作用的净结果
。

为了探明 T T c 和 N B T 作用下固氮鱼

腥藻氢代谢的途径
,

我们进行了吸氢试验
。

从试验结果 (图 4) 看出 T T C 和 N B T 对固

氮鱼腥藻 H B6 86 的吸氢作用都没有明显的影响
。

讨 论

(一) T l
.
C 和 N B T 在固氮鱼腥藻 H B 686 细胞中形成甲瞻沉积问题

因为 T T C 和 N BT 是一类无色的低氧还电位指示剂 (T T C E
。 ‘

一 + 490 m v
,

N B T

Eo

’

一 + som v )
,

在细胞内可接受由脱氢酶催化所提供的电子而被还原成为有颜色的不

溶性沉淀物 甲籍
,

成为现代组织化学鉴定氧化还原酶的好方法
。

四哩既然是低氧还电位

的物质
,

它在组织细胞内可能成为酶催化的氧化还原反应的电子受体
,

干扰细胞内电子传
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图 3 T 丁c 和 N B T 对固氮鱼腥藻 H B6 86 放氢的影响

反应系统以氢为气相
,
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递系统
,

从而影响细胞内氧化还原的进行
。

Pe 盯se 等 (19 59)
〔
161 曾指出四哇在细胞 内被还

原成 甲腾能导致脱氢酶的抑制
。

B
r a

d l
e
y 等 (1971)

〔, , 和 D onze 等 (1972)
〔, 。J 的实验结果已表明鱼腥藻异形胞不存在

光系统 11 ,

不产生氧
,

并有较强的呼吸作用
,

使异形胞具有较低的氧分压
,

从而使细胞内

维持较低的还原状态
。

因此 T T C 在异形胞内比在营养细胞内较易被还原为 甲胳
。

N B T

则在离异形胞愈近的营养细胞蓝色甲胳沉积愈明显
。

尤其是前异形胞出现大量的 甲肥沉

积
,

离异形胞愈远则蓝色甲膀沉积愈少
,

其原因可能是 由于异形胞具有多层结构的胞膜
,

T T c 分子量较小 (M w 3 34
.
80 )

,

尚能透过
,

N B T 分子量较大 (M w 817 7)
,

不能透过 ;

而前异形胞无这种胞膜
,

N B T 分子量虽大仍能透过
。

接近异形胞的营养细胞比远离异
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图 4 T T c 和 N B T 对固氮鱼腥藻 H B 686 氢吸收的影响
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2

形胞的营养细胞具有较低的氧还电位
,

因此近异形胞的营养细胞较易还原 N B T 。

王业勤

等 (1981)
〔11
认为蓝藻细胞还原 T T C 形成 甲胳结晶的能力可衡量细胞中氧化还原状态

。

我们的试验结果支持这种看法
。

( 二) 关于固氮鱼强藻对四哇还原与固氮酶活性的关系问题

H orton (1968)
〔, , ,
和 B绝gi

ns
(1969)

‘5]
试验证明

,

在蓝藻中光合作用和呼吸作用具有

某些共同的电子传递和能量转换过程
。

固氮蓝藻的固氮作用的能源和还原物质主要是通

过光合作用而获得的
。

T T C 和 N B T 都是活泼的 电子受体
。

它们进人细胞后
,

一方面截

取还原物质的电子
,

减少细胞内还原物质的供应
,

使氧的还原受阻;同时异形胞(也包括营

养细胞)呼吸链的电子也未能最后传递给氧
,

A T P 合成受阻
,

从而减少 A T P 的供应
。

另

一方面固氮蓝藻的光合作用和呼吸作用与膜结构有密切的关系
。

Bi
sa 1

Pu
tr
。

等(1969)
〔6] 用

圆球念珠藻 (N os to
‘ s

P 乃ac rl’c
“m

) 为材料证明四哇还原产物
,

沉积在光合片层结构
,

因此

甲胳主细胞 内的沉积直接影响蓝藻细胞内电子传递系统
,

从而影响其固氮作用
。

T T C 首先在异形胞形成红色甲腊
,

因而抑制其固氮作用是较易理解的
。

至于 N BT

主要是在接近异形胞的营养细胞形成蓝色甲腊
,

推想是由于使营养胞减少对异形胞提供

还原物
,

从而抑制其固氮作用
。

总之 T T c 和 N BT 抑制固氮作用仍由于截取固氮作用过程所需的电子
,

从而降低

其固氮能力
,

而不是四噢与固氮酶 直接作用的结果
。

1.

1�.!IL‘,..‘‘-.卜L
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(三) 关于固氮微生物对四哇还原与吸氮酶有无关系的问题

按 M aier 等 (1975)
〔
141 的实验

,

含有吸氢酶的大豆根瘤菌株(未用 T T C 处理者)其吸

氢量随着温育时间的延长而增加
。

反之
,

无吸氢酶的根瘤菌株(也未用 T T c 处理者) 没

有吸氢现象
。

他们用 T T c 是否被菌株还原作为鉴别有无吸氢酶的手段
,

发现 T T C 很

容易被含有吸氢酶的菌株所还原
,

而 T T C 则不能被无吸氢酶的菌株所还原
。

但 M ai er

等说
,

还原 T T c 是否直接或间接与吸氢酶活性有关尚未确定
。

汪化等 (1984)
〔2 , 对紫云

英根瘤菌的吸氢试验
,

其结果是
:
吸氢的菌株和不吸氢菌株对 T T c 还原并没有多大差

别
,

他们对 T T c 还原与氢酶活性之间是否有专一性有所怀疑
。

遗憾的是 M
aie r 和 Pa hwa

等都未做过根瘤菌株还原了 T T c 之后对吸氢有无影响的实验
。

我们推想
,

如果 T T C 是直接被吸氢酶所还原而形成 甲腮
,

则吸氢量理应减少
,

而放

氢也理应增加
。

可是我们发现固氮鱼腥藻 H B6 86 分别还原 T T C 或 N BT 为甲胳后
,

吸氢量并没有多大变化
,

而放氢量不仅没有增加
,

反而减少
。

必然是由于 T T c 和 N BT

对固氮酶催化系统的抑制而引起的
。

正如 Bo th
e
( 19 78

a
)
〔月
所认为的蓝藻完整细胞的放

氢是由于 固氮酶作用的结果
。

由此我们可以得出这样的看法
:
鱼腥藻对 T T C 的还原与

吸氢酶没有直接的关系
。

P ah
w
a 的实验虽证明了不能还原 T

TC 的绿豆根瘤菌都无吸氢

酶
,

但是能还原 T T c 的根瘤菌并不全部都有吸氢酶
。

从 Pa hw
:
本人的实验亦难说明

T T C 的还原与吸氢酶有直接的关系
。

总之
,

固氮微生物对四哩还原与吸氢酶的关系问题
,

目前尚有争论
。

因此进一步弄清

这问题无论在理论和实践上都是有意义的
。
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