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作者以前报道过几种快速生长的固氮蓝藻在某种条件下能好气光放氢
，
其速度可以达到

光合放氧速度的 ��一���
，
但这种活性只有在不积累氢气的流动气相下或在短时间内发生

。

本文报道用亚硝基呱诱变所得到的 �“ ���� �

��
·

�如�� �� 的高光放氢突 变种—��� 和

���—的筛选和氢代谢特点
。
在达生长饱和光照以后

，
野生型的光放氢活性与光照强度的增

加成正相关
，
而其吸氢活性则与之成负相关

，
显示高光照强度可能抑制吸氢酶的活性

。
无论在

什么光强下
，
均测不到两个突变种的吸氢活性

，
暗示在突变种中

，
吸氢酶或有关系统受损伤

。

把

细胞固相化在琼脂上
，
在密闭系统中

，
高光强下培养 �� 个小时

，
两个突变种光释放和积累的氢

分别为野生型的 �倍�����和 �倍�����
，
后者等于氢占气相�����

�

的空气�的 �
�

��
。

两个

突变种在生长速度
、

叶绿素含量
、

乙炔还原活性以及光合放氧方面与野生型无明显不同
。
当以

含 ��一����� 的镍离子的培养基培养时
，
野生型的好气净产氢活性完全丢失

，
其吸氢活性却

增加约 �� 倍
。
培养基中镍离子的存在

，
对两个突变种的高光放氢活性则毫无影响

，
而且在此

情况下
，
仍测不出其吸氢活性

。

实验结果表明
，
这两个突变种系吸氢酶缺陷型突变种

。

在生物转化太阳能制氢以作为未来能源的研究中
，
丝状有异形胞蓝藻被视为最有希

望的生物之一
，
因为它放出的氢是来源于水的

，
而且催化光放氢的固氮酶�����������

�

�被

保护在异形胞 ����������� 中 〔� ，

���
。
然而

，

就在异形胞中
，

也并存着催化吸氢的氢 酶

������� ���������
��

�
，
它循环利用固氮酶所释放的氢

，
使净产氢量大大降低闭

。
因此

，
在当

今生物光放氢的研究中
，
学者们认为

，
选育生长快

、

固氮酶活性高而吸氢酶活性低的优良

藻种和诱变吸氢酶活性降低乃至缺陷型的高光放氢固氮蓝藻突变种
，
是今后应注意的工

作 〔�，，，。

�
本工作得到 ��

�

���� �，������� 的技术协助��
�

�

��
� ������� 曾参加部分诱变工作�此稿蒙黎尚豪教授

审阅和修改
，
在此一并致谢

。

����年 �月 ��日收到
。
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不久前
，
作者曾报道了两种生长快并具高光放 氢活 性 的 固氮 蓝藻 ���、 。 �

��
�

������� �� 和 ��网
。
继而发现

，
固氮蓝藻的净光放氢活性是严格依赖于藻类生长培养基

中的镍离子含量的����
。
本文报道固氮蓝藻 �、 ���� �

��
�

������ �� 的两个高光放氢突
’

变种的分离及其光放氢特点
，
这两个突变种均能够在正常大气条件下

，

随着细胞量的增

加
，

连续不断地进行较高的氢释放和积累�在密闭系统中
，

将细胞固定在琼脂培养基上
，

所

放出的氢气量可高达总气相 ��外��
�

的空气�的 �
�

�多
，

而且突变种的这种高光放氢活性

是完全不受培养基中镍离子的影响的
，

从整细胞生理特点上来看
，

这种突变种应属于吸氢

酶缺陷型突变种
。

材 料 和 方 法

生物材料 本实验所用藻种为 �，���。 ，� ���
�

������ ��
，

����� ������� 是 一

种海生
、

喜温
、

生长快
、

有异形胞的固氮蓝藻
�����

培养条件 藻种培养在含 �� 毫升无氮培养基 ���一�的硬质玻璃培养管中 ��� �

������
，
培养基含氯化钠量修改为 �克�升

。
生物生长量的 测 定

，

采 用 配 有 滤 光 片

�������的光电比色计
，
比浊法进行

。
异形胞在藻丝体中所占的比例

，

是在普通显微镜

下
，

计数至少 �� 条藻丝�大约 �
，

�� 。 个细胞�统计出来的
。
干重的测定是用 ����

����� 和

��
� ��

������� 的方法进行的
。
培养管置于 ��℃ 的玻璃恒温���℃�培养箱中 ，

两侧各以 �

支 ���������八��� 日光灯做光源
，
灯管距培养箱的距离是 �

�

�厘米
，

表面光强为 ���

娜�心
·
��� 。

�需要时
，

加铜丝网改变光强�
。
培养物连续照光

，

并通以含约 �并 的二氧化

碳的过滤空气
。
整个培养保持无菌条件�划平板检测�

。

突变种的筛选 基本上参照 ����� 等所报道的方法进行
汇�� ，
亚硝基孤作为诱变 剂

，

使用浓度为 �� 微克�毫升
，
处理过的细胞铺在以含有 ����� 的氯化镍 �����

�
·

��
���的

���
一�无氮培养基所制成的琼脂平板上

。
将铺好平板的培养皿置人充有 �务��

�

空气的

密封玻璃罐中
，

置于 ��℃ ，
光下培养

，
大约一个星期之后

，

挑选幸存细胞长出的藻群落
，
并

分别再制平板
，
如此反复挑选

、

制板
，
直至分纯�然后

，

挑选纯化群落接人含同样培养基的

培养管中
，
进行液体培养

，
待细胞生长到一定浓度�大约 � 一 ��并

，

相当于 �
�

��毫克干重�

毫升�
，
分别取 �毫升液体培养物

，
置人预先消毒好的 �毫升带橡皮塞的密封管中�管中气

相为含 �多��
，
的空气�

，

置于 ��℃ 具光摇床上培养 ，
尔后随时抽样用气相色谱法检测氢

气的形成
，

筛选出产氢管号
，

进一步接种
、

分离
，
培养至稳定

。

乙炔还原分析 所用方法见过去所述���
。
乙烯的生成是从 �毫升反应管 �生物样

品 �毫升
，
乙炔量 占气相的 ��务�

，

抽取 ���毫升气相样品注人 ����� ����� ������ 气

相色谱仪
，
柱体积为 ���� �

·

���厘米�
，
担体为 ���������� ���

，

柱温 ����
，
以氦气作载

气
。

氢的测定 用极谱氢电极法测定����
，
将 ���� 型电极插人体积为 �

�

�毫升具有恒温

水套的电极槽
，
电极槽内含物用一个小的磁力搅拌棒连续搅拌

，
电极信号用 ��� �型微电

流计放大
，

并接自动记录仪
。
作用光是由具 ���

一��� ��� 瓦灯泡的幻灯机提供的
，
中

间隔以 ��
一��一�滤热透光片 �灯泡电压固定在 ��� 伏� 电极槽表面的人射光强�����拜��
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澎
·
����用铜丝网衰减变化

。
累积光产氢是用 �，��型气相色谱仪测定的

，
热导池检测

器
，
��������� 作为担体

，

柱体积为 ���� �
�

���厘米�
，
柱温 ����

，

以氮气作为载气 〔‘ �，。

结 果 和 讨 论

我们用化学诱变法
，

诱变有异形胞固氮蓝藻 �、 ���， 。 ���
�

���
��� ��

，
获得了两株具

有高光放氢活性而无吸氢酶活性的突变种
� ��� 和 ��� 。

在生长速度
、

叶绿素
�
的含量

、

固氮酶活性�乙炔还原�和光合作用�光合放氧�等方面
，
两株突变种与其野生型并无多大

差别�表 ��
。
但它们的光放氢活性却有着明显的不同

。
图 �显示

，

突变种达到最高好气

下光放氢活性时所需要的生长光强远比野生型为低
，

但就其乙炔还原活性而言
，
突变种和

野生型对光强的依赖性却呈现一致的关系
。

裹 � 无红培并荃中生长的野生型 �。 。 ‘ ��
� ���

�

�� 及其高光

放氮突变种 ��� 和 ��� 的某些特征

���
�

� ��������������� �� ������ ������ �刀�右�亡刀 � ���
�
������ �� ��� ���

������� ，
��� ��� ���

，
����� ����� ��������

一

������ ����������
�

特 征

����������

品 系 �������

���

细胞加倍时间�小时�
���������� ����

叶绿素
�
�占千重百分比�

������������
��

�� ���� �� ��� ������

乙烯生成量�固氮酶活性�
��
�

� ������ �拼���� �
�� ������

·

��
众址

�

又‘ 药�
田 了袱�女哥牛不址 、

�������������� ��
�， 拜���� ��� �������

光放氢 ���
���������

�
� ���������� ����� 一 ����

�拼��
�

��� �
�� �������

·

�

暗吸氢 ���������
���

�
， ������ 一����

��� ��� �����

�
。

�� �
。

�� �
。

��

��

���

��

���

��
叨���

�����

乃‘

��

��

�

野生型在好气条件下的光放氢活性是严格依赖于所用的生长光强的���
，。 那么

，
突变种

和野生型在光放氢方面对光强依赖性的差异
，
应该用吸氢酶活性的不同来解释

。
图 �� 表

明
，
突变种和野生型的暗吸氢活性对生长光强的依赖性

。
野生型的暗吸氢活性是与其生

长光强有密切关系的
，

强光下 ����产��心
·
����生长的野生型固氮蓝藻

，
其需氧的氢吸

收活性大大受到抑制
。
但无论在什么光强下生长

，

却始终测不出两株突变种有任何吸氢

活性
。
生长培养基中的镍离子是蓝藻吸氢活性的一个关键性调节因子

，
如果吸氢酶的基

因是完整无缺的
，
在生长培养基中有镍离子存在时

，

蓝藻吸氢酶活性将会数倍乃至上十倍

的增加���〕 。 因此
，
生物生长培养基中存在的镍离子对其吸氢活性的影响有无和大小

，
可以

作为鉴定该生物是否含有吸氢酶�或其电子传递链受损伤�的一个重要手段
。
两株突变种

的好气光放氢活性对生长培养基中的镍离子是不敏感的�表 ��
。
在以含 �拓二氧化碳的

空气作气相的密闭系统中
，
生长培养基中无论有无镍离子

，
两株突变种均能随着藻体的生
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图 � �二 。 �，。 � ������ �� 野生型及其两个突变种 ��� 和 ��� 在好气条件

下的光放氢 ��� 和暗吸氢 ���作用与生长所用光强的关系
。
生长培养基未加

��什
，测定时细胞浓度为干重 �� 巧�����

，
从培养管直接移入电极槽

。

野生型
��▲一▲ ，

突变种��� � 一 � ，
突变种 ��� �一 � 。

�图左边� 微升 �
�

�毫克
·

干重应为微升 �
，
�毫克

·

干重
·

小时�
���

�

��
，
�

�

��� ������� �������� ���������� �� ��� ������
�
�
��� ��������

�����。 �� ��� ���� ����
� 月。 ������ ������ �� ��� ��� �� �匕 ������� ��

� �������� �� ��� ����� ��������� � ��� ��� ������
�

��� �������� ���� �����

������� ����� ����
·

��� ��“ �� ���� ��� ������� ���� �� �斗��������
���� ����� ��� ��� ��������� ���������� �� ������� �������� ���� ��� ���

����� ��� ��� ������ �����
�

�����
，
�

�

���� ���� �
���

，� ��� ���� ��� ����

��� ������ ����� ��� ����������� ������ �� ��� �������� ��������� �������

��� ������ ���� �� ���一�� 一��� ��� � ��� �� ��������� ��� ����������

������� �������� ������ ������� �� ����� ���
�

������� ���������� ��������

�� �▲一▲�， ������ ��� ��一 ��
，
������ �

�

�� ��一 ��
�

����� ����

���������� ���� ��� ������ �� ��� ����� ����� ������� �� ��� ����������
�

长持续不断地保持高光放氢活性
。
相反

，
在同样条件下

，
即使生长培养基中不加镍离子

，

野生型的光放氢作用亦只能维持数小时
，
继而停止并转人吸氢 �而加镍离子培养的野生型

则测不出任何光放氢活性 �图 ��
，
实验持续��’� 、

时
，

两株突变种的产氢量是为不加镍培养

的野生型的 �倍
。
由于在这种液体培养中

，
生长速度接近最大

，

造成每单位细胞所接受的

有效光强逐渐降低
，
这应该是随时间的推移

，
突变种光放氢作用也略有下降的合理解释

。

因此
，
我们将细胞固相化在琼脂上

，
使维持在较低的生长速度

，
而减少细胞增生对有效光

强的过份影响
，
再测定其光放氢活性�图 ��

。
显然

，
在固相化的密闭系统中

，
两株突变种

的光放氢活性彼此不同
，

而与野生型相比
，
就有更大的差异

。
突变种 ��� 在 �� 小时内

，

光释放和积累的氢可高达整个气相��多��
�

的空气�的 �
�

�多
，
��� 则占约 �

�

�多
，
所放出

的氢量分别为野生型的 �倍和 �倍
。
野生型自�� 小时之后

，
净产氢趋于停止

。
两个突变

种之间的差异与藻株在固相化琼脂上的生长适应性有关�数据未列�
。

将突变种 ��� 和 ��� 与其野生型 ����胡
召 �
��

�

������ ��在不同条件下做对比研究

的结果表明� 在野生型中明显地存在着吸氢酶
，
除了早已报道的镍离子之外

，
这种吸氢酶
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时间�小时������ ��， ，

图 � 密闭系统中
，
液体培养物的光放氢作用

。
���

��烧瓶中含培养物 �� ��， 细 胞 起 始 浓 度 为干重

�
·

��一�
·
�������

，
气相为 ����

�

的空气
， ��℃摇

床培养
，
底部照光

，
光强 ���拼���

�
·
�。
野生型��

，

细胞生长时加 ��阮���什�▲…▲�，不加 ��什�▲一
‘ ��突变种 ��� ，

细胞生长时加 ������计�或不加

��一 ���突变种 ���，
细胞生长时加 ���������

或不加��一 ���

图 � 固相化在琼脂上的细胞的光放氢作用
。
�� ��

液体培养物 �细胞浓度为干重 �� ��������与 �� ��

含 �� 琼脂的无氮培养基在 ��℃ 均匀混和 ，
并铺人

�����烧瓶中使固相化
。
密封烧瓶 �气相为含约 ��

���

的空气�
，
保温并测定�同前��

野生型 ���▲一▲��突变种 ����� 一 ��
，

突变种 �����一 。 �
。

���
�

� ��� �������月 ����� ����� �� ��� �主��� ��

������ �������� �� ������ ������
�

�����
，
���� ���

�

��

�� �
�

���� ��� � �
����

���������������勺
， �����

����� �月������������ ��
��������� ����� ����

����������� ���� ��� ������ ����� �� ����� ���

������ �� ������������� ��� ��������� �� ��℃
���� �������

�

��� ������� ���� ��� ������� ����

����� �� ��� � �� � �������� �����
，
���胖�

�
一 ��一 盆� ��� ����� ��� ��������� � ��� ����

��
����� ����� ������� ���� ������� ��� ����� �·

���� �� �
��

������ ������� � �� ������������

����� ��� � ������� �� �������� ��� ��� �����

�� ��� ����� �� �
�

� �� �
�

��
�

������� ����������

�主������ �� ����� ������� ����� �����▲一▲�
�� ���� ����� �����▲…▲�，

������ ��� ���� 。

���� �� ������� ����� ���� ��一��
，
������

��� ����� ���� �� ������� ����� ���� ��一
��

�

��� ������������� �� �� ������� ��� ������

� �� �������� ����� ��
�� ��� ������

�

��� ����

������� ����� ��� 三� ��� ������ ������ � �� �
�

��

�� �
·

���� ��� ��
���

�

���
�

� ��� �������� ���������� �� ��� ����� ��

����� �������三��� �� ����
�

��� ������
��� ����

�

������ ���������� ���� ��� ��川 � �� ����� �� ���
·

�
�

��� �� �� ������ ������� �� �
���� �

������ ��

�
�

���� ��� ��
��� ��� ����� ���� ���� ��

������ �
�
���� ���������� �� ����� ������

���� ���� �� 翎�℃ ��� ��� ������� �����������

����� �� � ���������� ��� ����� ��� �������

�� ��������
�

��� ��� ����� �� ����� ��� ������
�

���� �� �
�

� �� �
�

�� ���
�

������� ����������

�������� �� �▲一▲�， ������ ��� ��一 � �
，

������ ��� ��一 。 �
�

��� ��� ����� �� ���

�� ��� ��� ������ ��� ����������� �
�

�� �
� ��

��� ��� �����
�

��� �������� �� �� ������� ���

������ � �� ������������� ��
����� ������ �����

�

��� ���������� �����， ������������网
��� 认

������

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

��� ��� ��� ��� ��� ��� ���
�

的活性是与细胞生长的光照强度呈负相关的
，
这就是短时间内

，

野生型在好气条件下的

净光放氢作用与生长的光照强度成正相关的重要因子之一
。
在空气条件下能随细胞的生

长持续高光放氢的突变种 ��� 和 ��� 中
，

始终测不出吸氢酶的活性
，
这种吸氢活性的

丢失
，
显示这两个突变种可能就是吸氢酶缺陷型突变种

。
曾有人报道分子氢的存在可能干

扰光系统 �和 �之间的电子传递���
，
但在我们的实验中

，
即使培养物气相中含有相当比例
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的氢
，
也未见到氢对其代谢的抑制作用

。

在以往的固氮蓝藻光放氢研究中
，
几乎绝大多数实验都是在严格厌气条件下 �氢气

下�进行的
，
即使在空气条件下

，
也要在气相中加人一氧化碳����

，
用以抑制吸氢酶的活性

和固氮酶的固氮作用
‘” ，

有的甚至加光合作用抑制剂 ���� 来抑制光放氧�氢气条件下
，

中断吸氢反应中的电子受体�从而提高净产氢 �事实上是抑制吸氢�作为一个重要措施���
。

不言而喻
，

上述几种方法均迫使藻体停止生长
，

致使光放氢作用不能持续
。
本文所报道的

突变种 ��� 和 ���
，
能在正常空气条件下

，
随着藻体的生长

，
保持有高光放氢活性

，

这将

使我们既能连续地得到所放出的氢气
，
同时还可以得到生物干物质

。
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