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柱抱鱼腥藻固氮酶防氧的呼吸保护

何振荣 杜代贤 林惠民 戴玲芬 辛武生
�中国科学院水生生物研究所

，
武汉�

提 要

柱抱鱼腥藻生长在缺氮情况下
，
发现其固氮活性增加的同时也减少了对氧的敏感性

。
缺

氮生长细胞的乙炔还原活性给氧抑制一半时的氧分压 ��叭�是 �
�

��恤
· ，
而有氮生长细胞的半

抑制浓度为 。 �

������
。
这表明蓝藻有可能通过增加呼吸耗氧而提高了它的固氮酶活性

。

呼吸作用与固氮酶活性之间存在着密切的关系
。
无论在有氮

、

缺氮还是光诱导固氮酶形

成的情况下
，
其固氮活性均随着呼吸速率的变化而变化

。
本研究结果

，
支持了柱抱鱼腥藻固

氮酶的主要防氧手段是呼吸保护的观点
。

固氮酶是对氧不稳定的�固氮生物在进行固氮作用过程中
，
必须防止氧的损伤

。
蓝藻

是光合固氮生物
，
它除了要防止空气中的氧损伤外

，
还必须防止自身光合作用产生的氧损

伤
。
不同的固氮生物有不同的氧保护途径

，
目前提出的观点有空间分隔

、

时间分隔
、
构型

保护
、
呼吸保护

、

固氮酶迅速更新以及藻细胞中存在一个除氧系统等
〔主，�，� ‘，， 而固氮生物常

常具备其中一种或多种的氧保护机制
。
柱抱鱼腥藻 �刀

，
砧��、 �����办����是具有异形胞

的丝状蓝藻
，
一般认为它的固氮作用与光合放氧之间有空间分隔

，
固氮作用主要在异形胞

中进行
〔�� 。

异形胞胞被的特殊糖脂层形成一个气体扩散屏障的说法
〔�� ，

实际上
一

也属于
“
空

间分隔
”
这一氧保护机制

。
然而

，
由于对异形胞认识的深人

，

证明它同样可以与外界进行

气体交换
，

氧可以进人内部匕���
。
它存在着旺盛的呼吸作用

，
离体的异形胞有氧化磷酸化

能力
『���

，

超氧歧化酶 �一种通常只局限于好气微生物中的酶�也在柱抱鱼腥藻的异形胞中

高水平存在着
〔���

，
这都是它有氧进人的佐证

。
最近

，
还发现与产氧有关的光合系统 ��的色

素—藻胆蛋白
，
存在于一种鱼腥藻 �左���、 、 ��

�

�����
� ��

�

�的异形胞中
〔川

。
所以

，
到

底是哪种机制在柱抱鱼腥藻的固氮酶�不管是在异形胞中还是在营养细胞中�防氧保护中

实际上起了主要作用
，
意见是不一致的

。

前人观点
，
以空间分隔 �气体扩散屏障�居多�

���甲��〕 的观点则强调呼吸保护与气体扩散屏障在异形胞的固氮酶氧保护中同样重要
。

����� 等 ������
��〕 ，
程双奇和莫熙穆 ������

‘，〕 以及陈因等 ������。 ，则认为
，
氢酶的活动

支持蓝藻固氮
，
它催化的氢与氧的 ��������

反应
，

在保护固氮酶免受氧损伤的过程中
，
起

了很大的作用
。
王业勤等 ������

〔��
提出一个除氧系统的保护作用

。
我们认为

，
呼吸保护

的观点在其他固氮生物中已经得到肯定和支持���
，‘�� ，

在固氮蓝藻中
，

���整个藻丝体来看
，

它仍然是一种主要的氧保护手段
。
本文试图通过对处在不同生理条件下柱抱鱼腥藻的固

����年 ��月 �� 日收到
。
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氮活性与氧分压关系的研究
，
说明呼吸作用对该种蓝藻固氮酶的抗氧保护作用

。

材 料 与 方 法

蓝藻培养 柱抱鱼腥藻为水生所藻种组保存
。

培养基
�
一升蒸馏水加人

� ����
�

�
�

��克
，
�����

�

���克
， ����� �

�

���克
，
��
���� �

�

���克
，
����一�� �含 �����

�

���并�

。
�

���
，

微量元素液 ����� ��
，
��各一毫升

。
培养基按常规高压蒸汽灭菌

。
接种及培养

过程采用一般无菌操作
。
培养容器为 ������ 的玻璃三 口瓶

，
电磁搅拌

，
插人 ���

����

��

�� ���探针比色计的光导玻璃纤维探针 �用前以酒精浸泡灭菌�监测培养物生长
，

插人

���一��� 型酸度计的复合电极 �用前以酒精浸泡灭菌�监测 �� 变化
，

加入灭菌的 �
�

�外

�����
，
使 �� 变化在 �

�

�一�
�

�。

通氮气培养 连续通人含 �
�

�多��
�

的 �
，，
流量 ��一 ��������

。

一支 ���� 碘钨灯

�需装冷却水套�一面光照
，
照度为 �

，。��一�
，
�����

，

温度 �� 士 �℃ �在恒温室中培养�。

通氢气培养�缺氮培养� 连续通人 �
�

�多��
�

的氢气
，
流量 ��一��������

，

两只 多。
�碘钨灯两面光照

，

表面照度为 ��
，
�����

温度 �� 士 �℃ 。

呼吸速率
、

光合放氧及培养液溶氧量的测定 皆用极谱法
，

所用仪器为 ��巧�型生物

氧监测仪�美国 ����
�� ������ ��� ��

�

�
。
有两种测定方法

�
一是将氧探针直接插入培养

液内�使用前反复用无菌培养液洗涤�
，

定时连续监测 �另一种方法是定时取样 ����用注

射器取样
，
不能带气泡�

，
放人预先用氢气冲洗 �分钟的测定杯中

，

保温 ��℃ ，
黑暗时测氧

消耗�呼吸速率�
，
光照时测氧增加�光合放氧速率�

。
最初记录到的氧含量

，
即为培养液当

时的溶氧量
。
记录仪用 �����

，

走纸速度 �������
，
记录 �或 �� 分钟

。
用空气饱和的水

作标准样
。
每项测定

，

做三个重复
。

固氮活性的测定 用乙炔还原为乙烯的方法
。
取藻液 ���

，

放人 ����� 的反应瓶中
，

盖上反耳塞
，
在真空泵下抽气充氢一次

，

放平压后
，

加人 �
�

����
�
�

�，

置瓦勃氏呼吸仪下摇

动保温 �� 分钟
，
摇动频率 ��� 次�分

，
温度 ��℃ ，

两支 ��� 日光灯下 ���� 距离光照
，
反

应 �� 分钟
，
加 �� 多 的三氯醋酸或饱和碳酸钾溶液 �

�

���� 终止反应
。
形成的乙烯在气相

色谱仪�
“
上分

” ��� 型�测定
，
用氢火焰离子化监定器

，

柱为 ��� 一��� 固定相�天津化学试

剂二厂生产���� � ��
。

蓝藻生长速率的测定 一般用 ��������
�
探针比色计监测

，
滤光片为 �����

，
用 ��

�� 光径的光纤探针
。
有时也用分光光度计�

“
上分

”
三厂 �� �型�测定

，

波长 �����
，
读光

密度 ��
�

�
�

�值
，
用 ��� 光径的比色杯

。
在此情况下

，
��

�

�
�

相当于 �
�

���的藻液
。

结 果

�一�在不同生长条件下氧分压与柱抱鱼腥藻固氮活性的关系

柱抱鱼腥藻 ��
�

�
�

�
�

���在有氮�通氮气�和缺氮�通氢气�的条件下培养
，
它们的 固

氮活性是十分不同的�在这种情况下
，
它们对 ���

的忍受范围
，

亦表现出明显的差异 �图

��
。
在固氮活性低的生长条件�通氮�

， ���

的半抑制浓度在 �
�

������ 左右�而在高活性生
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长条件�通氢�
，
���

的半抑制浓度可达 。
�

���� 左右
。

少
︵�一一��一︸三二三拼全
二

七
了

示

叉

偏
�

�

�� ���

图 �

���

在不同生长条件下 ��
�

对柱抱鱼腥藻固氮酶活性的不同作用

����� ��������� ������ ����������

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

���������
�

��� ������� ��

���������� � ��

�— � 生长在 �
�

����
�一��

�

���
�

������� �� �
�

����
�一��

�

���
�

�— � 生长在 �
�

����
�一��

�

���
�

����主�� �� �
�

����
�一��

�

���
�

缺氮生长的藻细胞对氧忍受范围的

增大
，
说明藻细胞有可能通过提高

吸呼速率而把较多的氧清除掉
，
使

固氮酶在较高氧分压的环境中
，
仍

表现较高的固氮活性
。

另外
，
我们还可以看到微氧环

境 �
，

�� �一�
�

���� 对固氮酶 的 促进

作用�图 ��
，
这种促进作用

，
在缺氮

培养的蓝藻培养物中更为明显
。

藻

细胞中的固氮酶在完全厌氧的环境

中不能呈现最高活性
，

过多的氧对

它又有抑制作用
，
只有微氧环境才

显示最高活力
。
这说明氧在固氮酶

的调节中起了重要作用� 而这种氧

调节很可能是 通 过 呼 吸作 用进 行

的
。

为了解呼吸作用对固氮酶的影

响
，
我们进一步研究了在不同的生

理条件下呼吸作用与固氮作用的关

系
。

�二�在有氮�通氮气�培养中呼吸作用与固氮作用的关系

柱抱鱼腥藻在通人 �
�

�多��
�

的 从 的培养中
，
如果对其呼吸速率

、

生长率及固氮活性

进行连续测定
，
可见到它在生长过程中

，
其呼吸速率有一个抛物线形的变化

�
生长初期

，

呼吸速率较低�对数生长期
，
呼吸速率最高�对数生长后期

，
则又下降

。
这种情况

，
恰与固

氮活力的变动相适应�图 ��
。

在有氮生长时
，
柱抱鱼腥藻所能达到的最高固氮比活是 �

�

��� ����� ���
�

�������
，

而且总是出现在对数生长期
。
此数值一般只及缺氮�通氢气�生长所能达到的最高比活的

���一���
。
呼吸速率在最高的对数生长期是 �

�

�川 ��

�����
，
与该种蓝藻培养在缺氮环

境中的最高呼吸速率相差无几
。
这种情况表明

，
以这样的呼吸速率

，
足以排除氧对固氮酶

的损害
。

�三�柱抱鱼腥藻培养在缺氮环境中固氮活性与呼吸作用的关系

藻细胞从有氮培养转至缺氮培养
，

其生理特性产生一系列变化
�
生长停滞

，
或只略有

增加�光合放氧速率降低 � 藻蓝素光密度值 ��
�

��
�

��� 对叶绿素
�

��
�

�
，

�

动 的比值从

�
�

�降至 �
�

�
，

使培养物的颜色由蓝绿色变为绿色甚至黄色
。
此时

，

藻细胞的固氮酶活性

从原来的 �
�

�� �������
�

�

������
�
增至 ��小时后的 �� � ����� ���

�

������
�
而呼 吸 速

率则相应地从原来的 �
�

�风 ��

�����增至 �
�

�冈 。 �

������图 ��
。
固氮作用的变化再次表
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、��

斗刁‘�
﹄目曰﹄

卜
以︸���

一介泊二工
、

又之︶
︸

全二
一三︸�三聆
卜
‘

︺叼公份

�艺

�

二

多 �。

习
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���
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�
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尸
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��

�，司六。门。口州﹃

侃
��〕�

以 ���亡 目日

旧

图 �

���
�

� ���

柱抱鱼腥藻在通氮气培养时呼吸作用与固氮作用的关系

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

�一������ �������� ��

�
�
�夕��力�犷��� ����� ��

△—△固氮活性 ��������� �。 ���
�

�
�

����
�一 �又

�

���
�

�

�— � 呼吸速率 ����������� ����

�— �生 氏曲线 ���� �� �� �� �

�，

不��
�

���

一�︸︸﹄�

入切任
﹃

叶立为曰，��一︸�三

兰��一�习�︸︺
大�︸一一匀哭。﹂���一户

�卜����卜�������
三
、切�︸一�一找
“。一

〕�
十

，
�

扫一们淤朽沂困

月�产�﹁︸一﹃，�弓。﹄
︵言����口践月。︶�万任

︸的洲�﹁匕刀之�︸︸三二︸刀﹄�︵工叭习﹄

嘛先巾卡卜法咔州言士

� �� 魂�

习士间 ������ 乙���

勺��

图 � 柱抱鱼腥藻在通氢气培养时
，
其呼吸速率与固氮活性的关系

���
�

� ��� ����������、�� �，。 �� ��� ����������� ���� �� ������������� �������� ��

刀
�
�夕��，���。 路 ����� �� �

�

����厂 ��
�

���
�

�

△—△固氮活性 �
�一������ �������� �— � �呼吸速率 ������� ���� �� ��

�— �光产氧速率 ��������������� �
，

又— 丫溶解氧 ������� �� � ，
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现出与呼吸作用的一致性
。

�四�光诱导柱抱鱼腥藻的呼吸速率与固氮活性的共同增进

光对蓝藻呼吸作用的影响
，

虽然有所谓
“
光抑制

”
的观点

，

但这是在低氧分压 �低于

�
�

�并气相体积�情况下的现象
，
在高氧分压情况下

，

光对藻类的呼吸有明显 的 促进作

用
“ 〕 。

我们用生物氧监测仪进行连续监测
，
也证明了这点�图 斗�

。

卜

卜月州户叫科。巾

弓一

�

刊���

��
��
�

��刁，

口
�一

声 �

�一句一�

一
一一卜

—
一 一 �

。。侧�‘口。二书︸︹州叼一︸喻
，

车三

乞︸经

卫

肖��一一扫一﹄沁三乞卜科侧彗含

，�

二
�

����

今����
，
��
﹄�

，�

�
���

艺� 以�

卜一一一州

�

时间 �一���

�

�
�
、

」�����一���已���、

光对柱抱鱼腥藻呼吸作用的影响

���
�

斗 �
，

�� ������� �� ����� ��， ���￡》压�� ���� ��

刁
�

口���佗�犷�‘ �
�

藻细胞 ��
�

�
�

�
�

丸���以 置生物氧监测仪上测定
，

加人空气
，
对呼吸无多大影响�光照���

，
������对

呼吸作用有明显促进
。

�义���� �、 ������� ��� � ���� ������ ，�、 ����� �

���工 �
�������

·

��� �������，、 ���� �“ ������

����� ���������� ��
，
空

� 。 夕��，�，�。 。 ��
�

�
�

�
�

���
，

�� ����� �� ��� ������
，
毛���� ���

，
�������

���������� ����������� ��、� �
�一�����，����。 ，， �� �

������ ��� ��� �� ���������� ������

图 �

���
�

�

光诱导柱抱鱼腥藻的呼吸速率与固氮酶

活性的共同增进
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·
望

� ‘ 夕��刀汀犷�亡�
�

刁
�

�夕��。 澎��
〔一 。
��

·

�
�

�
�

斗������ �� ��
�

��� �
��

�
�

��� � 〔�� �� ���� ����� ��
，��� ���

�

���� ‘ �

��������
�����

， ��� ���� � �� ��������� �� ��� ����屯

�

�� � � �� �一��

一
� 固氮酶活性 ����������� ���‘����

�一一
。 呼吸速率 ����，�����。 � �“ �“

柱抱鱼腥藻培养在有氮条件下
，

经 �小时黑暗
，

其呼吸速率即趋近于零
，
固氮活性亦

降至很低
。
此时再进行光照���

，
����

�

�
，
随着光照时间的增加

，
固氮活力亦相应增加�图

��
。

讨 论

在我们的试验条件下
，

采用生物氧
， �� 及生长连续监测系统进行测定

，
发现柱抱鱼
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腥藻不管是在有氮培养
、

缺氮培养或光诱导固氮酶形成的条件下
，
它的固氮活性的变动皆

与其呼吸速率的变动成正相关
。
呼吸作用如何影响固氮酶� 目前虽未搞得十分清楚

，
但在

清除氧及供应电子
、

还原剂以及 ���方面
，

其作用是明显的
。
对于一般生物

，
呼吸的主要

作用是提供 ���及还原剂
，

供给各种耗能生理过程的需要
，
也是固氮作用所需要的

。
但

在蓝藻中
，
���的生产并作为氮固定的能源

，
光合磷酸化过程是重要的

，
循环光合磷酸化

就能提供固氮作用的全部需要
，
支持最大的固氮活力〔切

。
����盯

� 等 ������证明
，

柱抱

鱼腥藻培养在连续光照并通空气或 �
�

���
�

的条件下
，
���是保持稳定的 � 加人 ����

抑制非循环光合磷酸化及氧化磷酸化
，
则固氮能力下降

，

这表明是还原剂而不是 ���的

短缺
，
因为 ���库仍保持在高水平上比，。 在黑暗中

，

蓝藻氧化磷酸化产生的 ���
，

只很

少一部分为固氮所利用
，

支持一个极低的固氮酶活力
〔川

。
所以

，

呼吸作用对固氮作用的影

响
，
主要是通过呼吸链将氧从固氮酶的部位清除掉

，
保护固氮酶免受氧的损伤

，
同时提供

还原剂和电子
。

呼吸保护的作用机理 目前还不很清楚
，

尚需我们深入研究
。
但通过对呼吸链微妙的

修饰并加强其作用
，
无疑是重要的

。
另外

，

氢酶的作用亦无容忽视
。 ’

它吸收的氢
，

主要消

耗于需氧反应
，
即 �������

�
反应

，
还能为固氮酶提供还原剂与能量

〔�� 。

鉴于 �������
�
反应

也受 ���
，
�� 等一些呼吸链的抑制剂所抑制

〔�� ，
因此氢酶的除氧作用与呼吸作用的关系

也是非常密切的
。
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