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几种固氮蓝藻的固氮酶活性及其某些特性
�

中国科学院水生生物研究所第五室生化
、

遗传组
习‘ 习“

提 要

对三种固氮蓝藻 � 固氮鱼腥藻 �水生 � � � �
、

柱抱鱼腥藻和鱼腥藻 歹� � � 的整细胞及无细胞

抽提液的固氮酶活性
,

进行了比较研究
。

水生 � � � 的整细胞酶活虽然不低�� �
�

�毫米乙烯峰高 �

光密度 � � 分�
,

仅次于柱抱鱼腥藻
,

但其无细胞抽提液的酶活却最低
。

这可能与它含有大量

藻胶有关
。

研究了 � 几十 � 、 �尹
十
对蓝藻固氮酶的作用

,

以及测定其在不同酶浓度下的反应动力

学表明 � 柱抱鱼腥藻中不存在象深红螺菌中所看到的那种激活因 子
。

用甲苯
一
乙醇溶液处理

藻细饱
,

对固氮酶作原位侧定
,

探索了 它的氧损伤及氧保护机理
。

自 � � � � 年采用乙炔还原为乙烯的方法可在色谱仪上测定固氮生物的固氮能力之后
,

各种固氮生物的固氮作用得到了广泛的研究
。

在固氮蓝藻方面
,

先后用柱抱鱼腥藻 ��
二 �

�去� 。� “ �夕��� � , ��� �〔
‘
】
,

,
�

,
,

,
� � 、织线藻 �� �

� � , � � � � � ��圳
� 。“。 �〔

� , 、胶球藻 �� �
� � � � ��, � � � � � , �〔

‘� 、

一种鱼腥藻新种 ��
� � � � � � � ��

�

夕一� � �〔
‘�
固氮鱼腥藻 �笙

二 � �� � �   二 � , �� � � 水生 � � � ‘� 等为

材料
,

测定了它们的整细胞和无细胞抽提液的酶活性
,

及其固氮酶的一些特性
。

为了获得一种具有较高固氮能力的藻种
,

以作酶学研究上的需要
,

我们比较了柱抱鱼

腥藻
、

� �� � 和水生 � �� 的固氮能力 �表 � �
。

在差不多相同的条件下
,

以我们历次所做测

定结果比较看来
,

其无细胞抽提液的酶活
,

以毫微克分子乙烯�毫克蛋 白�分表示
,

则柱

抱鱼腥藻最高
,

平均比活为 �
�

�� � 乙烯 � � � 蛋 白� 分 � � � � � 次之
,

为 �
�

斗� ,

水生 � �� 最低
,

为 �
�

� � 。 但就整细胞的酶活而言
,

以毫米乙烯峰高 �光密度 �分表示
,

则柱抱鱼腥藻最高
,

平均为 � �
�

斗 � � 乙烯峰高 � � � � � � 分
, � � � 次之

,

为 � �
�

� , � �� � 最低
,

为 � �
�

� 。

在固氮生物中
,

其无细胞抽提液的酶活力一般与整细胞的活力相 适 应
。

但 在水生

� �� 之中
,

其整细胞酶活虽然较高
,

可是
,

其细胞经过超声破碎之后
,

活性却大量丧失
,

甚

至难予检测
。

对于这个问题
,

我们曾经作过一些试验和推测
。

除了此酶本身可能具有的

特点

—
对氧特别敏感之外

,

大量的藻胶存在
,

也可能是个重要原因
。

水生 � �� 无细胞抽

提液的蛋白浓度
,

只及其余两种的三分之一
。

蛋白浓度的难以提高
,

是因为水生 � �� 有大

量藻胶
,

虽经强化培养�缺氮
、

厌氧
、

强光照 �
,

也难除去
。

低的酶蛋白浓度易受环境因素影

响
,

这对测定它的活性是很不利的
。

胶多的小单歧藻
,

我们没有测到它的无细胞抽提液的

固氮酶活性 �而胶球藻的酶活之低��
�

� � � �
�
�
�

� � � 蛋 白�分 �
〔们 ,

只及柱抱鱼腥藻比活 ��
�

��

� � �邢
�
� � �

�

蛋白�分 �
「�� 的 �� �

,

亦与其胶多不无关系
。

本项工作的初步结果曾于 �� � � 年在化 学模拟生物固氮学术讨论会上报告
。

参加工作的人员有 � 林惠 民
、

何振荣
、

戴玲芬
、

王业勤
、

何家苑
、

李辛夫
、

杜代贤
、

谭渝云
、

张雨元
、

黎尚豪
。

�� 中国科学院水生生物研究所第五室固氮原理组 ��� � , 年工作手稿�
。
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表 � 几种固氮蓝藻整细胞及无细胞抽 提液的固氮 活性

寸寸才料料 试验号号 整细胞活性性 无细 胞抽抽 玉白量量 离心速 度度

�������
, � � �

,
�

�

��� 提液比活活 �
, 〕� � �

, � ,
� ��� �只� �分 ���

������� � �分��� �
�,
� �

�

�
�

�
, � � �������

蛋蛋蛋蛋蛋 白�分�������

柱柱抱 乡�星藻藻 � �一 �一 � ��� 了�斗
。

��� �
。

��� �   斗�
,

� � � 丫 � � � ���

夕夕夕�一 � 一 ���� � � ���  
。

��� �
�

��� � �
,

� � � 义 � � � ���

������一 � 一 ���� �� �
���

� �
。

��� �
�

��� 斗�
,

� � � 又 � � � ���

������一 �一 ����  ��� !
�

�弓弓 �
。

��� � �
,

� � � 丫 � � � ���

����� �一 �一 ���� 牛��� �
。

� ��� � ��� � �
,

� �� 火 � � � ���

����� �一 � �一 � ��� � �
。

斗斗 �
。

���� 斗
。

��� � � ,

� � � 义 � � � ���

夕夕夕�一 � �一 � ����� �
�

�夕夕 石
�

��� 斗�
,

�� � 火 � � � ���

����� �一 � �一 ����� �
�

� ��� �
�

��� �  
,

� � � 丫 � � ����

,,,厂均均均 �
,

��� �
。

�����

��� �� ��� � �一�一 � ��� �
‘

��� �
�

��� �
�

��� 斗�
,

� � � 丫 � � � ���

����� � 一 �一��� �
�

��� �
�

� ��� �
。

斗斗 斗�
,

� � � 丫 � � � ���

����� � 一�一 �了了 呼
�

��� 石
�

� ��� 斗
,

��� 斗�
,

� � � 火 � � � ���

平平平均均 � �
‘

斗斗 �
。

� ��� �
�

������

��� � ��� � 次结果平均均 � � ��� �  !!! ∀
。

3 777 3
0

,

0 0 0 火 g
/
3 000

整细胞活性
、

无细胞抽提液制备及固氮酶活性测定
、

蛋白量测定及 6 次结果的平均数
,

均参考水生所固氮原理组
1975 年工作手稿

。

Lu
d de

n

等在深红螺菌 (尺乃。do 护i)j lu m 。汤二m ) 中看到 M
。

++ 和较高浓度的 M g++ 对

其固氮酶活性的促进作用
,

并认为在抽提液中存在一种对铁蛋白的激活因子
〔5J 。

我们在

探索蓝藻固氮酶失活原因中
,

也曾用增加 M n+
十 和 Fe ++ 的方法

,

以及用测定酶反应动力

学方法
,

看其是否也存有这样一个激活因子
。

获得的结果表明
,

无论是以柱抱鱼腥藻为材

料
,

还是以 712。为材料
,

均未见到有明显的激活作用 (表 2)
。

而以酶反应速度对酶浓度

作图
,

也大致成正比直线关系 (图 1)
。

如此看来
,

在光合固氮菌深红螺菌中看到的激活因

子
,

在固氮蓝藻中似乎并不存在
。

表 2 M n
++ 、

F
e + + 对蓝藻固氮酶的作用

固 氮 性 (
。 , In C

Z
H

、

峰 高)
材 料

无细胞抽提液 加 Fe++ 加 M
11++ 加 F

e++ + M n++ 加 T C A
.

410

2
.
25 0

7门O

柱抱 鱼腥藻

()30

2 ,

4 2 0

1
,

2 9 0

1 7

1 6

1 4 2

3 7

2 0 0

活一||卜|

|

尸

|

叨33

如芍45
�/

{;

洲4l
�、,产门� �

j
�少4

, 1咭
1— }

7120 7
:;

测定条件 同表 1 注
,

但 M gC1
2
浓度为 25 拼M ;

F
。+ + :

0

.

0 1 M
F
e
S O

4 ·

7 H

Z

o 加入量为 0
.
lm l;

M n ++: 0
.
IM M n C I

: ·

4 H

:

O 加人 量为 0
.
05m l;

T C A : 20 % 三氯醋酸
,

加人量为 。
.
2 0
1
1
。
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6

图 l 酶浓度与反应速度的关系

固氮蓝藻的固氮酶
,

跟其他固氮生物一样
,

其反应的需要物都是一样的
。

它们对氧都

很敏感
,

一般在 10 多 的氧气中
,

5 分钟就全部失活;在空气 中振摇 3 分钟
,

也全部失活
。

用

甲苯
一乙醉处理藻细胞 (7120) 作原位测定

,

发现固氮蓝藻固氮酶对氧的敏感程度较小
,

曝

在空气中振摇 10 分钟
,

仍有少量活性
。

此亦略可窥见固氮酶在细胞活体中对 0
2
损伤的保

护机能
。

表 3 蓝蕊(7 120)固氮酶的原位测 定

处 理 比活 (川
11C 2H

;
/川

,; 卜重/分)

反应液
,

完全

反应液
,

一 N aZsZo -

反 应液
,

完全
,

酶液曝氧 10 分钟

反应液
,

加 T C A

l污1

2 苏

;S

6

测定方法
: 藻细胞用 O

.
025 M H EP E S 缓冲液洗一次

,

加入 1% 甲苯的乙醇溶液
,

在冰水中闭 光振摇 三分钟
,

除

去甲苯乙醉液
,

以 H E PE S 缓冲液稀释
,

藻细胞测酶活性
。

固氮活性测定方法同表 1注
。
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