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受固氮活性制约的蓝藻固氮去按阻抑
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’
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摘 要

在不同气休环境中培养的蓝藻 A o b a ‘ , 。 7 1 2 。 固氮活性各异
, A r + C o

:

中最大
,
空气

中次之
,

Ar 中最小
。
固氮活性高者去按阻抑速率大

,

反之则小
。
它们对各种生理条件的反应

不一样
,

固氮活性高者
,

其去按阻抑速率受氧和氮的抑制小
。
在氢和氧加合条件下

,
三种活性

的蓝藻去钱阻抑均加快
,

但活性低者慢而小些
。

光强减弱或加光合抑制剂时
,
固氮活性低者

去钱阻抑速率显著小于活性高者
,

而添加外源的蔗糖或丙酮酸时
,
也是固氮活性低者小些

。

关键词 鱼腥藻
,

固氮去按阻抑
,

光合作用
,
生理条件

前文揭示
「3] ,

经氢
、

空气和 A r 十 CO :

等不同组成气体处理或在这些不同组成气体条

件下培养的蓝藻
,

它们的固氮
、

放氢和吸氢活性都有明显的差异
,

固氮活性以 A r 十 c 。

下为最高
,

空气和氨中依序次之
〔3] ,

其去铁阻抑速率也随蓝藻所处的内外生 理 条 件 而

异 [5. 6] 。

另据 kl iu ki s 报道
,

N H
;

cl 抑制棕色固氮菌固氮活性的程度受不同氧浓度
、

p H

和呼吸率所导致的固氮活性高低制约
,

活性 高者受 N H ,
C1 的抑制程度小 些

,

反之贝f大
。

从这些现象看来
,

氮化物对固氮的阻抑和解阻抑作用似乎与固氮生物本身的固氮活性高

低以及制约固氮活性大小的生理条件有一定的联系
。

为此
,

本文对此问题进行了探讨
。

一
、

材料 和 方法

蓝藻 A 。。
肠

, , 。 7 120 按前文
‘”方法培养和收集

。
不同固氮活性蓝藻的获得按另文

〔”方法 进 行
,

收集到的藻体以营养液悬浮
,

转放到 1 00 一 1 50 ml 的试剂瓶中
,

盖上橡皮塞
,
抽去瓶中气体后作 (l) 充

人 1 00 弧 氢气 ; (z) 充人空气 ; (3 ) 充入 9 7 : 3 的 A r : C o
:

等处理
。
所有各种处理中 藻 的 光 密 度 值

〔6 5 0n m , 1 “m) 均控制在 0
·

2 左右
。
另外

,

按照实验方案有时还要加人或注人处理的物质或气体
,
在

用作固氮酶合成和活性实验的培养液中加入 2 x l丁
,
rn ol / L N H

。

cl
,

然 后放到原来培养的条 件 下培

养 z4 小时之后
,
定时取样以气相层析法测定固氮活性

。

其他项目侧定均按前文川
.

二
、

实 验 结 果

(一) 不同固氮活性蓝藻的固氮去钱阻抑

. 国家自然科学基金资助课题
。
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表 l 不同组成气体中培养的蓝藻固氮去按阻抑

T a b le 1 N H才
一d o r e P r e ss io n o f n irr o g e n fix a tio n in A o a b a , 。 a c u 一t u r e d in

v a r io u s e o m Po sirio n o f g a s

固 氮 活 性

N ir r o g e n a s e a e tiv ity

(n m o l C
:
H

。

/ h
·

m l al g a e s u sp e n sio n )

处 理 后 时 间

T im e a fr e r t r . a tm e n r (h)

处处 理理 固 氮 活 性性

TTT re a tm e n ttt N ir r o g e n a s e a e tiv ityyy

(((% ))) (n m o l C
:
H

。

/ h
·

m l al g a e s u sp e n sio n )))

处处处 理 后 时 间间

TTTTT im e a fr e r t r . a tm e n r (h)))

22222 444 4888 7 222 9 666 12 000 14 444

AAA r 1 0 000 , 5
。

888 10 1
。

222 9 0
。

666 呼0
。

666 3 6
。

999 3 3
。

222

111 0 0 N H
一
C III 000 000 2

。

111 6
。

777 10
。

lll 16
。

,,

AAA i r 10 000 12 5
。

444 14 8
。

月月 1 7 6
。

555 2 0 3
。

555 2 1 1
、

lll 2 18
。

444

1110 0 N H
一
C III 000 000 3

。

222 7
。

999 14
。

,, 2 1
。

lll

人人 r :C O
一

, 7 : 333 17 9
。

555 19 9
。

666 2 63
。

444 3 0 5
。

666 3 2 7
。

222 3 4 7
.

222

999 7 : 3 N H
。
C III 000 000 1 5

。

777 2 3
。

222 3 3
。

777 4 4
。

222

注: N H ; C l 浓度为: 2 丫 10
一 , m o l/ L

。
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l

0
J 【‘- - - ‘. = 二」二二二‘日‘- -一人~ ~ ~ ~ L一
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处理后时间
丁im e a rl 亡 r 一re a rm

2 4 4 8 72

(h〕
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, 6 120

图 l

Fi g
.

1 E ff e e t 0 1 11 9五t i n t e n s i t y

光照强度对蓝藻固氮去钱阻抑的影响
o n th e N H才

一
d e r e P r e s s io n o f n i t r o g e n f i x a t i o n in 才二 a b a o . a

不同组成气体下培养得到固氮活性有异的蓝藻去铁阻抑速率不一样
。

固氮活性最高
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者 (A
r + c q 中培养的 )最快

,

中等活性的(空气中)次之
,

活性最低者 (A
r 中

,

蓝藻长

期在 A r 和无氮培养基中生长
,

由于厌氧和缺少固氮底物
,

固氮活性易下降)最慢 (表 1 )
,

显示蓝藻固氮去铁阻抑速率和其本身固氮酶活性有一定的联系
。

(二 ) 固氮活性有异的蓝藻固氮去按阻抑和光合作用的关系

蓝藻固氮活性高低受光合作用制约
,

光合放氧能力大者
,

其固氮活性高囚 ,

去钱阻抑

也受光合作用调控囚 ,

并且与蓝藻固氮活性大小有联系
。

这体现在 :

1
.

光强度减弱时
,

所有处理的蓝藻的去铁阻抑均延迟
,

固氮活力最低者最慢 (图 l)
。

2
.

添加光合抑制剂时
,

三种固氮活性的蓝藻的去铁阻抑速率都有不同程度延迟
,

固氮

活性低者更明显些 (表 2 )
。

3
.

外源蔗糖和丙酮酸(资料未列出)对不同固氮活性蓝藻的去铁阻抑均有促进 作 用
,

固氮活性高者更大些(表 3 )
,

显示光合产物的还原库 (
r
ed uc tan t p oo l) 在去铁阻抑中也

有作用囚
。

表 2 光合抑制荆对蓝燕固扭去按阻抑的形晌

T a b le 2 E ffe c t o f P五o t o sy n t b e tic in h ibit o r o o n th e N H才
一
d e r eP r e s . io n o f

n it r o g e n fix ‘tio n in 才 . o b a e , a

l 固 氮 活 性

处 理

T r e a tm e n t

N it r o g e n a s . a c tiv ity

(n m o l C : H 一
lh

·

m l a lg a e o u sP e n s io n )

(m o l /L )

A r , 不加物

N H
o
C I

N H
一
C l, D N P I 又 1 0一

N H 一c l, c C c p 1 x 10一

^ ir 不加物

N H
一
C l

N H
一
C I, D N p l 只 10一

N H
一
CI , C c C P I 只 10一

A r : C o
Z

(9 7 : 3 ) 不加物

N H
一
C I

N H
;
c l , D N p l 丫 10一

N H
.
c l, C c c p l 只 1 0一

222 444 4 888 7 222 9‘‘ 1 2 000

555 3
。

555 9 6
。

444 10 4
。

333 8 5
。

333 8 4
。

000

00000 3
。

888 8
。

666 16
一

444 19
。

333

00000 2
。

lll 4
。

222 6
。

333 7
。

222

00000 2
。

777 5
。

444 8
。

lll 7
。

666

999 8
。

888 10 6
。

666 1 14
。

888 1 2 2
。

lll 1 3 1
。

444

00000 6
。

444 9
。

888 2 0
。

lll 3 1
。

444

00000 2
。

999 咯
。

999 7
。

000 8
。

999

00000 3
。

222 6
。

888 10
。

222 1 1
。

444

1115 7
。

777 1 65
。

333 17 4
。

333 18 4
。

222 19 7
。

444

00000 14
。

333 2 8
。

666 42
。

999 4 5
。

碍碍

00000 3
。

777 5
。

888 8
。

222 9
。

888

00000 4
。

444 8
。

666 12
。

222 1 3
。

666

注: N H
一
C l 浓度为 : 2 火 10 一 ,

m o l/ L
o

(三 ) 几种生理因素对不同固氮活性蓝藻去校阻抑的影响

一般来说
,

作为固氮酶天然底物的 N
:

对蓝藻还原乙炔有抑制作用
,

而在培养过程中

洪应一定配比的 c o Z

和 N
:

混合气体时
,

固氮活性则显著增长
〔4] ,

固氮去钱阻抑也是如

此国
。

表 4 显示
,

在 N
:

的影响下
,

固氮活性高的蓝藻去钱阻抑快一些
,

其固氮活性则和前

文 [4] 一样
,

可能由于光合产物还原库和固氮酶蛋白合成的物质基础丰富
,

明显高于不加 N
;

而仅供给 Cq 的
。
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农 3

T a‘le 3 E ff ee t o f S U C r 0 8 . O D

蔗抽对蓝燕固舞去按阻抑的影响
th e N H才

一
d e r e p r e s s io n o f n irr o g e n fix a tio n i n A n a b a , , a

A r
不加物

N H
一
C I

蔗塘
N H

.

cl
,

蔗塘

^ ir 不加物

N H
一
C I

蔗塘

N H
一
C I, 蔗塘

人r : c o
:

(9 7 : 3 ) 不加物

N H
一
C I

蔗搪

N H
。
C I, 蔗塘

处处 理理 固 氮 活 性性

TTT r e a t 口e n rrr N it r o g e n a s e a e t iv it yyy

(((((n 二 0 IC : H 一
lh

·

m l a lg a e s u s Pe n sio n )))

处处处 理 后 时 间间

TTTTT im e a f, e r t r e a tm e n t (h)))

22222 444 呼888 7 222 9666 12 000

AAA r
不加物物 1 12

.

111 1 42
。

000 15 4
.

888 10 8
。

999 6 3
。

lll

NNN H
一
C III 000 0

。

888 2
。

999 12
。

666 2 6
。

000

蔗蔗塘塘 12 4
。

lll 17 0
。

000 18 6
。

555 18 3
.

000 17 9
。

555

NNN H
.

cl
,

蔗塘塘 7
。

555 8
。

999 10
。

777 16
。

999 2 8
。

666

^̂̂ ir 不加物物 l峪8
。

999 17 8
。

888 19 9
。

888 2 0 9
。

777 2 1 9
。

555

NNN H
一
C III 000 l

。

000 1 4
。

000 1 5
。

888 3 1
。

000

蔗蔗塘塘 16 8
。

555 1 9 5
。

666 2 1 6
。

555 2 33
。

000 2 4 9
.

555

NNN H
一
C I, 蔗塘塘 8

。

777 19
。

碍碍 2 6
。

555 3 2
。

444 4 5
。

444

人人r : c o
:

(9 7 : 3 ) 不加物物 19 7
。

999 2 2 7
。

000 2 4 9
。

lll 27 3
。

444 3 13
。

000

NNN H
一
C III 000 l

。

666 2 1
。

000 2 9
。

777 4 0
。

444

蔗蔗搪搪 2 0 0
。

222 2 3 0
。

555 2 5 0
。

lll 2 9 2
。

555 3 0 7
。

555

NNN H
。
C I, 蔗塘塘 ,

。

888 2 8
。

444 3 9
。

666 4 7
。

666 7 1
。

222

注 : N r l一C I 浓度 : 2 又 10 一 , m o l/ L ; 蔗糖浓度 : 0
.
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几
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、
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、
6 加 4 0 % 0 ,

图 2 氧对蓝藻固氮去按阻抑的影响
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.

2 E ff e c t o f o x yg e n o n r h e N H 士
一
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l : a t i o n i n A . a b a e . 口
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表 4 分子氮对蓝燕固氮去按阻抑的影响

T a ‘le 4 E ff e c t 0 1 m o le e u l a r n it r o g e n o n N H方
一
d e r e P r e s s io n o f 才 。a b a e , a

} 固 氮 活 性

处 理

T r e a tm e n t

N it r o g e n a s e a e t i v iry

( n m o lC
:
H

一

/ h
·

m l a lg a e s u sp e n sio n
)

处 理 后 时 间

T im e a f t e r t r e a t m e n r (h )

2 4 摇8 7 2 9 6 12 0 14 4

�j通
.七矛

⋯
OJ月‘月,R‘.�1托工A r

不加物

N H 一C I

N :

N H 一C I , N :

A ir 不加物

N H 一C I

N
:

N H
一
C I , N :

A r + c o
:

( 9 7 : 3 ) , 不加物

N H ; C I

N
2

N H
一
C I , N

Z

4 9
。

3

4 1
。

8

8 9
。

3

0
。

7

83
。

4

l
。

4

97
。

3

10
。

0

90
。

4

2
。

2

1 07
。

2

2 2
。

6

1 18
。

2

9
。

8

9 1
。

8

l
。

6

8 6
。

6

3
。

l

1 0 4
。

8

1 9
。

9

9 6
。

3

3
。

9

12 3
。

9

2 5
。

4

1 4 2
。

l

2 0
。

0

9 0
。

3

6
。

2

8 5
。

l

8 9
。

7

1 :

:::

8 5
。

7

8 4
。

2

2 6
。

8

10 3
。

3

8
。

5

13 8
。

0

3 0
。

5

16 2
。

4

2 2
。

2

6
。

9

12 0
。

l

3 3
。

9

1 10
。

3

17
。

2

15 5
。

1

3 6
。

6

l , 3
。

5

2 5
。

l

8 8
。

4

1 8
。

0

8 3
。

l

1 3
。

2

12 5
。

2

3 8
.

3

1 17
.

3

2 3
。

7

16 9
。

l

4 8
。

今

18 8
。

4

3 0
。

1

.

�”UO��“�

O尸

注 : N H . C] 浓度: 2 K 1 0 一 ,
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Z
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氧是抑制蓝藻固氮和去钱阻抑的
〔习 ,

其抑制程度随氧浓度增高而增大
,

尤以固氮活性

低者为甚 (图 2 )
。

分子氢支持蓝藻固氮
,

加速去钱阻抑速率囚
。

图 3 显示分子氢对不同固氮活性 的蓝

藻去铁阻抑都有不同程度的加速作用
,

固氮活性 高者去钱阻抑快一些
。

作为固氮能量来源之一的经化反应叨 (k na n g a 、 re a c tio n ) 对固氮去铁阻抑 速 率 也

有影响
。

当 H
Z

和 0 2

一 同加人反应系统时
,

不同固氮活性蓝藻的去铁阻抑都比单加H
:

的快
,

其中 固氮活性高的蓝藻有受益大的趋势(图 3 )
。

三
、

讨 论

固氮作用的铁阻抑(或铁阻抑效应)和去按阻抑及其调节是生物固氮研究中的基本问

题之一
。

一般多从细胞遗传水平上 (例如对铁调节的遗传分析
,

以及采用遗传操作技术选

择忍耐氨
、

分泌氨且固氮活性又高的固氮微生物工程株等
,

并已有成功的报道 )进行着探

讨
。

这是一种多半发生在结构基因的转录和有关信息的翻译水平上
,

并且是控制和决定

着固氮酶有关组分的浓度及其在细胞内能否存在的调节
,

应该说是调节的主要方面
。

但

是
,

从前文 〔3」和本文的结果来看
,

蓝藻的固氮去铁阻抑与其内外在生理条件及其本身的固

氮活力水平有关系
。

这种生理调控性的工作
,

对研究固氮作用的去按阻抑效应和寻求提

高蓝藻固氮效率的实际应用来说
,

显然也应引起重视
。

蓝藻固氮依赖于光
,

光通过光合作用与固氮发生联系
,

并且对其进行调节田。

这种调

节既表现在固氮酶活性的变化上 田 ,

也体现在固氮去铁阻抑中
L, 一目。

本文结果揭示
,

不同

固氮活性蓝藻的去按阻抑也都受光合作用的制约
,

在光合受到削弱的条件下
,

固氮活性低

者受到的影响更大些
。

其原因是多方面的
,

就固氮活性高的蓝藻来说
,

由于其光能利用效

率高
〔3] ,

因而除了其固氮所需要的还原物质
,

能量比较充足以外
,

其体内催化固氮产物氨

进一步同化的谷氨酞胺合成酶活性也可能大一些 田 ,

以致体内氨的有效积累高些
,

这徉也

就避免了氨对固氮反应的反馈性抑制
。

另外
,

正因为固氮活性高的蓝藻光合效率高
,

其碳

架供应可能比较充足
,

因而体内积累的氨可以被同化合成酶蛋白
,

于是固氮酶蛋白合成的

物质基础增加
,

最终导致去铁阻抑加快
,

固氮效率提高
,

而在固氮活性低的蓝藻中则可能

完全相反
。

这再次显示
,

深人研究光合和固氮之间的协调机制 依然是重要的
。

蓝藻固氮的去钱阻抑除受外界(如 p H
、

厌氧与否
、

光照
、

温度等 )和内在(如光合功能

和其它生理代谢)条件制约之外
15 一‘, ,

固氮酶本身活性的强弱也是很重要的因素
。

本文结

果表明
,

由不同气体组成导致固氮酶活性有异的蓝藻
,

活性高者
,

去按阻抑速率相对快些
,

而且受弱光
、

光合抑制剂
、

氧和分子氮的削弱程度也小一些
。

这显示蓝藻本身固氮酶活力

水平的高低似乎是抵御影响固氮去铁阻抑中不 良因素的内在基 础
。

此 种 现 象 不 仅 与

Kl iu g ki st 报道的 N H
;

c1 对棕色固氮菌固氮的抑制程度受 由不同浓度氧
、
p H 及细胞呼

吸 率导致的固氮活力高低制约的结果相似阁
,

而且我们从中还可以得到这样的启示
,

即研

究固氮生物的去按阻抑及其调节机制
,

乃至应用于生产实践时
,

亦应考虑固氮生物本身的

固氮酶活力水平
。
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