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钝顶螺旋藻的硝酸还原酶与
氢酶之间的电子竞争

’

张慧苗 顾天青

(中国科学院植物研究所
,

北京 100 0 44)

提要 于 19 94 年 6 一 11 月
,

运用生物化学方法以钝顶螺旋藻为材料制备整体细胞和无

细胞提取物
。

测定表明
,

整体细胞硝酸还原酶与氢酶活性的相互关系和无细胞提取物氢酶与

硝酸还原酶的(对还原甲基紫精 )K m 值
,

分别为 2
.

2 99 x l0 一 7m o l/ L 和 z
.

og s x 一。一 7m oF L ;

证实在硝酸还原酶与氢酶之间存在着电子竞争
。

关键词 钝顶螺旋藻 硝酸还原酶 氢酶 电子竞争

作者 (G u et al
. ,

198 4 )报道了在钝顶螺旋藻硝酸还原酶和氢酶之间存在着能量竞

争的观点
,

本文实验结果为这一观点提供了一个新的证据
。

1 材料和方法

1
.

1 藻种和培养方法 钝顶螺旋藻 (SP iru lin a p la ten s is )藻株由北京营养源研究所提

供
。

按 Pin e v iteh 等 (19 70 )的方法培养
。

1
.

2 藻种的收集与处理 将生长 10 一 15d 的藻用布氏漏斗抽滤去掉培养液
,

得到糊

状藻体再用新鲜培养液洗 2 一 3 次
,

并悬浮于其中备用
。

取部分悬浮在新鲜培养液中的

藻
,

仍用抽滤法去培养液
,

得到的藻糊用不含硝酸盐的无氮培养液洗 2 一 3 次
,

以去掉

培养液中的硝酸盐
,

然后再悬浮于其中
。

藻悬浮液分别用于测定整体细胞的硝酸还原酶

活性与氢酶活性
。

1
.

3 测定方法 整体细胞硝酸还原酶活性测定按H er re ro 等 (19 8 1
,

19 84 )的方法
。

整体细胞氢酶活性的测定按 G u 等 (19 84 )的方法
。

钝顶螺旋藻无细胞提取物的制备及放氢活性的测定按 G u 等 (19 8 7 )的方法
。

钝顶

螺旋藻无细胞提取物的硝酸还原酶活性测定 : 首先抽滤悬浮有新鲜藻的硝酸盐培养液
,

去掉培养液
,

然后将之悬浮于 H eP es 缓冲液中 (p H = 8
.

0
,

0
.

02 m ol / L )
,

呈糊状 ; 用

X 一 Pr es s压榨破碎细胞
,

以 40 0 00 9 离心 40 m in
,

上清液部分用于测定硝酸还原酶活性
,

具体方法见 H e rr er o (198 4 )
,

并略作修改
。

无细胞提取物的硝酸还原酶与氢酶 K m (米

氏常数 )的测定按 H 。等(19 73 )的方法
。

硝酸盐含量测定按 C a w se 等 (19 67) 的方法
。

培养液滤出液中亚硝酸盐含量测定按

H err e ro 等 (19 84 )
。

蛋白浓度测定以牛血清白蛋白作为标准
,

见 H e rrer o 等 (19 8 1 )的方
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法
。

2 结果与讨论

2
.

1 钝顶螺旋藻对硝酸盐的利用及蛋白质合成 结果见图 1
。

表明
,

钝顶螺旋藻在

Pi ne vi tc h 培养条件下
,

培养液中的硝酸盐不断被利用
,

亚硝酸盐含量不断增加
,

蛋白质

也不断合成
。

随着藻生物量的不断增加
,

在硝酸还原酶作用下
,

藻将硝酸盐转化为亚硝

酸盐
,

并将部分亚硝酸盐释人到培养液中
,

从而可 以通过测定培养液中的亚硝酸盐的含

量来估测硝酸还原酶活性
。

亚硝酸盐含量增加越多
,

硝酸还原酶活性越高
,

藻生物量随
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图 1 钝顶螺旋藻对硝酸盐的利用及其与亚硝酸盐的关系 (a)
,

以及蛋白质的含量 (b )
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图 2 钝顶螺旋藻放氢活性与硝酸还原的关系
Fig
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生长在以 N O ,3 作为氮源的培养液中的钝顶螺旋藻 :

1
.

放氢活性; 2
.

硝酸还原酶活性
.

3 , 4
.

转移到无氮培养

液中之后的钝顶螺旋藻: 3
.

放氢活性; 4
.

硝酸还原酶活性
.

图3 光合作用与硝酸还原酶
、

氢酶电子传递途径

Fig
.
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之也增加
。

硝酸还原酶活性水平同硝酸盐的利用和蛋白质合成之间有明显的正相关系
。

2
.

2 钝顶螺旋藻的硝酸还原酶与氢酶活性之间的关系 钝顶螺旋藻整体细胞硝酸还

原酶与氢酶活性测定结果见图2
。

表明生长在硝酸盐中的藻细胞尽管在暗中厌氧诱导 4h
,

也只有微量氢放出
,

而硝酸还原酶活性逐渐增高 ; 如把培养基中的硝酸盐去掉
,

硝酸还

原酶活性便逐渐下降
,

氢酶活性却逐渐升高
。

在蓝藻中
,

硝酸还原酶结合于类囊体膜上
,

光合作用产生还原 Fd 作为生理电子供体 ; 氢酶也从还原型 Fd 得到电子
,

电子传递途

径可归纳为图 3
。

因此生长在硝酸盐培养液中
,

硝酸还原酶活性高于氢酶活性
,

从还原

Fd 来的电子只提供硝酸还原酶用于硝酸盐的还原
.

当去掉培养液中硝酸盐后
,

氢酶活

性高于硝酸还原酶活性
,

从还原的 Fd 来的电子提供给氢酶
,

因而有氢的形成
。

以上说

明
,

在它们之间存在着能量 (还原力 )的竞争
,

并说明生长在硝酸盐中的藻细胞放氢受到

硝酸还原酶的抑制
。

2
.

3 钝顶螺旋藻硝酸还原酶与氢酶的K m 值 钝顶螺旋藻硝酸还原酶与氢酶对甲基

紫精的 K m 值见图 4
。

结果表明
,

硝酸还原酶 K m 值为 1
.

0 9 8 x 10 ”m ol / L; 氢酶 K m

值为 2
.

99
x 10

一 ’ m ol / L
。

在体外测定硝酸还原酶与氢酶 K m 值时
,

氢酶与硝酸还原酶

均可利用 N a 25 20 4
还原的甲基紫精作为还原剂

,

K m 值越小则表示酶与底物的反应越趋

于完全
。

这说明
,

硝酸还原酶 K m 值小于氢酶 K m 值 ; 硝酸还原酶和氢酶对还原力的

竞争
,

前者大于后者
。

这可以进一步说明
,

生长在硝酸盐中的藻细胞为什么没有氢的释

放这一观点
。

本实验结果为这一观点提供了一个新的论据
。
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图 4 钝顶螺旋藻氢酶 (a )和硝酸还原酶 (b )对甲基紫精的 K m 值 (S 为还原甲基紫精
,

m of / m l )
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3 结论

上述结果表明
,

当钝顶螺旋藻在适当条件下快速生长时
,

硝酸还原酶活性水平与硝

酸盐的利用和蛋白质的合成有一种正相关关系 ; 在硝酸还原酶与氢酶活性关系上存在着

能量竞争
,

通过硝酸还原酶与氢酶的 K m 值说明能量竞争中前者大于后者
。
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