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提 要 本实验对在不同 ’(! " 浓度条件下培养的固氮鱼腥藻（ !"#$#%"# #&’()*#
)*+）的生长、光合放氧速率和叶绿素荧光参数 ,- . ,/ 进行了测定 0结果表明，当 ’(! " 浓度

为 10%!/23 . ) 时，其比生长速率（45*67876 9:2;<= :><*）最大，光合放氧速率和 ,- . ,/ 值最高 0
当 ’(! " 浓度大于等于 ?0%!/23 . ) 时会抑制 ! + #&’()*# )*+ 的生长和光合作用 0对在 %!/23 . )
和 ?0%!/23 . ) ’(! " 浓度下生长的藻细胞藻胆体 @ 类囊体膜复合物吸收光谱的比较和对与

?0%!/23 . ) ’(! " 发生反应的藻蓝蛋白溶液的可见光吸收光谱的分析，发现前者 A!#(/ 处藻

胆体的吸收峰和后者 A!%(/ 处藻蓝蛋白的吸收峰都因 ’(! " 的作用而下降，推测藻蓝蛋白

为 ’(! " 影响光合作用的位点之一 0碳酸酐酶活性的测定表明 ’(! " 的浓度水平会影响其活

性大小，推测是 ’(! " 影响光合作用的另一途径 0
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近一个世纪以来，人口激增和工业发展使排放的放弃物对生态环境的污染愈来愈严重 0工
业废水、污泥、垃圾或大气中存在的重金属元素如 ’(，EF，G7，EH，I9 等都会对生态系统造成危

害，迄今已有许多关于重金属离子对植物生长造成抑制甚至死亡的报道 0 ’( 也是造成水污染

的重金属元素之一，它对植物的危害主要是源于对光合系统的损伤［1］0目前已经有一些关于

’( 对高等植物及真核藻类光合系统影响的报道［1 J #］，但是对作为水生态系统中初级生产者的

原始蓝藻，其光合系统怎样受环境中 ’( 浓度影响还知之甚少 0 固氮鱼腥藻（ !"#$#%"# #&’()*#
)*+）是淡水环境中一种常见的原核蓝藻，其生长繁殖快，可作为很好的稻田绿肥和家畜饲料，

有一定的经济价值 0对其生理生态学进行研究对农业生产会具有一定意义 0本文选取固氮鱼腥

藻为材料，依次从其生长及叶绿素合成，作为 K4"活性指标的光合放氧速率及叶绿素荧光水

平、捕光色素藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白以及参与无机碳吸收利用的酶—碳酸酐酶等几个方面，研

究 ’(! " 在不同浓度下如何对蓝藻的光合系统发生影响 0
藻胆体是原核蓝藻和真核红藻中特有的超分子捕光色素蛋白复合体，有序分布在类囊体

膜的外表面，专门捕获光合作用吸收光谱中较弱的一部分，将其高效地传给 K4"，在光合作用

中具有重要的功能和地位 0本实验通过测定不同 ’(! " 浓度培养条件下生长的藻细胞和与不同

浓度 ’(! " 反应的藻细胞的吸收光谱，研究 ’(! " 对固氮鱼腥藻的藻胆体和藻蓝蛋白、别藻蓝蛋
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白的作用 !"#$%&’ 等［(］和李建宏等［)］曾分别就 *+, - 和 .#, - 对藻胆蛋白的作用作过报道，本文

证明 /0, - 也会对藻胆蛋白产生类似的作用 !
在蓝藻的光合作用中，碳酸酐酶（.1$23045 60&’7$189，.6，:.;! , ! < ! <）参与 .=, 浓缩（.1$>

230 ?43@479 .30590%$1%40+ "95&1048A，.."），/0, - 作为辅酶，通过影响碳酸酐酶的活性而对光合

作用产生影响 ! B1071CC 和 D3#A1 曾经报道 /0, - 的缺失会抑制菠菜中的 .6 活性［,］，*1$3%3 等人

曾报道，/0, - 的缺失，引起水稻中 .6 的 ABE6 量下降［F］；G377 和 H$105348 报道，海洋中硅藻的

.6 受低 .=, 浓度的诱导，诱导水平依赖于 /0, - 的水平［;］!关于 /0, - 对淡水中原核蓝藻碳酸酐

酶的影响还未见报道 !本文研究了 /0, - 对固氮鱼腥藻碳酸酐酶活性的影响 !

! 材料与方法

! !! 藻种、培养基与培养

固氮鱼腥藻由中国科学院典型培养物保藏委员会淡水藻种库（H6.*D>.3CC95%430）提供 !培
养采用无氮 DI J <<［K］培养基，置 (LLAM 锥形瓶中连续通气培养，光源为冷白荧光灯，光照强度

为 FL!A3C N&3%308 O（A,·8），温度保持在 ,PQ R <Q !
! !" 藻细胞生长测定

在培养基中分别加入 L !<、< !L、( !L、<L !L、,L !L、(L ! L!A3C O M 的 /0S=;，以不加 /0, - 为对照，

每天测定叶绿素含量 !叶绿素含量的测定采用李敦海［P］描述的方法：以 T(U乙醇提取，置 ;Q
冰箱 ,;&!用 K(, 分光光度计，在 );T0A，))(0A 波长下测定光吸收值 !);T和 !))(，以公式 " V
<F #K W !))( J ( #K) W !);T计算叶绿素含量，单位为!+ O AM!
! !# 光合放氧的测定

取培养物 ,AM，以 .C1$X 型 ?Y<（*1081%95&，Z! [!）氧电极测定放氧速率，光照强度为

,(L!A3C N&3%308 O（A,·8），水浴温度为 ,(Q !放氧稳定后记录时间不少于 (A40!测定完毕将反应

槽内藻体完全取出，离心去液体，以 T(U乙醇提取叶绿素 !
! !$ 叶绿素荧光的测定

叶绿素荧光的初始值 $L、最大值 $% 和荧光的可变部分$&（$& V $% J $L）用便携式植物效

率分析仪（\:6，*1081%95&"，Z![!）测定 !测定在室温下进行，暗适应时间不少于 <(A40，激发光

强约为 <(LL!A3C N&3%308 O A
,·8）!所有数据重复次数不少于 F 次，用可变荧光（$&）与最大荧光

（$%）之比表示光合效能的大小 !
! !% 碳酸酐酶活性的测定

离心收集对数期藻细胞，以 <,AA3C O M ]9$301C D#^^9$（N* P!FL）清洗一次并重新悬浮，采用

Y4C2#$>6079$830 量电法［T］对碳酸酐酶的活性进行测定 !在细胞匀浆液中注入 ,AM 饱和 .=, 溶

液，记录 N* 值从 P !FL 下降到 K !FL 的时间 !以公式 ’ V (L ) ( J < 计算碳酸酐酶的活性，其中 (
和 (L 分别代表含有碳酸酐酶和不含碳酸酐酶时溶液 N* 值下降的时间 !
! !& 藻胆体 ’ 类囊体膜的制备

按路荣昭等［<L］描述的方法制备藻胆体>类囊体膜复合物，并在岛津 Z] J <)L< 紫外，可见

光分光光度计上测定其可见光吸收光谱 !
! !( 藻蓝蛋白的分离

藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白的分离和浓度测定按照 S49+C9A10 和 [’541［<<］的方法 !
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! !" 藻蓝蛋白和 "## $ 的反应

参考李建宏等［$］的方法，在藻蓝蛋白的提取液中加入与藻蓝蛋白的摩尔数之比分别为 % &
’、( & )、) & )、* & )、的 "#+,) 溶液，)*-保温 ’*./# 后测定吸收光谱 !

# 结果与讨论

# !! "## $ 对固氮鱼腥藻生长及叶绿素含量的影响

在未加 "#’ 0 的培养基中，藻细胞因缺少这种必需的微量元素，生长受到影响，其生长速率

低于在 "#’ 0 浓度为 1 !%!.23 & 4 到 %1 !1!.23 & 4 范围条件下培养的藻 ! % !1!.23 & 4"#
’ 0 条件下生长

的藻细胞在对数期比生长速率为 1 !)(5，为各种浓度中最高值（从 1!.23 & 4 到 ’1 ! 1!.23 & 4 $ 个

浓度下的对数期比生长速率分别为 1 !16$，1 ! )’’，1 ! )(5，1 ! (5)，1 ! %)5 和 7 1! 8)%），为固氮鱼腥

藻生长所需的最适浓度（图 %）!以含 ’1 !1!.23 & 4 "#’ 0 的培养基培养的藻细胞在培养 ’9 后颜色

发生了轻微的黄化，其光合作用和其它各种代谢被抑制 !在 *1 !1!.23 & 4 "#’ 0 条件下，藻细胞在

% : ’9 内完全死亡 !曾有文献报道［%’］，单细胞绿藻栅藻（ !"#$#%#&’(& &()&*+",-(&）的 "#’ 0 浓度适

应范围为 %1 7 %’ : %1 7 $ !这个结论与本文对固氮鱼腥藻的测定结果基本相符；还有报道，在小球

藻和裸藻的培养基中加入 "#’ 0 会使它们的总叶绿素含量降低［%(，%)］，由本实验可以看出，在

’1 !1!.23 & 4 的 "#’ 0 作用下，固氮鱼腥藻的叶绿素合成也会逐渐受到影响 !

图 % "#’ 0 对固氮鱼腥藻生长的影响

;/<!% =>>?@A 2> "#’ 0 2# AB? <C2DAB 2> . / ,01-+", 4?E

# !# "## $ 对固氮鱼腥藻光合放氧速率的影响

"#’ 0 对固氮鱼腥藻的光合放氧速率也有影响 !当 "#’ 0 为 1 !%!.23 & 4 的低浓度时，"#’ 0 对藻

细胞的光合放氧起到促进作用，在 % ! 1!.23 & 4 时达到最大值，!* ! 1!.23 & 4 时的放氧速率下降

（表 %）!光合放氧涉及光合电子传递、磷酸化和碳素固定，取决于光合器内同化力的形成以及

光合器内外膜的完整 ! FGH?C 等人的研究表明，"#’ 0 是一种光合电子传递抑制剂［%］，推测当

"#’ 0 浓度超过 * !1!.23 & 4 时，可能会强烈地作用于光合电子传递系统中的作用位点，减弱电子

传递的流量，从而抑制光合作用，降低放氧速率 !
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表 ! "#$ % 对活体固氮鱼腥藻细胞光合放氧速率和叶绿素荧光的影响

&’()! *++,-. /+ "#$ % /# .0, 10/./23#.0,.4- 5$ ,6/78.4/# 9’., ’#:

-07/9/10377 +78/9,2-,#-, /+ ! " #$%&’(# 4# 646/

"#$ % 浓度

（!;/7 < =）

光合放氧速率

（!;/7 <（;>·0））

占最大值的

百分含量（?）
)* + ),

占最大值的

百分含量（?）

@ !A@ )@A BB )@C @ )DAE F @)@@G HC )EC
@ )! $BC )ED HB )HD @ )B@! F @)@!E HG )$D
! )@ $G$ )BA !@@ )@@ @ )B!A F @)@@G !@@ )@@
D )@ $EB )AH AB )AG @ )DHB F @)@!@ HB )CC
!@ )@ !HE )B$ G! )@! @ )DAH F @)@$G HD )E!

! )" "#! # 对固氮鱼腥藻叶绿素荧光的影响

叶绿素荧光的可变部分（)*）与最大荧光（),）的比值 )* + ), 可以反映藻细胞光系统"
原初的光化学效率［A］) 本实验取在不同浓度 "#$ % 下生长的样品对它们的 )* + ), 进行比较；

"#$ % 对 )* + ), 值（表 !）)曾有报道［!D］，"#$ % 会在 @ ) C I ! ) @;;/7 < = 的浓度范围内影响菠菜、大

麦等高等植物 JK"的活性；在本实验中，D )@!;/7 < = 的浓度会抑制原核蓝藻固氮鱼腥藻 JK"的

最大光能转换效率 )
! )$ "#! # 对固氮鱼腥藻碳酸酐酶活性的影响

碳酸酐酶（L’9(/#4- ’#03:9’2,，LM）催化 L5$ 和 NL5O
E 相互转变的可逆反应（L5$ % N$5!"

NL5O
E % N% ）［!B］)它是一种含 "#$ % 的金属酶，"#$ % 对于其催化作用具有重要的意义［!G］) P874,6

等［!A］曾报道，在体外除去 LM 的 "#$ % 会造成 LM 催化活性不可逆的损失 ) 在水化反应中，L5$

在酶反应活性中心与中介物 "# O 5N 反应；在脱水反应中，NL5O
E 与 "# O N$5 反应［!B］)

本实验中，在 ! )@!;/7 < = "#$ % 条件下培养的藻细胞具有最高的 LM 活性 )当 "#$ % 浓度升高

时，酶蛋白的活性就会因辅酶 "#$ % 的浓度过高而受到抑制，D ) @!;/7 < =，!@ ) @!;/7 < = 时的活性

分别为 ! )@!;/7 < = 时的 HB )@$?和 A! )H$?；无 "#$ % 条件下培养的藻细胞 LM 活性也较低，仅为

! )@!;/7 < = 时的 GB )DB?（图 $）)曾有报道［E］，缺少 "#$ % 的水稻叶片（"#$ % 含量为 @Q!H;> < ;$）的

LM 活性会降低，为 "#$ % 充足叶片（"#$ % 含量为 @ )D!;> < ;$）LM 活性的 !C?，相比之下本实验中

的 LM 活性降低并不剧烈 )
! )% "#! # 对固氮鱼腥藻藻胆体R类囊体膜吸收光谱的影响

在实验中，对固氮鱼腥藻的藻胆体R类囊体膜进行了制备分离，藻胆体 O 类囊体膜的吸收

光谱有 D 个峰，分别位于 BGA，B$C，CH@，CEA 和 C!A#;（图 E）) BGA#; 是类囊体叶绿素 ’ 的吸收峰，

B$C#; 是藻胆体的吸收峰，CH@#; 是类胡萝卜素的吸收峰 ) CEA 和 C!A#; 是叶绿素 ’ 蓝区吸收

峰 )从图 E 可看出该制备物为完整的藻胆体 O 类囊体膜复合物 )在含 D ) @!;/7 < = "#$ % 培养基中

生长的藻细胞的吸收光谱，B$C#; 处的吸收峰有一定程度的下降（图 C）；S89.03 等［D］和李建

宏［B］曾分别报道，N>$ % 和 L8$ % 处理均影响藻胆蛋白的吸收峰，本文证明 "#$ % 也会对藻胆蛋白

产生类似作用，推测藻胆蛋白是对重金属敏感区域，易受到重金属的伤害 ) 藻胆体是否就是

"#$ % 的作用位点，还需要进一步研究 )
! )& "#! # 与蓝藻蛋白的反应

从藻细胞中提取出具有捕光作用的色素藻蓝蛋白（JL）和别藻蓝蛋白（MJL），它们分别在

可见光的 B$@#; 和 BD@#; 处具有特征吸收峰 )在室温下分别以与 JL 亚基的摩尔数之比为 ! <
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图 ! "#! $ 对固氮鱼腥藻碳酸酐酶活性的影响

%&’(! )**+,-. /* "#! $ /# -0+ 12
3,-&4&-5 /* ! " #$%&’(#

)、* + ,、, + ,、- + , 的量加入 ./! $ ，并在 678下保温

!79&#，:; < =>?= 分光光度计测定吸收光谱，可见

"#! $ 的加入降低了 >!?#9 处 @1 的吸收值，以 A B 6
的量加入的 "#! $ 比以 = B ! 的量加入的 "#! $ 更明

显地减弱了 >!?#9 的吸收值（图 7），随后再增加

"#! $ 的浓度，>!?#9 处的吸收值不再降低，即以 A B
6 的量加入的 "#! $ 对藻蓝蛋白的作用已达到最大

程度 (
同时，"#! $ 对别藻蓝蛋白的吸收峰也具有影

响 (当 "#! $ 与 2@1 的亚基摩尔数之比达到 A B 6
时，在 678下保温 !79&# 后，对 2@1 在 >7?#9 的吸

收峰的减弱达到了最大程度（表 !）(
表 ! "#! $ 对别藻蓝蛋白吸收光光谱的影响

图 A 藻胆体 < 类囊体膜复合物的可见光吸收光谱 图 6 "#! $ 对 ! " #$%&’(# C+5 吸收光谱的影响

3(对照 D( "#! $ 含量 7(?!9/E B C

%&’(A F0+ 3D./GH-&/# .H+,-GI9 /* %&’(6 )**+,- /* "#! $ /# -0+ 3D./GH-&/#
H05,/D&E&./9+J-05E3K/&L 9+9DG3#+ /* ! " #$%&’(# C+5

F3D(! )**+,-. /* "#! $ /# -0+ 3D./GH-&/# .H+,-G3 /* 3EE/H05,/,53#&#

样品 ［"#! $ ］B［2@1.! 波长（#9） 光吸收

2@1 < >7?#9 ?(!??
2@1 $ "#! $ = B ! >7? ? (=MA
2@1 $ "#! $ A B 6 >7? ? (=N>
2@1 $ "#! $ 6 B 6 >7? ? (=NN
2@1 $ "#! $ 7 B 6 >7? ? (=NN

由藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白的吸收光谱可见，"#! $ 对于二者都有影响作用，由于在 ! " #$%&0
(’(# C+5 中光能的传递途径可能是

类胡萝卜素

" "藻蓝蛋白 别藻蛋白 叶绿素 3［=O］
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图 ! "#$ % 对藻蓝蛋白吸收峰的影响，

图中 & ’ $ 和 ( ’ ) 代表 *+ 亚基

与 "#$ % 的摩尔数之比

,-./! 011234 51 "#$ % 5# 462 7895:;4-5#
9;234:<= 51 ;6>353>7#-# 51
! " #$%&’(# ?2>，& ’ $ 7#@
( ’ ) :2;:292#4 462 :74-59

51 *+ 9<8<#-49 7#@ "#$ %

因此 "#$ % 有可能是先作用于藻蓝蛋白上，减少

了藻蓝蛋白可见光的吸收，使别藻蓝蛋白对光能的

吸收和传递也降低，从而降低了光合效率 /
在实验中还进行了 *+ 和 A*+ 含量的测定，未发

现 *+ 与 A*+ 的含量因 "#$ % 浓度不同而改变（数据未

出示）/
根据上述实验，可以得到以下结论：

（&）& / B!=5C ’ ? 浓度的 "#$ % 是维持固氮鱼腥藻

! " #$%&’(# ?2> 最适生长和最高光合放氧速率、最高

)* + ), 所必需的；当 "#$ %!! / B!=5C ’ ? 时就会对其

光合作用产生抑制，光合放氧速率和叶绿素荧光 )* +
), 都有所降低 / 培养其中加入 $ / B!=5C ’ ?"#

$ % 时藻

体很快发生黄化、直至死亡 /
（$）碳酸酐酶作为转运 +D$ 和在光合作用中为

E<8-935 提供局部高浓度 +D$ 底物所必需的酶，它的

活性对于整个光合作用的运作过程都具有影响 / 它

以 "#$ % 作为辅酶因子，当培养基中不加入 "#$ % 时，碳

酸酐酶的活性只有最适 "#$ % 浓度条件下的 FG / !GH，

而当 "#$ % 浓度升高到 !IB!=5C ’ ? 后，又会逐渐抑制碳酸酐酶的活性，从而影响蓝藻的光合效

率 /
（(）关于重金属对蓝藻光合作用的影响机理和与藻胆体的作用关系，迄今只有关于 J.$ %

和 +<$ % 可影响藻胆体光能传递的报道［!，G］/在蓝藻的类囊体膜上，藻胆体颗粒位于 *K"外侧，

易于受到进入细胞内的重金属离子的作用［G］/从藻胆体和藻蓝蛋白溶液的吸收光谱推测，"#$ %

可能作用于藻胆体中的藻蓝蛋白，影响光能传递，但影响程度没有 +<$ % 和 J.$ % 剧烈 /
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