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自生条件下根瘤菌固氮酶活性的表达
‘

邹小鲁 黄维南

� 福建省 亚热带植物研 究所�

提 要

在 自生 条件下
,

测定从四种热带豆科植物中分离得到的 七株根瘤菌乙 炔还原能

力
,

获得四 株根瘤具有固氮活性
。

南洋楹菌株 �� �� �
、

�� �� �
、

�� �� � 和四 棱豆菌

株��
,

其中菌株 � � � �� 和 ��表现较高的固氮活性
。

结果表明
,

在 培 养 基 中 含 有

低浓度氮源 �谷氛酞胺�
、

两种碳 水化合物 �阿拉伯糖和玻角 酸钠 � 及 低 浓 度 的

载
,

是根瘤菌表达较 高固 氮酶活性所必 需的
。

菌株 ��  � � 和�� 固氮酶表达最适氛浓

度为 � �
,

谷氛酞胺浓度分别为� � ���  �或 � � � ��  �
,

最适 �� 范围在 �
�

� � �
�

�

之间
。

根瘤菌在 自生条件下固氮酶活性的表达 〔�〕 ,

突 破 了根瘤菌只有与高等植物共生 才 能

固氮的概念
。

虽然
,

已证明虹豆型根瘤菌〔��
、

豌豆根瘤菌〔�〕
、

大豆根瘤菌〔的
、

首 蓓 根 瘤

菌〔的 三叶草根瘤菌〔�� 〕的一些菌株在特定培养基中均具有自生固氮 能力
,

但是
,

许多根 瘤

菌株仍测不出固氮活性
。

为了在纯培养条件下进一步了解促 进根瘤菌自生固氮的关键因子
,

阐明根瘤菌固氮酶系的合成和活性表达的机理及调节
,

我们研究数株热带豆科植物共生的根

瘤菌在 自生条件下固氮酶的表达
,

初步探讨影响固氮酶表达的生理因素
。

材 料 与 方 法

一
、

菌林与培养条件

根瘤菌菌株� �  ��
, � � ���

, � �  � �系由南洋楹 月�乙‘二‘� �
� �� � 才� �‘。 根瘤分离得到〔�〕 ,

菌株��系从四棱 豆 � �� 户��� ��’夕“ � �� ��� � �� �� �� 二 根瘤中分离得到
,
根 瘤 菌 菌 株

���� 是从灰金合欢 且 。� � ‘。 � �� � � 。 根瘤 中得到〔� 〕� 菌株 � �
,
� �系由银合欢 乙� � �  � ! �

�� � � � � �� �� ��根瘤中分离得到的
。

二
、

根瘤菌培养基成分及培养条件按黄维南等方法〔� 〕
�

三
、

固氮酶诱导及测 定

参照 � � � 培养基配方〔�〕 ,

取培养好的培养物接种于 � � � 斜 面 � �� � �三角瓶盛 �� � �

固体培养基 �
,

于�� ℃培养�天
,

换翻口橡皮塞
,

抽气充氢
,

注入 � � �乙炔
,

继 续 诱 导 �天

后
,

测定固氮酶活性 〔�〕
。

�

本室蔡龙祥
、

蓝谷等同志提供菌种
,

特此致谢
。

国家自然科学基金资助
。

卞文于 � � � �年�月�� 日收到
。



� 期 自生 条件下根瘤菌固 氮酶活性表达

表 � 不同根润菌菌株在� � �培养基上乙块还原能力的测定

一
菌

’

一株
‘

�
”
”
瓜

还、
炔还原能力 � �

型型型型型型型生生生生生生生快快快慢慢慢慢

��

十�

�十

� � � �

� �

� �

� � � � �

� � � � �

� � � � �

� �

注
�

四
、

“ � ”

表示有乙炔还原能力
。 “ 一 ”

表示测不出乙炔还原能力
。

菌体蛋白含量测 定参照黄维南等方 法〔� 〕
。

结 果

一
、

不同来源根瘤菌菌株固氮酶活性表达

表 �表明
,

不同来源的根瘤菌菌株在� �� 培养基上
,

固氮酶诱导情况各不相同
。

快 生 型

根瘤菌菌株� �
,

� �和 �� � �均测不出固氮活性
,

而慢生型根瘤菌菌株� � � ��
、

� �  ��
、

� �  ��

和� �皆表现自生 固氮能力
。

共巾菌株 � � �� �和 ��表现较高的固氮活性
。

因此
,

我们选 择 其

作进一步研究
。

二
、

氮源 对根瘤菌固氮酶活性 的影响

根瘤菌纯培养的固氮活性
,

一般

只有在培养基中有少量结合态氮时才

表现出来
。

对菌株 � � �� �
,

当 氮 源

浓度 为 ���� ��� � � 时
,

谷 氨 酞 胺

� � �� �
、

天冬酞胺 � � � � �
、

天冬

氨酸 �� ��� 和硫酸按 较 有 利
�
尿

素
、

谷氨酸 �� �� �
、

蛋白陈效果次

之 � 硝酸钾
、

赖氨酸 �� � � � 效果最

少
。

而对菌株 � �
,

当氮源浓度为 �

� � �
�� � 时

,

只有谷氨 酞 胺
、

天 冬

氨酸和谷氨酸较有利
,

其余效果较差

�表 � �
。

实验表明
,

谷氨酞胺是两

株根瘤菌固氮酶诱导的最适氮源
。

适

量浓度的谷氨酞胺对固氮酶诱导具有

促进作用 �图 � �
,

过高或过低浓度

不利于 固氮酶的表达
。
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图 � 谷氮缺胺浓度对根瘤菌菌株
� �  ��和 � �固橄醉达的形晌

� 一 � � � � � � � �
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表� 不同氮源对根泊菌 菌株� �  � �和� �生长及固氮醉活性的影晌

��� � �� �

氮 源
固氧酶活性

� � � � �� 扭 �
·

� �
菌体蛋白量
� � � � 瓶 �

固氮酶活性
� � � � �� � �

·

� �

谷氨酸胺

谷 氨 酸

天冬酞胺

天冬氨酸

赖 氨 酸

尿 素

袱己 酸 钱

硝 酸 钾

蛋 白 膝

� �
。

�

� �
。

�

�
。

� � �
。

�

三
、

碳源对根瘤菌固氮酶活性 的影响

除了氮源以外
,

碳源是根瘤菌自生条件下表现固氮能力最重要的培养基成分
。

阿拉伯糖

加墟泊酸钠对根瘤菌 自生条件下固氮酶的表达具有明显的促进作用 �表 ��
,

其余各类 碳 源

效果较差
。

在单独以阿拉伯糖或唬拍酸钠作为碳源培养条件下
,

两株根瘤菌均未测出固氮活

力
。

衷 � 不同碳源对根启菌菌株 � �  ��和� �生长固氮醉活性的影晌

� �  �� ��

碳 源
固 氮 酶 活 性
� � � � �� � �

·

� �
菌体蛋白量
� � � � 瓶 �

固 氮 酶 活 性
� � � � �� � �

·

� �
菌体蛋白最
� � � � 瓶 �

口��‘通口咋‘���建左‘渡�一�‘任述孟�� �� �

……
���上��月�曰�孟,�,�,��止,上,上�

��八�
门������
������

���

……
�乙��八��往�自����,�。������,

�,
�

阿拉伯糖 十

唬王白酸钠

木 糖

才亥 糖
一

甘 露 糖

葡 萄 糖

蔗 糖

半 乳 糖

果 糖

甘 油

阿 拉 伯 糖

唬 泊 酸 钠

注
�

碳源浓度为�� 毫摩尔� 升
。

以丙酮酸或三竣酸循环中间产物代替 � �� 培养基中的 唬拍酸培养结果表明 � 表 � �
,

丙

酮酸或苹果酸对菌株� � � � �固氮酶表达有一定的效果
。

对菌株 � �而言
, � 一

酮戊二酸有 一定

的作用
,

但也仅为琉拍酸培养条件下的固氮酶活性的 � � �左右
。
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表� 与三淤酸循环相关的化合物对根油菌菌株 � � � � �和 ��生长及固氮畴活性的影晌

� � � � � � �

固 氮 酶 活 性
� � � � �� � �

·

� �
菌体蛋白量
� � � � 瓶 �

固 氮 酶 活 性
� � �

� �� � �
·

� �
菌体蛋白量
� � � � 瓶 �

一
�

一一一一一
一

一
漏脚。昭。�琉 泊 酸

丙 酮 酸

苹 呆 酸

延胡索酸

� 一 酉厦戌二酸

注
�

碳源浓度为�� 毫� �  ! ∀ #

四
、

氧浓度时根瘤菌固氮酶活 性的影响

和其它 自生固氮菌一样
,

根瘤菌固氮酶

对氧是敏感的
。

但是
,

为了保证根瘤菌本身

生长与呼吸代谢水平
,

也需要适量的氧
。

图

2表明
,

菌株863 8L和 P S在固体斜 面 上
,

固

氮酶活性表达的最适初始氧浓度约为 1 % 左

右
。

在诱导过程中
,

加入 5 % 氧
,

就抑制固

氮酶活性的表达 ( 图3 )
。

五
、

培养基的p H 对根瘤菌固氮酶 活 性

的影响

培养基的pH 影响着根瘤菌的生 长 和 固

氮酶表达
。

表5表明
,

在 pH S
。

6 一6
.
0之间比

较有利于根瘤菌固氮酶活性的表达
。

(城、肠缓暇)坦趋谧瑞创

2- 一

万

“
口

时间《天 沁

3公

(集z长趁裸�创旭盛舞越

奢
名6 38 L
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; 之二丁-.....匆

\

.

运 时闻 ‘无 ,

。

祝懈、长钱暇)刘脚谧嫉皿

(再)二肠名.‘ ( 日) , 护昌

4

氧浓度

5

(% )

图2 妞浓度对根. 苗菌株8638L和P S

固氮. 衰达的影晌

图3 根右苗奋株8638L和P S乙抉还原

时间进程

(A ) ,
s 6 3 8 L

,

( B )
:

P S
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讨 论

根瘤菌固氮酶基因的表达
,

需要一些专一条件
。

包括限量氮源
,

适当的碳源
,

合适的氧

浓度〔H 〕
。

此外
,

培养菌龄
、

环境的p H 值
、

温度等因素也会影响固氮酶基因的表达
。

虽然

这些因素对于不同种系的根瘤菌
,

可能会产生不同结果
。

但是
,

固氮酶活性形成的基本要求

还是一致的
。

表5 固体培养时
,

p H 对根右菌菌株株8638L 和P S固氮碑活性的影响
...., . . . . 州. . . . . . 臼. . “自. . . . . 口.

一
8 63 3L P S

P H
固氮酶活性

(n M o l/ m g
菌体蛋白量
( m g / 瓶

固氮酶活性
(n M o l/ m g

·

h )

菌体蛋白量
( m g/ 瓶 )

5 。

4
~

5

。

0

5

。

6
~

6

。

0

6

。

1
~

6

。

5

6

。

6
~

7

。

0

7

。

1
~

7

。

8

8

。

0
~

8

。

4

(

2 3

。

3

5 5

1 8

。

5

1 2

。

8

。

O

。

4

。

6

。

2

。

4

根瘤菌生长所需的氮源及其水平
,

影响着固氮酶的表达〔12 〕
。

实验表 明
,

谷 氨 酞胺 是

根瘤菌菌株8638L 和P S固氮酶表达的最适氮源
,

其最适浓度在2一3m M ol / L
,

与大多数根瘤

菌诱导结果相类似
。

许多工作证明阿拉伯糖加唬拍酸钠是较好的碳源
。

G i bs
o n 〔13〕等认 为 培 养 基中 的 阿

拉伯糖可以 由木糖或核糖所取代
,

但葡萄糖
、

蔗糖
、

甘露糖或半乳糖等只能维持较低的固氮

活性
,

如果只有阿拉伯糖而没有珑拍酸盐则几乎没有固氮活性
。

通常认为在含有唬拍酸盐的

培养基中
,

固氮酶活性较高部分是由于琉泊酸盐促进根瘤菌合成大量的聚多糖〔14〕
,

K
u r z 〔15 〕

“

认为
,

产生 大 量 粘 液的菌株其乙炔还原活性较高
,

可能是粘液对 固 氮 酶 起 了 氧 保 护 作

用
。

但是
,

A g
a r

w
a

l 的工作表明以6〕
,

聚多糖的合成与固氮酶表达呈负相关
。

慢生型根瘤

菌的己糖代谢是经过E
“ t r e D

o u
d
o r o

f t途径以7〕
,

而戊糖代谢 也 是 类 似情况〔l劝
,

这样

由阿拉伯糖形成葡萄糖醛和丙酮酸
。

我们的结果表明
,

丙酮酸和三竣酸循环部分中间产物可

能替代唬拍酸盐
,

对固氮酶的表达有一定作用
。

根瘤菌在低氧分压下固氮酶活性较高〔15〕 ,

菌株8638L 和 P s培养在气相氧浓度为 1%

左右条件下
,

固氮酶活性最高
,

氧浓度过高或过低均不利于固氮酶表达
。

当固氮酶活性已表

达后
,

再注入 5% 氧可以抑制固氮酶活性
,

但24 小时后
,

固氮酶活性又有所恢复
,

可能 由 于

呼吸代谢中消耗了一部分氧
,

随着氧浓度的降低
,

固氮酶基因又正常表达
。

慢生型根瘤菌在

培养过程中会产生微碱性反应 〔1 3 〕,

菌株 86 38 L 和P s在 pl王5
.
6一 6. 0范围内固氮酶活性 较

高
,

可能微偏酸环境较适合共固氮酶表达
。

到目前为止
,

有关根瘤菌自生固氮已有许多报道
,

对影响其固氮酶基因表达的因素
,

也

有广泛的了解
。

但是
,

这些因素在根瘤菌自生固氮中起着何种生理功能
,

其调控机制如何?

依然有待于进一步阐明
。
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