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铁和镍对光合细菌生长和产氢的影响
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摘 要：基于金属元素在生物体功能发挥中的作用以及它们参与光合细菌光合放氢的重要

性，着重进行了铁和镍对沼泽红假单胞菌（!"#$#%&’($#)#*+& %+,(&-./&）0 菌株和一株红杆菌

（!"#$#1+2-’. >*(）细胞生长、光合放氢和光合色素合成影响的研究。结果表明，高浓度 6/" G 可

显著提高两菌株光放氢能力和生物合成能力，最适浓度的 6/" G 可使其产氢能力分别达对照

组的 4H"# 倍和 #H0 倍，产氢得率分别为 "1$H1 :IJE 和 "03H5 :IJE，生物量分别为对照组的

4H!# 倍和 4H3! 倍。5!:&’JI -,# G 的添加可使两菌株产氢能力分别达对照组的 4H!0 倍和 4H51
倍，产氢得率分别为!#5HF :IJE和!31H" :IJE。而当 -,# G 浓度为 4#!:&’JI 时，两菌株的产氢活

性受到不同程度的抑制，产氢得率分别降低 !1HFK和 45H!K。在铁浓度相同时，添加 1!:&’JI
-,# G 能明显促进两菌株的生长。而当 -,# G 浓度大于 1!:&’JI 时，细胞生长受到抑制。6/" G 和

-,# G 对 !"#$#1+2-’. >*(菌株类胡萝卜色素有显著影响。研究结果显示，!#1 B: 色素峰随铁浓

度的增加和镍的添加而消失，同时，产氢活性提高。
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光合细菌可利用体内巧妙的光合机构在降解有机物（有机废水）同时转化太阳能为氢

能，被认为是一种能妥善解决能源与环境，促进经济与环境协调发展的绿色技术。近年

来，光合细菌光合作用原初光化学反应机理，尤其是光反应中心的研究取得了令人瞩目的

成就［4，#］，而依赖光合作用的固氮放氢则有待深入。光合细菌的光合放氢是在光合磷酸化

提供能量和有机物降解提供还原力条件下由固氮酶催化完成。在此过程中，铁起着举足

轻重的作用，因为与光合放氢有关的电子传递载体（铁氧还蛋白、细胞色素、铁醌）、固氮酶

（铁钼蛋白和铁蛋白）、氢酶（-,6/ 氢酶、6/ 氢酶）等都需要铁的参与［" M 1］。N&# G 作为固氮

酶催化活性基团，对光合放氢的影响研究较多［1］。与钼相比，铁对光合放氢的作用还未引

起足够重视。

镍是组成光合细菌 -, 6/ 氢酶、OP 脱氢酶的重要活性基团［" M 3］。镍的研究多集中在

对固氮酶和氢酶合成和活性的影响［ F，0］，而从细胞生长、产氢和光合色素角度进行的研究

还未见系统报道。众所周知，金属离子作为金属酶的活性中心或辅基在生命活动中起至

关重要的作用。鉴于铁和镍在氢代谢中的重要地位，本文着重探讨了铁和镍对光合细菌

产氢与生长以及光合色素的影响，以期为光合细菌的深入研究提供参考。



! 材料和方法

!"! 试验材料

供试 菌 株 为 沼 泽 红 假 单 胞 菌（ !"#$#%&’($#)#*+& %+,(&-./&）! 菌 株 和 一 株 红 杆 菌

（!"#$#0+1-’. "#$）菌株。

!"# 培养基和培养条件

种子培养基和产氢培养基（%&）均采用改良的 ’()*(+, 培养基［-］，用 ./01 234 乙酸钠

和 5/6 234 谷氨酸钠分别代替取代其中的 1/6 2 3 4 苹果酸钠和 6/7 2 3 4（8%0）. 9’0。铁测

试培养基删去 %& 中的 :*9’0·;%.’ 和 <=>?，而代之以终浓度为 6、76、566、576 和 .66

!)+@34 的 <=>?A:* 溶液。因 %& 中不含镍，故镍测试培养基是 %& 中分别添加终浓度为

6、B、1、- 和 5.!)+@34 的 8CD@.·1%.’ 溶液。测试浓度的选择是以原有浓度为基础上下选择

两个试验点。培养容器采用 5B6)4 玻璃盐水瓶，内盛 566 )4 产氢培养基，接种对数期种

子液后，用反口橡皮塞密封。接种量为 56E，起始 23116 为 6/.B1。培养瓶剩余空间用置

换排气法充氩气以保证厌氧环境。将一个无菌 51 F 短针头插入到培养瓶的氩气相中，产

生的气体由此通过无菌硅橡胶管进入盛满 6/5)+@ 3 4 8G’% 的史氏刻度发酵管中，定时记

录产氢量。另外用一个无菌 ; F 长针头插入到培养液的下部以用作接种和取样。光照厌

氧培养在 B6 H .I，7666 @JK 条件下。每个处理均作两次重复。所有器皿均用 5)+@ 3 4 %D@
浸泡过夜，并以三蒸水冲洗多次，烘干备用。所有的试剂和培养基也用三蒸水配制。所用

试剂均为分析纯。

!"$ 氢含量测定［ !%］

!"& 活细胞吸收光谱和细胞生长的测定［!%］

活细胞吸收光谱的测定是离心收集光照厌氧培养物，经洗涤后悬浮于 16E的蔗糖溶

液中，取 B66!4 于 9#*LM(G &GK 5-6 型微孔板分光光度计上扫描，扫描范围为 5-6N) O
P76N)。细胞生长是测定波长 116N) 处的细胞悬液的光密度值。

!"’ 谷氨酸含量测定

离心样品，取 .7!4 上清液于 9Q?A76Q 生物传感分析仪（山东省科学院生物研究所研

制）测定谷氨酸含量。样品测定之前，先用浓度为 5/62 3 4（定标为 566E）的标准 4A谷氨

酸进行定标。5/62 3 4 标准 4A谷氨酸定标为 566E。

# 结 果

#"! 不同浓度铁对光合放氢的影响

图 5 和图 . 表明，:*B R 对 ! $ %+,(&-./& ! 菌株光合放氢影响程度较小，但产氢能力仍

呈现出随 :*B R 浓度增加而增加的趋势，添加 .66!)+@ 3 4 的 :*B R 可明显提高其产氢能力，

产氢得率为 B16/1 )4 3 2 乙酸，为对照组的 5/B. 倍。:*B R 可显著提高 !"#$#0+1-’. "#$菌株

产氢能力，576!)+@34 的 :*B R 可使其产氢能力达对照组的 ./P 倍，产氢得率为 BP7/- )432
乙酸。.66!)+@ 3 4 的 :*B R 并未成为两菌株产氢限制性条件。在适宜条件下，!"#$#0+1-’.
"#$菌株的产氢能力高于 ! $ %+,(&-./& ! 菌株。两菌株在高浓度含铁水体中产生分子氢的

特性具有重要应用价值。
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图 ! "#$ % 对 ! & "#$%&’()* ’ 菌株产氢的影响

!"#$% &’’()* +’ !(, - +. /012+#(.

32+14)*"+. +’ ! $ "#$%&’()& 5

图 ( "#$ % 对 !+,-,.#/’0( )*&菌株产氢的影响

!"#$6 &’’()* +’ !(, - +. /012+#(. 32+14)*"+.

+’ !*+,+-#.’/( 73$

(+ ( 不同浓度镍对光合放氢的影响

图 , 和图 8 表明，添加适量 9"6 - 可显著提高两菌株产氢能力。当 9"6 - 浓度为 :!;+<=>
时，! $ "#$%&’()& 5 和 !*+,+-#.’/( 73$ 两 菌 株 最 高 产 氢 得 率 分 别 为 86:?@ ;>=# 乙 酸 和

8AB?, ;>=#乙酸，分别比对照组提高 %?8C 倍 和 %?:B 倍。! $ "#$%&’()& 5 菌株产氢适宜 9"6 -

浓度范围为 , D :!;+<=>，当 9"6 - 浓度为 %6!;+<=> 时，产氢活性明显受到抑制，不仅产氢延

滞期延 长，产 氢 得 率 也 下 降 8B?@E。 !*+,+-#.’/( 73$ 菌 株 产 氢 适 宜 9"6 - 浓 度 范 围 为

B D :!;+<=>，当 9"6 - 浓度为 %6!;+<=> 时，产氢量降低 %:?8E，但仍高于 F D ,!;+<=> 9"6 - 浓

度时的产氢量。

图 $ ,-( % 对 ! & "#$%&’()& ’ 菌株产氢的影响

!"#$, &’’()* +’ 9"6 - +. /012+#(. 32+14)*"+.

+’ ! $ "#$%&’()& 5

图 . ,-( % 对 !+,-,.#/’0( )*&菌株产氢的影响

!"#$8 &’’()* +’ 9"6 - +. /012+#(. 32+14)*"+.

+’ !*+,+-#.’/( 73$

(+$ 铁和镍对细胞生长的影响

图 A 结果表明，!(, - 的添加明显刺激两菌株的生长。%FF!;+<=> 和 %AF!;+<=> 的 !(, -

使 ! $ "#$%&’()& 5 菌株和 !*+,+-#.’/( 73$菌株生物量分别达对照组的 %?86 倍和 %?A8 倍。在

!(, - 浓度为 %AF!;+<=> 时，!*+,+-#.’/( 73$菌株的生物量是 ! $ "#$%&’()& 5 菌株的 %?, 倍。

添加 B!;+<=> 的 9"6 - 明显刺激 ! $ "#$%&’()& 5 菌株和 !*+,+-#.’/( 73$ 菌株的生长（图

B），其生物量分别可达对照组的 %?8C 倍和 %?,: 倍。当 9"6 - 浓度在 F D B!;+<=> 之间时，

细胞生物量随 9"6 - 浓度的增加而增加。大于 :!;+<=> 的 9"6 - 对生长具有负效应。从图 %
D 图 B 综合分析，可得出如下结论：（%）!*+,+-#.’/( 73$ 菌株的产氢能力和生物量均高于
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! ! "#$%&’()& " 菌株。（#）适量 $%& ’ 和 ()# ’ 的添加可显著促进细胞生长和产氢，但促生长和

促放氢所需的最适添加量不同。

图 ! "#$ % 对 ! & "#$%&’()& ’ 和

!*+,+-#.’/( ()&菌株生长的影响

$)*! + ,--%./ 0- $%& ’ 01 .%22 *304/5 0- ! ! "#$%&’()& "

617 !*+,+-#.’/( 89!

图 * +,- % 对 ! & "#$%&’()& ’ 和

!*+,+-#.’/( ()&菌株生长的影响

$)*!: ,--%./ 0- ()# ’ 01 .%22 *304/5 0- ! ! "#$%&’()& "

617 !*+,+-#.’/( 89!

-./ 两菌株对谷氨酸的利用

对产氢结束后上清液谷氨酸测定，结果表明，;<< = #<<!>02?@ 浓度的铁有助于谷氨

酸的吸收利用。 ! ! "#$%&’()& " 菌株的谷氨酸的利用率受铁浓度影响较小，仅对照组和

+<!>02?@的 $%& ’ 培养液检测到少量谷氨酸，故该菌株在 < = #<<!>02?@ 的 $%& ’ 浓度范围

内，表现出较高的产氢活性（图 ;），细胞生物量也在 ;<<!>02?@ $%& ’ 浓度时达到峰值（图

+）。而 !*+,+-#.’/( 89!菌株在 < = +<!>02?@ 铁浓度的细胞培养液中仍含有 AB = ;+B的

谷氨酸，故该浓度下细胞产氢活性低的原因可能是由于谷氨酸过量的缘故，谷氨酸很可能

脱氨基产生 (C’
D ，抑制了光合放氢活性，当铁浓度大于 ;<<!>02?@，由于谷氨酸完全被消

耗，故产氢活性明显提高（图 #）。

在不含 ()# ’ 的反应体系中，! ! "#$%&’()& " 菌株能完全利用谷氨酸，而 !*+,+-#.’/( 89!
菌株 谷 氨 酸 利 用 率 仅 为 A# B，培 养 基 中 仍 含 有 EB 的 谷 氨 酸 未 被 利 用，这 可 能 是

!*+,+-#.’/( 89!菌株在无 ()# ’ 培养基中产氢能力（#&#F&# >@?* 乙酸）低于 ! ! "#$%&’()& " 菌

株（#A;F#: >@?* 乙酸）的主要缘故（图 & 和图 D）。在添加 ()# ’ 的反应体系中，两菌株均可

完全利用谷氨酸，由此可见，()# ’ 的添加在某种程度上有利于两菌株对谷氨酸的吸收利用

（表 ;）。

表 0 铁和镍对 ! & "#$%&’()& ’ 和 !*+,+-#.’/( ()&菌株谷氨酸利用的影响（1）

G6H2% ; ,--%./8 0- $%& ’ 617 ()# ’ 01 *2I/6>6/% I/)2)J6/)01（B）0- ! ! "#$%&’()& " 和 !*+,+-#.’/( 89!

.（$%& ’ ）?（!>02?@） .（()# ’ ）?（!>02?@）

< +< ;<< ;+< #<< < & : A ;#

! ! "#$%&’()& " AD AE ;<< ;<< ;<< ;<< ;<< ;<< ;<< ;<<

!*+,+-#.’/( 89! E+ A; ;<< ;<< ;<< A# ;<< ;<< ;<< ;<<
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!"# 铁和镍对光合色素的影响

图 ! 结果表明，"#$ % 对 !"#$#%&’()* &’(菌株光合色素的影响程度大于 ! ( +&,-.(*/. ) 菌

株，尤其是类胡萝卜色素。当 "#$ % 添加量为 *+ , -*+!./012，! ( +&,-.(*/. ) 菌株 345、*++
和 *$3 6. 处的正常的螺菌黄质系类胡萝卜色素吸收峰比较明显。而 !"#$#%&’()* &’(菌株

类胡萝卜色素合成比较复杂，374、3**、357 和 *-36. 处的吸收峰表明该菌株含有球形烯

（&’8#9/:;#6#）（37<6.，3**6.，35!6.）和球状菌素（&’8#9/:;#6/6# ）（3*46. , 34+6.，35-6. ,
3536.，*-76. , *-!6.）系列的类胡萝卜色素，与文献报道明显不同［--，-7］。有趣的是，

3746. 处的类胡萝卜色素吸收峰随 "#$ % 浓度的升高而降低，当 "#$ % 浓度为 7++!./012 时，

该色素峰消失，但产氢量却随 "#$ % 浓度的增加而增加。从类胡萝卜色素合成途径分

析［4，-7］，铁并不参与其合成，那么，铁有可能是作为一种重要的调控因子调节类胡萝卜色

素的合成。!"#$#%&’()* &’(菌株 374 6. 吸收峰的出现与消失现象也证明了这一点。

图 $ %&’ ( 对 ! ) "#$%&’()& * 和 !*+,+-#.’/( +,)菌株光合色素的影响

":=(! >??#@A /? "#$ % /6 ’8/A/’:=.#6A /? ! ( +&,-.(*/. ) B6; !"#$#%&’()* &’(

-，7，$，3 B6; * 9#’9#&#6A @/6@#6A9BA:/6& /? "#$ % /? +、*+、-++、-*+ B6; 7++!./012，9#&’#@A:C#0D(

E:7 % 对两菌株类胡萝卜色素影响程度也存在差异（图 5）。! ( +&,-.(*/. ) 菌株类胡萝

卜色素峰高随 E:7 % 浓度增加而增加。同样有趣的是，!"#$#%&’()* &’( 菌株对 E:7 % 也作出

特殊反应，当培养基中不添加 E:7 % 时，374 6. 吸收峰出现，与添加高浓度 "#$ % 反应相同，

培养基中一旦添加 E:7 % ，374 6. 吸收峰即消失。由此看来，铁和镍对 3746. 吸收峰可能

有特定调控作用，374 6. 处光合色素的合成将抑制细胞产氢活性。高浓度铁和镍的添加

引起细胞产氢活性的提高可能是由于抑制了该色素基因的表达。

’ 讨 论

研究表明，铁和镍对光合细菌光合放氢有显著影响。! ( +&,-.(*/. 菌株光合放氢对铁

的需求量较低，但高浓度的铁（7++!./012）可提高其产氢能力。!"#$#%&’()* &’(菌株光合放

氢至少应添加 -++!./012 的铁。曾有文献报道［-$］，培养基中添加铁可提高非共生固氮菌

的固氮酶活性。固氮现象普遍存在于紫色非硫细菌类群中，光合放氢又由固氮酶催化，由

此推断，高浓度铁很可能是通过提高固氮酶活性而增加产氢量。如果从固氮酶组成分析，

该结论也比较客观。

镍对光合放氢起何作用？杨大庆［!］认为，!"#$#%&’()* .+"&)*#/$). 4+- 菌株在以谷氨酸

-477 期 杨素萍等：铁和镍对光合细菌生长和产氢的影响



图 ! "#$ % 对 ! & "#$%&’()& ’ 和 !*+,+-#.’/( ()&菌株光合色素的影响

!"#$% &’’()* +’ ,"- . +/ 01+*+0"#2(/* +’ ! $ "#$%&’()& 3 4/5 !*+,+-#.’/( 60$

7，8，%，9 4/5 :; <(0<(6(/* )+/)(/*<4*"+/6 +’ ,"- . +’ ;，=，7，9 4/5 :-!2+>?@，<(60()*"A(>B$

为氮源时，:;!2+>?@ 的镍可提高氢酶活性而抑制光放氢作用，但固氮酶活性却不受影响。

朱长喜报道与此存在差异［%］，他们对 ! $ .#"&%$#’# ,= 菌株研究发现，镍在成倍提高氢酶吸

氢活性的同时，固氮酶活性也成倍提高。我们研究发现，,"- . 引起产氢能力的提高并无种

间差异。镍是构成氢酶的活性中心成分，氢酶的吸氢支持固氮酶活性只发生在电子供体

缺乏条件下。此时，放氢量应有表观上的减少，但本研究并无此现象。如果镍参与构成氢

酶组成，该结果提示，这种氢酶主要执行放氢功能。分析相同镍浓度下细胞生长和产氢关

系发现，,"- . 具有调节还原力在生长和产氢之间分配的作用。

光合细菌光合放氢需要的能量来自光合作用，光合色素是光合作用的主要功能单位，

所以，光合色素的组成和含量在某种程度上影响光放氢效率。本研究发现，高浓度 !(= .

和 ,"- . 对类胡萝卜色素的合成有重要影响，尤其是 !*+,+-#.’/( 60$菌株。C-7 /2 类胡萝

卜色素吸收峰在高浓度铁和添加镍条件下消失的同时可引起的产氢活性提高，对其进行

深入研究，可望加深我们对光合放氢机理的认识。
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