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一
、

生物固氮及其研究的意义

所谓生物固氮
,

是指 自然界中一些微生物和

蓝藻将大气中的氮转化成氨的过程
,

其反应式是

”
, 。 目前能 固氮 的生物 细菌有

属
,

藻类有 属
,

除了豆科植物等以外
,

种种其

他微生物大约共达 多种
。

研究生物固氮
,

在理论和实际应用上都很重

要
。

大家知道
,

氮素是组成生命的基本元素之
一
。

很多生物分子都有氮元素
,

特别是由氨基酸
组成的蛋 白质

,

氮是基本成分
。

氮素又是植物生

长的主要肥料
,

然而 占空气大约 成分的氮素

却不能被植物直接利用
。

其实
,

地球上植物所需
大部分的氮肥是通过生物固氮途径获得

。

据统
计

一
,

每年固定空气中氮素 多万吨
,

生物固氮

约占
。

自然界的氮素处在一个无限反复循环的过程
中

,

没有这个循环就无从说起生命以及人类对蛋
白质的需要

。

氮素通过生物固氮作用而被植物吸

收后
,

植物再被动物利用
。

植物
、

动物死亡后
,

其
尸体则被另一类生物分解

,

释放出氮气
,

又归还到
。

大气
。

在这种氮素循环总过程中
,

生物固氮起着
重要作用

。

生物固氮原理是通过固氮生物体内一种固氮
酶的催化作用

,

将氮变成了氨
。

与 目前化工生产

合成氨比较
,

生物固氮具有很大优越性
。

化工生
产合成氨只能在高温高压下进行

,

需要大量的技
术设备

,

一般转化率不过是 一
。

生物固氮

却是常温常压
,

效率比高温高压高上千百倍
。

如

果人类能够化学模拟固氮酶的作用原理
,

人工合

成模拟化合物
,

将对氮肥工业和其他化学工业产
生深远的影响

。

生物体功能的表型都是与遗传相关
,

即 由基
因决定的

,

当然
, 固氮生物的固氮酶是由酶的基因

表达的
。

随着当前分子遗传学和生物工程技术的

发展
,

人们试图把固氮基因转移到粮食作物上
,

使

其能产生固氮酶
,

象豆科植物一样 自行固氮
。

如

果非豆科植物 自行固氮成功
,

则将大大推动绿色

革命的进程
,

满足人类对粮食的极大需要
。

正因为生物固氮的重要性
,

近 年来
,

几乎一

直是主要的资本主义国家一美
、

英
、

法
、

联邦德国
、

加拿大
、

澳大利亚的重要研究项 目
。

近年来
,

荷
兰
、

新西兰
、

印度
、

日本等国也加快了研究步伐
。

国际生物固氮会议每隔一年或两年召开一次
,

至

今已开了六次
。

年在美国召开了会议
,

有

多个国家 多位代表参加
。

由此可见世界上生

物固氮研究概况
。

在我国
,

生物固氮研究也受到

十分重视
。

年代初
,

在中国科学院组织下
,

展开
了较大规模的研究

。

全国有很多研究单位
,

也经

常召开生物固氮的学术讨论会
。

二
、

生物固氮的特性
、

固氮曲有两个组分
如前所述

,

将氮或分子氮变成氨是通过固氮

酶的催化进行的
。

固氮酶十分复杂
,

由两个组分

组成
。

由于它们含有金属元素
,

一个叫铁铂蛋白
,

另一个叫铁蛋白
。

荆玉样 中国科学院植物研究所固氮研究室副研究员
。
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铁铝蛋白在固氮作用 中起络合氮分子伽 的
作用

。

近来从这种蛋白中分离到一种因子
,

叫铁
钥共因子

,

被认为是固氮酶的活性中心
。

这种活

性中心的结构已经清楚
。

随着固氮酶学的进展
,

又产生了化学模拟固氮分枝
,

企图合成模拟活性
中心的化合物

,

在温和条件下
,

或在常温常压下具

有固氮作用
。

铁蛋白起传递电子的作用
,

将生物体中电子

供体的电子传递到铁钥蛋白
,

使氮分子获得电子

被还原成氨
。

在固氮过程中必须要求有这两个组分同时在
一起

,

才有固氮活性
。

从固氮生物体分离出固氮
酶两个组分

,

再提供 能量发生系统
、

电子供

体
,

就可以在离体条件下测定固氮作用
。

、

固氮酶有多个可以被还原的底物
氮分

一

子 是固氮酶作用 的底物
,

将其还原

成为氨 产物
。

除此以外
,

还有乙炔
、

氰
、

迭氮
、

甲基异腊 等
,

都可
以作为固氮酶作用的底物

,

各 自被还原成相应的

产物
。

特别是乙炔还原成乙烯
,

提供了一

个灵敏
、

方便的测试固氮酶活性的方法
,

既可用于

整体植株测定
,

也可用于离体测定
。

但是
,

如果用

于整体测定
,

乙炔还原法只能说是一个间接方法
,

因为植株在一定生理条件下也可以释放出
,

就容易混淆究竟是固氮酶活性
,

还是植株的生理
产物

。

、

不同固氮生物固氮酶组分的互补性
至今已从 一 种固氮生物中分离到固氮
酶组分

。

实验证明
,

一种固氮生物的固氮酶组
乡卜一一铁钥蛋白可以和另一种固氮生物固氮酶组
多卜一铁蛋白组合在一起

,

产生 还原成为
的反应

。

由此说明
,

虽然是不 同 的 固氮生

物
,

但它们的固氮酶结构有相似性
,

因而互补时产
生了有功能的固氮酶

。

、

固氮酶反应对氧的敏感性
用化工法合成氨的铁催化剂对氧很敏感

,

所
以催化剂要放在一个密闭无氧的合成塔内才能合

成为氨
。

固氮酶也是如此
,

遇氧就失去其活性
。

嫌氧生长的固氮生物
,

固氮酶不存在遇氧失活的

问题
,

然而对大多数需氧固氮生物
,

则体内还具有
避免固氮酶遇氧失活的保护系统

。

在豆科植物的

共生固氮根瘤中有一种豆血红蛋白
,

尤如动物和

人的血红蛋白一样
,

能结合根瘤内的氧
,

从而造成
固氮根瘤菌 又称拟菌体 周 围的无氧 严格说是
低氧分压 条件

,

以利于固氮作用
。

、

固氮基因和固氮的按阻遏效应
任何一种生物性状的表现都是由脱氧核糖核

酸 俗称 分子链上的单位片段 又称基因

决定的
,

固氮作用也是如此
。

当今
,

固氮基因

的研究已非常深人
。

已知有 一 个固氮基因
,

其中有合成固氮酶铁钥蛋白和铁蛋白基因
、

、 、 、 、 、 、

八个和调节基 因 两

个
,

以及其他有关基因等
。

已经证明有 种以上
的固氮生物 包括革兰氏阴性

、

阳性细菌
,

放线菌
和蓝藻在内 的固氮酶结构基因

,

在 的核昔

酸排列顺序上有同源性或部分同源性
,

即核昔酸

的排列顺序相 同或大致相同
。

如克氏肺炎杆菌
的 可 以 分 别 与 根 瘤 菌 上 的

杂交
。

所谓杂交
,

即 的 的单链
上的核昔酸可以与根瘤菌上的 同源区

互相配对
,

形成杂交分子
。

如果用 同位素磷
“’

作标记
,

杂交的分子具有放射性
,

从而可以检测到

固氮酶结构基因
。

调节基因相当于一个开关
,

打开了
,

其他的有

关基因就能工作
,

关闭了
,

就不能工作
。

固氮调节

基因 的打开
,

就合成有功能的固氮酶
,

关闭
了就不合成固氮酶

。

固氮的钱阻遏效应
,

实际上就是固氮调节基
因作用的结果

。

当环境中有氨或其他氮化物存在

时
,

就将 基因关闭
,

合成固氮酶的基因和其

他有关基因就失去了被起动的因子
,

从而失去固

氮作用
。

大田试验也同样如此
,

能不能固氮
,

植物

生长好不好
,

要在贫痔土壤中试验
,

不施基肥和氮

肥
,

否则
,

固氮生物就懒惰
,

吃现成饭
,

不工作了
。

三
、

豆科植物共生固氮根瘤
、

共生性固氮系统和固氮且
我国古代劳动人民早就知道利用轮栽耕作提

高耕地肥力
,

即以豆科植物和非豆科作物间替耕

种
,

可不施或少施肥料
,

既能有高产量
,

又能提高

土壤含氮量
,

其原理就在于豆科植物的根瘤内有
一种叫做根瘤菌的细菌

,

具有固氮作用
。

确切地

说
,

这种固氮作用称共生性固氮
。

豆科植物共生

性固氮是根瘤菌和宿主植物两者相互作用和协调
的结果

。

前者将固定的氮供给宿主植物合成氨基
酸和蛋白质

,

后者将光合作用 的部分产物输送到

根瘤
,

提供能量
,

给根瘤菌自行固氮
。

根瘤菌的大量应用于农作物
,

在七
、

八十年前

才开始
。

年首次从根瘤中分离出根瘤菌
,

此
后 年才 出现根瘤菌的商品生产

,

得到广泛使
用
。

现在
夕

各种根瘤菌品系都可以用发酵罐大量
生产使用

。

经过比较
,

在所有固氮生物中
,

根瘤菌

共生性固氮效率比较高 表
。

、

共生性固氮根瘤的形成
豆科植物共生性固氮研究已有将近 年历

史了
。

自从发现根瘤菌以来
,

人们就研究根瘤菌
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表 一些固氮系统的固氮且

固氮生物体

紫花首糟

固氮量 硫按 公斤 亩 年

圆褐固氮菌

一

在豆科植物根上形成根瘤的过程和作用原理
。

根瘤菌是杆状菌
,

是土壤中一种腐生性细菌
,

通常没有固氮作用
,

但是一旦侵人到专一的豆科
植物的根内

,

形成根瘤后
,

就具有固氮作用
。

根瘤

菌侵入豆科植物决不是偶然的
,

它有独特的侵人
方式

,

侵人后在根的皮层细胞形成特化结构的根

瘤 图
,

表现出很大的复杂性
。

根瘤菌如何侵人豆科植物根的呢 现知大多
数豆科植物是通过其根毛被感染的

。

首先
,

在豆

科植物的根毛区
,

相应的根瘤菌被移居一起
,

然后

以极性方式附着在根毛上
。

根毛受到信息后
,

以

其壁内陷
,

并逐步向根毛内部延伸
,

形成管道
,

直
到根的皮层细胞

。

这种管道系统叫侵人线 图
。

与此同时
,

侵人线内的根瘤菌通过不断分裂
大量繁殖

。

当到达根的皮层细胞时
,

侵人线发生

分枝
,

伸向很多细胞
,

并从其中释放出根瘤菌 图
。

侵人后根瘤菌分泌激素
,

刺激根皮层细胞分
裂

,

这样在根的局部地区
,

细胞经多次分裂
,

形成
了凸起的根瘤 图

。

用光学显微镜
、

电子显微镜
和扫描电子显微镜观察

,

可以看到根瘤内大量的

根瘤菌 图
、 、 、 。

这时的根瘤菌
,

由于形态发

生了变化
,

又称根瘤拟菌体
,

就具有固氮作用
。

当然
,

并不是所有根瘤都是由于根瘤菌侵染
根毛和形成侵人线 或称侵染丝 开始的

,

如花生

根瘤内就见不到侵人线结构
。

花生根瘤菌是在根
毛基部的细胞之间以裂缝进人的方式侵染细胞

,

形成根瘤
。

从接种根瘤菌到形成可见的根瘤
,

在适当条

件下至少要 一 天时间
。

、

根瘤菌对豆科植物结们的专一性
根瘤菌对豆科植物的侵染和结瘤有一定的专

一性
。

大豆根瘤菌只对大豆的根侵染和结瘤
。

首

楷和三叶草根瘤菌只对首箱和三叶草侵染和结
瘤

,

有的根瘤菌也表现了对一些豆科植物结瘤
,

如

红豆根瘤菌不仅使红豆结瘤
,

也能使菜豆
、

羽扇豆

结瘤
。

现对这种识别专一性的机理进行过研究
,

指出豆科植物根毛上有一种识别蛋白
,

称植物凝
集素

,

能识别各自的根瘤菌
,

与其体表的粘多糖有
凝集反应

。

大豆根瘤菌及其粘多糖只对大豆的凝
集素起凝集反应

,

三叶草根瘤菌只对三叶草凝集
素起反应

。

如果将三叶草根瘤菌在高温下培养
,

获得一种突变体
,

结果就不能使三叶草结瘤
,

同时

也失去了结合三叶草根的凝集素的能力
。

进一步

研究认为根瘤菌的氧多糖
,

或脂多糖是凝集素结
合的位置

,

也有指出是多糖中的 抗原部分是凝集
素作用的部位

。

遗传研究指出
,

将三叶草根瘤菌
的 转化到 自生性固氮的棕色固氮菌

,

结果使
后者获得了三叶草根瘤菌的特性

,

具有感染三叶草
的能力

,

有助于进一步了解凝集素结合的生化反

应
。

、

参与结瘤固氮的根油菌和豆科植物的基因

根据以上所述
,

根瘤菌侵染豆科植物形成固

氮根瘤是多步骤多阶段的
。

近几年的生物固氮分

子遗传学研究指出
,

结瘤过程的每一个阶段
,

都有

根瘤菌和豆科植物的有关基因参加
,

达到互通信
息

,

有机协调地形成固氮根瘤
。

在根瘤菌方面 已

知有使其在豆科植物根区定居
,

粘着根毛和使根

毛卷曲的基因
。

这些基因表达的产物
,

完成了形

成根瘤前的最初感染阶段
。

根瘤菌进人根皮层细

胞后
,

其结瘤基因和血红素基因开始表达
,

其产物

使细胞分裂
,

形成根瘤
,

血红素与豆血红原蛋白结

合
,

形成起嫌氧作用的豆血红蛋白
。

与此同时
,

根
瘤菌的固氮基因表达

,

产生了固氮能力
。

在豆科
植物方面

,

有凝集素基因参与和根瘤菌的识别
。

根瘤菌进人根以后
,

有豆血红蛋白基因和 一

种结瘤素基因表达
,

其产物参与根瘤的代谢作用
,

和保证根瘤固氮的有效性
。

对这些基因的研究
,

有的已经完全清楚
,

有的

正在进一步地深人研究
,

有的则刚被发现
。

研究
结果将有助于进一步提高豆科植物共生性固氮的

效率
,

并为开辟非豆科植物共生固氮的遗传工程
打下基础

。

草豆豆生豆藻叶三可大花豌蓝

四
、

非豆科植物固氮根瘤工程问题
、

所谓“人工诱发圃氮根抽
”
之说

根瘤菌能否在非豆科植物上
,

特别是在粮食
作物上固氮

,

是人们关心的大问题
,

也是当今世界
生物固氮研究工作者最为关注和研究的 目标之

所谓“人工诱发固氮根瘤
” ,

其说法是根瘤菌
经磁处理技术

,

可以使数十种非豆科植物 包括粮

食作物 的根结固氮根瘤
。

从 年起在国内杂
志

、

地方性报纸和全国性报纸多次报道
,

文艺刊物

上也有传记报导
。

这些不仅引起国内整个固氮生

砒





图 紫云英根瘤的电子显微镜照片

有大量根瘤拟菌体
,

宿主细胞核 均和核仁
,

细胞

壁 钟和淀粉体
。

图 紫云英根瘤的扫描电子显徽镜照片

在细胞内有大量存在的根瘤拟菌休
。

物界的不同看法
,

也引起国际同行的怀疑
,

并受到

我国某些行政领导人的重视
。

、

研究“人工诱发固氮根瘤
”
方法问题

关键要研究磁的作用

整个地球是个大磁场
,

所以地球有南极北极
之分

。

磁场对生物的影响是存在的
,

不论在国外
,

还是在国 内都有研究
。

年 日本出版一本《磁
生物学 》专著就是说明 国 内有磁生物学有关组
织

,

还有各种磁疗器应用也是见证
。

根据“人工诱
发固氮根瘤

”

报道
,

关键在于磁的作用
。

首先要研
究磁能否打破根瘤菌对非豆科植物的识别专一
性

,

使之侵染
,

进人根细胞
,

分裂形成根瘤 第二是
根瘤有无固氮活性和如何测定固氮活性

。

在一切已知条件下研究磁的作用

磁的作用是一个要问的未知因素
,

所以接种
的根瘤菌要用纯化的菌种

,

要在灭菌的沙土
、

蛙石

粉或琼脂培养基上接种种子消毒后萌发的幼苗
在一定的温度

、

光照下进行
,

防止风吹雨琳
。

在这

些已知条件下
,

就可知是否磁场真的打破根瘤菌
的专一性

。

如果起正作用
,

就应该在非豆科植物
根 卜结瘤

。

然后 回收根瘤内的根瘤菌
,

在同样条

件对豆科和非豆科植物进行回接域验
,

得到反复

验证
。

所接种的纯根瘤菌
,

应该有可核对的标记
,

如对噬菌体敏感
,

能抗抗生素或制备根瘤菌的抗

血清等
,

以区别培养过程中杂菌的污染
。

用多种方法检测固氮酶
随着生物固氮研究的深人发展和生物固氮的

特性
,

检测生物固氮的方法也就 日趋完善
,

而且可

靠性也有所提高
。

为验证人工诱发固氮根瘤
,

则

必须用多种方法
,

才有可靠性
。

这些方法就是
整体根瘤的乙炔还原法 句从根瘤分离固氮酶

,

在

试管内的乙炔还原法 制备固氮酶组分的抗血
清

,

检测固氮酶组分 分子杂交法
,

检测
固氮酶的结构基因

’‘

质谱测定法
。

必须指
出

,

每一种方法都有其优点和缺点
,

必须综合使
用

,

才能达到取长补短
,

相互验证
。

、 “人工诱发固氮根摘
”
得不到验证

科学是实事求是
,

是真理
,

是不以人的主观意
志为转移的

。

如果反映客观存在
,

一定会经得起
人们从各个角度

,

严格条件下的反复验证
。

从 目

前来看
,

尚未得到固氮研究工作者在上述严格条
件下的证实

,

而对南京
、

河南和北京在黄瓜上结的

根瘤检查
,

确证存在着大量线虫 图
,

所以有人

说它是线虫瘤并非没有道理
。

关于增产试验
,

要

有严格规划和精心操作的小区试验和大田试验相
结合

,

并用概率原理消除误差
。

一般来说
,

在小
区试验

,

接种和不接种的效果在其差达到 一

之间
,

则能说明 问题 如果在 左右的
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差异 , 难说明大田试验的增产效果
。

人工诱发

根瘤的小麦增产试验
,

一则在小麦根上极少有根
瘤

,

即使有
,

若以豆科根瘤的数量衡量
,

可 以忽略

不计 即使有
,

也不能说明其固氮性质 二则 尚未
达到小区条件的严格控制

,

所得增产数据
,

应采取

谨慎态度
。

图 从人工诱发的黄瓜根瘤中分离出大量线虫
,

在此仅仅示

一条

五
、

非豆科植物固氮的可能性问题
由于固氮基因之多和根瘤菌对宿主植物的专

一性
,

给研究工作带来 了复杂性和困难性
。

那么

是否有这种可能性呢 我认为是有可能的
。

其实
,

在 自然界有很多非豆科植物
,

如枪木
、

木麻黄
、

杨梅
、

胡颓子
、

沙棘等具有结瘤固氮能力
,

不过它们不是由根瘤菌引起
,

而是由一种固氮放

线菌
一

—弗兰克氏菌引起
。

这一研究工作正在分
子遗传水平上研究其结瘤固氮过程和原理

。

根瘤

菌在非豆科植物上结瘤固氮也有一例
。

年在

澳大 利 亚发现榆科 的一种 脚 植物
上有固氮根瘤

,

从中分离出红豆根瘤菌
。

在人工
可控条件下回接试验也获成功

,

固氮活性为豆科
植物固氮根瘤的 到

。

观察根瘤
,

有侵人线
结构 分子杂交证明有固氮基因

,

和其他慢

速根瘤菌的固氮结构基因相似 根瘤内有豆血红

蛋白存在
。

与此同时
,

随着对于克氏肺炎杆菌固氮基因

的精细结构分析和产物功能的 了解
,

人们进行了

真核生物的固氮工程的尝试
。

年美
、

法两家

实验室分别把 碱基对的克氏杆菌固氮基因

整合到真核生物酵母细胞
,

随酵母细胞的分裂
,

固

氮基因可以复制
,

但可惜没有基因产物
。

年

美国和以色列两家实验室
,

将固氮酶结构基因

整合到酵母细胞
,

结果得到了基因产物—蛋白质多肤
,

说明整合的基因可以转录和转译了
,

但

由于没有嫌氧系统和缺乏后加工基因
,

所以还不

能固氮
。

以上说明两个问题 一个是 自然界有非豆科
植物的结瘤固氮 二是固氮遗传工程可以将低等
的原核生物的固氮基因整合到真核生物

,

但由于

对固氮基因的表达和调节作用等基础研究还不

够
,

战略设计还不够完善
。

尽管根瘤菌可在非豆科植物上结瘤固氮
,

至

今被发现和确认的并不多
,

但确实是一个令人鼓
舞 的 现象

。

如 果 了 解 根瘤 菌侵人尸公尹刃卢口月

的分子基础
,

则对侵人其他非豆科植物
,

特别是
粮食和经济作物的结瘤和固氮会有启示和促进作
用
。

整个克氏肺炎杆菌固氮基因整合到酵母细胞
核以及固氮酶结构基因在酵母细胞中的表达

,

是
固氮工作者的一个模型试验

,

虽然还不具固氮活

性
,

但对人们进一步的试验提供了经验和借鉴
,

使

人们思考改进研究战略方案
。

经过艰苦实践
,

实

现它不是没有可能的
。

最后再说到固氮的能量供给
,

在共生性固氮

过程中
,

固氮根瘤菌将氮转变为氨
,

所消耗的能量

是巨大得惊人
,

这些能量都由寄生植物的光合作
用产物所供给

。

大豆根瘤系统中其固氮酶从来 自

光合产物的电子流中约有 不能用于还原氮

气
,

这是能量的无谓浪费
。

因此豆科作物之所以

低产
,

也可在这里看到是其限制因子消耗大量能

量的缘故
,

如果粮食作物一旦真的获得 了 固氮

基因
,

而结成根瘤固氮
,

如果不提高其光合效

率
,

便是说光合产物跟不上
,

那末这些作物的生
长

,

就没有足够的光合产物来供应
,

那又将是一种

灾难了
。

纵使粮食作物产生根瘤也必须改革它的

种植和栽培制度
,

以便求得更多的光合产物
,

才能

提高其产量
。

因此必须按照科学规律办事
,

坚持
以严肃的科学实验操作程序

,

否则就难以突破
。
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