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　　氮是海洋浮游植物必需的大量元素 ,又是海洋
浮游植物生长的主要限制因子之一 ,研究氮元素的

补充机制对了解海洋生态系统有重要意义。海区氮
营养盐的补充主要通过新生氮实现 ,其主要补充机

制为径流输入、大气干湿沉降、水体混合、上升流及
生物固氮作用。生物固氮是指固氮生物将大气中的

氮气还原成氨的过程 ,对地球上氮循环和氮平衡具
有不可替代的作用。海洋生物固氮作用是维持海洋
初级生产力和新生产力的一个重要生态反应。海洋
中固氮生物种类较多 ,主要包括固氮蓝藻、异养细菌
和光合细菌。通常认为群体生活的束毛藻 ( T ri2
chodesmi um)是固氮量最大的一类海洋蓝藻[1 ,2 ] 。但

大量研究表明 ,在大洋生态系统中 ,尤其是寡营养盐

海域[ 3 ] ,单细胞固氮蓝藻也是主要固氮者[4～7 ] ,它们

的丰度很大 ,其固氮量占浮游植物固氮总量的 3 %～

70 %[ 8 ,9 ] ,对初级生产力的影响是不可低估的[10 ] 。例

如 ,直径为 3～20μm 的单细胞固氮蓝藻 ,其丰度约

为 10～50 个/ mL ,发生水华时其密度可达到 1 000

个/ mL ,单细胞固氮蓝藻的生物量会超过束毛藻的

生物量 ,总生物固氮量能达到甚至会超过束毛藻[11 ] 。

有研究表明海洋生物固氮速率主要受直径小于 10

μm 的固氮蓝藻的影响[12 ] ,其中单细胞固氮蓝藻的

贡献巨大[11 ,13 ] 。

以往对海洋生态环境中单细胞固氮蓝藻的固氮
功能及其物种多样性不甚清楚 ,但最近在大洋中甚
至淡水环境发现一些具有固氮作用的单细胞蓝藻 ,

在实验室及现场实验过程中检测到这些蓝藻能进行
固氮作用 ,并用分子生物学技术得到固氮酶基因
( ni f H) [8 ,11 ,14 ] 。随着对单细胞蓝藻固氮作用的深入

研究 ,发现单细胞固氮蓝藻物种在基因水平方面因

生存环境不同而存在差异[15 ,16 ] 。

单细胞蓝藻个体微小 ,所含的 ni f H 拷贝数也
很少 ,尤其是直径在 0. 2～10μm 左右的细胞 ,而且

ni f H 易受环境影响 ,用传统研究方法不易准确地测

定其固氮作用。传统的方法主要存在以下 3 个方面
的不足 :第一 ,主要依据环境样品中固氮生物的活动
对固氮作用进行测定 ,但不能深入研究生物体内的
固氮活动 ,第二 ,不能准确地反映固氮作用的时空差
异 ,第三 ,主要在培养条件中进行 ,而只有约 1 %～
10 %的固氮藻类能够在培养条件下成活[17～19 ] 。为
了克服以上缺陷 ,目前多采用分子生物学技术研究
固氮生物及其固氮作用。其中研究较多的是固氮酶
ni f H ,通过研究和分析 ni f H 的特性 ,从基因水平上
来检测单细胞固氮蓝藻的固氮作用。本文对固氮酶
基因及分子生物学方法检测单细胞固氮蓝藻作一简
单介绍 ,以期为今后深入研究海洋固氮蓝藻的固氮
过程和机理提供参考。

1 　固氮酶及固氮系统

1 . 1 　固氮酶的结构
生物固氮作用是通过体内固氮系统实现的 ,其

中 ,固氮酶是最主要功能蛋白。20 世纪初 ,就开始了
大量固氮酶结构、功能及其性质的研究。Carnahan

等[20 ]得到了游离的固氮酶 ,并利用特定的化学试剂 ,

成功地完成了体外用固氮酶合成氨的实验。后来相
继分离得到了固氮酶蛋白。

生物体内的固氮系统实际上是多种蛋白的复合
体 ,其中固氮酶是作用中心。目前已经确定至少有 3

种固氮酶存在。一种是含钼离子的固氮酶 ,在固氮
生物中普遍存在 ,其固氮能力较强 ,是研究得比较详
细的一种[ 21 ,22 ] 。另一种是含钒离子的固氮酶 ,也是
一种比较重要的固氮酶 ,通常在存在钒离子并且缺乏
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钼离子的情况下表达[23 ,24 ] 。第三种是含铁离子的固
氮酶 ,这种固氮酶存在于少数生物中 ,只有在缺乏钼
离子和钒离子的条件下才会被表达[25 ] 。
1 . 1 . 1 　含钼固氮酶

含钼固氮酶是由钼铁蛋白和铁蛋白组成的[26 ] 。
钼铁蛋白是高度保守蛋白 ,大小约为 240 ku ,是固氮
酶的活性中心 ,钼铁蛋白组成形式为α2β2 ,α结构和
β结构分别由 ni f D 和 ni f K 编码 ,铁蛋白在固氮过
程中起到重要作用 ,是一个γ2 二聚体 ,大小约为 60

ku ,由 ni f H 编码[ 27 ] 。固氮酶的功能和机制主要取

决于其结构[22 , 28 ] 。
1 . 1 . 2 　含钒固氮酶

含钒固氮酶由钒铁蛋白和蛋白组成。铁蛋白大
小为 64 ku ,由 v n f H 编码 ,其结构和功能机制与含
钼固氮酶中铁蛋白的相似[29 ] ;在有些鱼腥藻中 ,钒铁
蛋白包含α、β和δ三种结构 ,其中 32 %为α结构 ,

35 %为β结构 ,α结构和β结构由 v n f D K 编码 ,δ结
构由 v n f G 编码 ,它对固氮酶的作用活性有重要作

用 ,在含钼固氮酶中未发现δ结构 [ 30 ] 。
1 . 1 . 3 　含铁固氮酶

含铁固氮酶由铁蛋白和铁铁蛋白组成。其中 ,

铁铁蛋白存在 2 种组成形式 ,为α2β2 或α1β2 ,α结构

大小为 58 ku ,由 an f D 编码 ,β结构大小为 50 ku ,由
an f K 编码 ,铁蛋白由两个 32. 5 ku 大小的结构组

成 ,由 an f H 编码[31 ] 。

1 . 2 　固氮酶 ni f H

编码固氮酶中铁蛋白的 ni f H 为高度保守序
列 ,其表达随时间、空间、光照和营养盐的变化而变

化[13 ,32～34 ] ,而且 ni f H 序列的功能信息比 ni f D K 的

更丰富[35 ] ,因此 ni f H 序列是鉴定固氮生物物种及
分析固氮生物多样性的重要依据。研究 ni f H 时存
在的主要问题是如何在含有多种不同生物的样品中
得到特异的 ni f H 序列 ,尤其是在物种丰度较低的
样品中。聚合酶链式反应能够快速高效地扩增基因
序列 ,因此目前多采用此种分子生物学技术来研究
和分析固氮酶 ni f H ,从基因水平上评估固氮蓝藻的
固氮作用。蓝藻中 ni f H 是多拷贝的 ,第一个被测
定的 ni f H 序列是海洋中固氮蓝藻 ———铁氏束毛藻
( T richodesmi um t hiebauti i) ni f H 中的 359 bp 的片
段序列[ 36 ] 。通过捕获 PCR 技术 ( capture PCR ,

CPCR) 对 ni f H 的研究表明 ,在大多数物种的固氮
酶基因中 ,如鱼腥藻 A nabaena PCC7120 , ni f H 的前
面有一个启动子 ,与由 ni f H、ni f D 和 ni f K 组成的
结构基因共同构成一个转录单位 ,当结构基因形成
转录单位时 ,启动子首先激活 ni f H ,通过激活 ni f H

来启动结构基因[37 ,38 ] 。在铁氏束毛藻中 , ni f D 上游
存在一个类 ni f H 启动子 ,其序列与 ni f H 启动子序
列相似[21 ] ,但其功能还不清楚。不同属种的 ni f H

存在差异 ,其差异性反映了固氮酶的结构多态性和
物种多样性。

2 　检测固氮酶 ni f H 的分子生物学方法

根据固氮酶基因的特性 ,目前多采用分子生物

学技术 ,对海洋中固氮单细胞蓝藻的 ni f H 进行定
性和定量分析 ,来研究固氮单细胞蓝藻的固氮作用
及其对生态系统的影响。常用的分子生物学技术多
以 PCR 和分子杂交为基础。PCR 技术常用逆转录
PCR、定量 PCR 等。扩增单细胞蓝藻 ni f H 时 ,通常
用 Zehr & Mcreynolds 法来设计引物[36 ] 。分子杂交

基于分子变性和复性的性质 ,使作为探针的寡核苷
酸序列与 DNA 杂交 ,杂交反应后得到指纹图谱 ,通
过分析指纹图谱得到目的基因信息。DNA 低密度
阵列法和 DNA 微阵列法属于分子杂交技术。

2 . 1 　PCR 技术
PCR 是一种快速、高效、简易的实验方法 , PCR

的应用使海洋单细胞蓝藻 ni f H 研究得到迅速发
展。通过 PCR 得到不同 ni f H 序列 ,对比各 ni f H

间的碱基差异 ,用邻近归并 ( neighbor2joining) 法建
立相关的基因系统树 ,基因系统树能够直观地显示
基因之间的差异[9 ,14 ] ,由此可以了解单细胞蓝藻的物

种和分布[14 ] 。以往 PCR 扩增固氮酶 ni f H 和 16S

rRNA 基因时发现 ,16S rRNA 基因文库有多种分化
枝 ,而 ni f H 文库只有 3 种主要的分化枝 ,基因大量
扩增时使用的试剂如 DNA 聚合酶等可能会对 ni f H

序列产生一定的影响[ 39 ] 。

海洋环境生存着许许多多不同种类的生物 ,固
氮生物又常常是低丰度的 ,在 ni f H 水平上探测和
鉴定固氮生物 ,要解决的主要问题是如何能够快速
有效地从环境中得到 ni f H 序列。PCR 可以快速、
高效地扩增目的 DNA ,为 ni f H 研究提供了一种有
效可行的方法。Zehr 等用 Zehr & Mcreynolds 法设
计了一种引物 ,特别适用于 PCR 法研究海洋环境生
存的固氮蓝藻 ni f H 多样性。固氮生物基因组中存
在一种编码叶绿素酸脂还原酶的 f rx C ,它与 ni f H

之间是同源关系 , Zehr & Mcreynolds 引物不会使
f r x C发生扩增 ,避免了同源基因的干扰。研究发现
有些生物 ni f H 是多拷贝的 ,不是所有的 ni f H 序列

都是功能基因[36 ] ,如果这些不能表达的非功能基因
也被检测出来 ,将会对固氮生物的多样性检测造成
干扰 ,所以要充分考虑到两点 :第一 , ni f H 是否是多
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拷贝的 ;第二 , ni f H 中是否含有功能片段。

2 . 2 　逆转录 PCR 技术 (R T2PCR)

有关研究表明 , R T2PCR 技术灵敏度尤其适合
于分析单细胞蓝藻固氮作用[39～41 ] 。从单细胞蓝藻
样品中提取 RNA ,以固氮酶的 mRNA 为模板逆转
录得到 cDNA ,然后以 cDNA 为模板进行 PCR 扩
增 ,对获得的目的基因进行分析。蓝藻固氮酶 mRNA

的丰度变化是单细胞蓝藻固氮作用的特征指数之一。
目前对大西洋和太平洋海域的单细胞蓝藻研究

较多 ,对印度洋海域的研究较少。在北太平洋和大
西洋热带海域 ,单细胞固氮蓝藻普遍存在。对 0、25、
50、100、150 m 各水层样品进行 24 h 连续实验 ,用
R T2PCR 方法建立 ni f H 文库 ,分析发现 ni f H 表达
具有一定的规律。无论在白天还是夜间 ,其他固氮
生物 ni f H 都会进行表达 ,而单细胞蓝藻的 ni f H 表
达只在夜间发生。单细胞蓝藻 ni f H 序列分析结果
表明 ,大西洋和太平洋中单细胞蓝藻物种系统关系
彼此分离 ,固氮系统因物种不同而不同。大西洋和
太平洋中单细胞蓝藻 ,无论固氮种类还是非固氮种
类 ,其丰度都是从表层到 25 m 急剧增加 ,并且与太
平洋相比 ,大西洋中单细胞蓝藻丰度和细胞直径更
大 ,太平洋中细胞直径约为 2. 5μm ,在大西洋中细
胞直径则为 3～7μm[ 9 ,12 ] 。ni f H 研究的数据累积表
明 ,春夏季节北大西洋热带海域的单细胞固氮蓝藻
物种组成相对比较稳定[9 ,12 ,15 ,42 ] 。在北太平洋亚热
带海域 ,用 R T2PCR 方法分析一个昼夜周期中单细
胞蓝藻的 ni f H ,发现同一水层的单细胞蓝藻 ni f H

在不同时间其丰度值不同。在 25 m 水层中 ,21 :00

和 0 :00 时出现丰度最大值 ,15 :00 和 18 :00 时出现
最小值。不同水层丰度值也不同 ,而且丰度最大值
出现的时间不同 ,在 50 m 和 100 m 水层中 ,12 :00 时
的丰度值比 00 :00 时的丰度值更大一些 ,说明在同
一水层 ni f H 丰度随时间变化而变化 ,在同一时间
ni f H 随水深变化而变化。而 150 m 水层中几乎检
测不到 ni f H [11 ] ,即在深水层几乎没有单细胞固氮
蓝藻存在。

2 . 3 　实时定量 PCR 技术 ( Real2time quanti2
tative PCR)

　　实时荧光定量 PCR 技术利用每个反应管内的
荧光信号到达设定的域值时所经历的循环数 ( Ct 值)

与起始模板拷贝数之间的线性关系做标准曲线 ,根
据 Ct 值标准曲线对 ni f H 进行定量分析。Ct 值越
小 ,基因拷贝数越大。Ct 值标准曲线直观地显示不
同 ni f H 的特征。此方法可精确有效地分析单细胞
固氮蓝藻 ni f H。

Church 运用实时定量 PCR 方法研究太平洋海

域 ni f H 表达时发现 ,单细胞固氮蓝藻 ni f H 表达有

特定的时间规律 ,并因物种不同而不同 ,真光层水域

的单细胞固氮蓝藻随昼夜光照变化而变化[41 ,43 ] 。

Short 等应用此技术发现 ,在切萨皮克湾及其附近水

域 907h22 ni f H 拷贝最大值约为 140 / mL ,912h4

ni f H 拷贝数最大值约为 340 / mL ,912h4 序列的丰

度在切萨皮克湾口附近较大 ,其丰度值随盐度的增

加而增加 ,并且在 4 月份正午时出现最大值[ 27 ] 。具

体研究过程中根据实验目的可选用适合的方法或者

两种方法结合使用。Zehr 等研究夏威夷附近海域的

单细胞蓝藻 ni f H 时 ,用 R T2PCR 与 Q PCR 得到不

同物种的 ni f H ,发现在一个昼夜周期中 ,实验培养

条件下的单细胞蓝藻 ni f H 表达水平与现场环境中

的 ni f H 表达水平基本保持一致 ,36 h 持续实验中 ,

发现营养盐磷对 ni f H 的表达和固氮作用的影响不

明显。其他条件可能会影响 ni f H 的表达和细胞的

固氮作用[ 13 ] 。QR T2PCR 等结果发现 ,某些单细胞
蓝藻的固氮作用和光合作用在细胞水平上并不是空

间隔离的[ 13 ,43 ] 。此现象的具体机制还未被证实 ,可

以推测这些细胞之间可能存在生理状态上的差异。

2 . 4 　DNA 低密度阵列法 (DNA macroarray)

DNA 低密度阵列法是一种杂交技术。DNA 低

密度阵列法首先要建立一个 ni f H 文库 ,从中扩增

不同种类的基因片段 ,固定在载体膜上构成 DNA 阵

列 ,它可以包括几百到几万的 DNA 片段 ;然后提取

自然环境中不同物种的 ni f H 片段作为探针与 DNA

阵列杂交 ,通过荧光标记检测分析。DNA 低密度阵

列法的实验程序具有重复利用性。

DNA 低密度阵列法可以区分 78 %～88 %的序

列信息 ,对于丰度和序列组成相似程度高的 ni f H

不够精确。Steward 等[40 ] 改进和发展了 DNA 低密

度阵列法 ,并通过研究表明 DNA 低密度阵列法可以

半定量地分析 ni f H 多样性。J enkins 等[44 ] 研究切

萨皮克湾微型固氮浮游植物 ni f H ,不同站位、不同

深度的样品通过 DNA 宏阵列分析后呈现截然不同

的指纹图谱 ,杂交图谱与环境中固氮生物 ni f H 的

分布与物种特征是相对应的 ,用聚类分析法作 ni f H

系统图 ,便可直观地反映 ni f H 的分布状态和多样

性。多项研究工作证实 DNA 低密度阵列法在分析

固氮生物功能基因的时空分布差异和物种多样性方

面是一种有效可行的方法[45 ] 。

2 . 5 　DNA 微阵列法 (DNA microarray)

过去由于缺少合适的研究方法 ,从功能基因差
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异性和基因表达水平上研究环境变化与群落特征的
关系受到限制。DNA 微阵列法解除了这种限制。
DNA 微阵列法一般采用微矩阵方法将寡核苷酸探
针排列在载体上 ,使之与标记的靶基因进行杂交 ,杂
交信号强度与分子间杂交程度呈正相关 ,杂交反应
的信号反映出不同细胞中功能基因的差异。探针能
特异性鉴别 70 %～100 %的靶基因。同 DNA 宏阵
列法一样 ,DNA 微阵列法近来常被应用于微型浮游
植物生态研究学及生态系统研究[41 ,46～48 ] 。

Moisander 等[42 ] 首次应用此方法从 ni f H 水平
来分析海洋中微型植物群中固氮生物群落组成和功
能。溶解无机氮、盐度、溶解有机磷、溶解有机碳等
营养条件对固氮生物群落具有非常重要的影响。
Moisander 等用自然环境样品 ni f H 作为靶基因 ,培
养样品的 ni f H 作为探针 ,杂交后发现 ,氮元素充足
时蓝藻不会发生固氮作用 ,但是能够检测到 ni f H ,

说明营养条件影响 ni f H 的表达。有些群落物种很
丰富 ,建立基因文库相当复杂 ,DNA 微阵列含有丰
富的 ni f H 序列信息 ,一次可以对大量样品进行检
测分析 ,对研究结构复杂的群落尤其适用。DNA 微
阵列法最大的优点是 ,可以重复使用已经建立的探
针矩阵对群落中不同的样品进行平行研究。Mois2
ander [43 ]应用研究切萨皮克湾固氮蓝藻时空分布时
采用 DNA 微阵列法 ,实验数据与 Q PCR 法研究结
果基本一致 ,并发现表层的群落比深层的群落可变
性更大。

目前以上分子生物学方法在蓝藻固氮研究中被
普遍采用 ,每种方法各有其优缺点 (表 1) ,在实际操
作中 ,可以根据具体要求选择合适的方法 ,以确保实
验结果的准确性。随着分子生物学技术的发展和进
步 ,对单细胞蓝藻的固氮酶 ni f H 的认识和研究将
会更加深入和全面。

表 1 　几种常用研究方法的特点比较

研究方法 优点 缺点

PCR 技术 技术成熟 ,操作简便快捷 不能定量 ,易交叉污染

DNA 低密度阵列法 1. 可重复利用 ,耗费低 ;2. 可半定量分析基因 不能准确区分拷贝数小的基因

DNA 微阵列法 1. 可同时检测大量基因 ;2. 高分辨率 ;3. 操作时间短 1. 只能定性 ,无法定量 ;2. 应用的技术繁多

逆转录 PCR 技术 1. 既能定性研究 ,也可以定量分析 ;2. 实验产物稳

定 ,灵敏度高

1. RNA 的制备和分析难度较大 ;2. 检测费用

昂贵

实时定量 PCR 技术 1. 可评估基因拷贝数 ,进行定量分析 ; 2. 特异性

高 ,精确度高

工作量大 ,耗时久

3 　展望

研究海洋生物固氮对海洋生物多样性、海洋生

态环境保护、赤潮研究以及海洋生产力的持续发展
都有极为重要的作用。其中蓝藻类浮游植物的贡献

得到越来越广泛的重视 ,特别是单细胞固氮蓝藻类

群已成为固氮生物与作用研究领域的新的热点。中

国此方面的研究还处于起步阶段 ,关键的科学问题
集中在下面几个方面 : (1) 特征海域单细胞固氮蓝藻

的个体多样性 ,优势类群 ; (2) 特征海域单细胞蓝藻

丰度和固氮作用程度 ; (3) 影响单细胞固氮蓝藻分布

和固氮作用的其他生物和环境因素 ; (4) 中国近海单
细胞固氮蓝藻对海区新生氮和新生产力贡献评估。
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