
7 光合作用
一

底物浓度曲线的解释

将按照以上方法测定的数据绘制成光合作用
一

底

物浓度 曲线
。

底物浓度可以 表示为 c 0 2、
Hc o 矛 或

nle( ni sso lve d i no r ga ni。 c a r
比

n )
。

如上所述
,

解释光合

作用与 c o :

浓度关系的关键值是最大光合作用速度

( V m a x )和 l / 2 Vma
x 时的底物浓度 尤二 ( e o Z )

。

求出

V m ax 和 K 。

的方法有几种
: ( 1) 从饱和曲线中直接读

出 (图 ZA ) ; ( 2 )两倒数法 (图 Za ) ; ( 3 ) 仁召〕/
。
一 [习 ]绘

图法 (图 ZC)
。

应用酶反应解析方法
,

图 B2 所示的两

倒数绘图线的倾斜度是 K m/ V m xa
, !

轴 (底物浓度的

倒数 )的截距是一 1 /K m 。 y 轴 (光合作用的倒数 ) 的截

距是 l/ V m xa
。

图 Z c 中所示的 [刃 /
。
一 [刃直线关系

中
,

倾斜度为 1 / v m xa
,

纵轴上的截距为 K m/ V m ax
,

横

轴上的截距是一 K
m 。

高浓度 c o Z

(5 % )充气条件下培养的藻类对 c 仇

的亲和力降低
,

v m ax 增大
。

这种特性在微藻与海藻

中都有报道
。

在 c o :

饱和与限制两种条件下评价光

合作用特性的重要性是不言而喻的
。

比较高 c 0 2

浓

度下培养的细胞 (高 c o :
细胞 )与低 c o :

浓度下培养

的细胞 (低 c o :
细胞 )

,

可以看出
,

高 c o :

细胞的 v m ax

比低 c o :

的高
。

但是
,

在与空气达到平衡的溶液中
,

C o :

浓度仅仅是 10 林m of
,

高 c 0 2

细胞的光合作用速

度还达不到其最大光合作用的一半 (譬如
,

高 c o :

浓

度下培养的小球藻
,

尤 m

是 2 0 ~ 2 5 以m
o l ) ; 而低 e o Z

细胞在这种浓度下几乎能达到其最大光合作用速度
。

因此
,

解析光合作用对底物浓度的依赖曲线对理解

藻类光合作用特性是很重要的
。

特别是
,

从生态学

的视点评估某种藻类光合作用特性的情况下
,

单单凭

其高 c o :
浓度下的光合作用速度并不能把握其光合

作用对 c 0 2

的依赖特性
。

8 结语

C O :
在水中的不同存在形式决定了藻类光合固

碳的复杂性
。

在实验室微观水平上进行的藻类固碳

特性的研究
,

特别要注意无 c o :
反应液的配制和细

胞内
`

℃仇
”

调零的操作
,

避免人为的实验误差
。

在此

基础上
,

应用可靠的解析方法对所得数据进行解析
,

才能正确把握藻类的固碳特性
。
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呼吸作用是代谢的中心
,

有机物转化的枢纽
,

它提供生命活动所需的能量
,

为其他化合物合成提供原料
。

了解呼吸率对定量建

立食物链中物质和能量模型是很有必要的
。

呼吸率

同时也是海洋生态学研究的重要参数之一
。

常规 的呼吸率测定方法有 w ink el :
法

、

氧电极

法
、

压力测定法
、

浮沉子法
、

径流装置法等等
。

这些方

1 9 9 9 年第 6期

法各有其优缺点
,

大都要求在密闭容器中并模拟海区

环境
,

且生物在转移过程中生理状态发生了变化
,

这
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些方法耗时
,

灵敏度低
,

准确度差
。

与上述常规方法

相比
,

电子传递系统 (ET S) 活力测定法弥补了他们的

一些 不 足
,

在 灵 敏度
、

准 确度 方 面均有 所提 高
。

P留 ka dr 于 1 9 71 年首次采用 E T s 活力测定法计算浮

游植物的呼吸率
。

这种方法发展迅速
,

已在各类海洋

生物及水体耗氧率等方面研究中得到广泛应用
。

应 20 m ni
,

随后加入终止剂使其终止反应
。

将混合液

在 0 ~ 4 ℃ 下 4 0 0 0 r
/m in

离心 一5 m in 。

样品恢复至

室温后
,

用分光光度计在 4 90
n m 和 7 50

n
m 测其吸

光度
。

75 0 n
m 下的吸光度是为了校正经常忽略的浊

度
。

E T s 活力测定法概述

1
.

1 E T S 的组成

F e r n a d e z 一
m

o r a n

等 1 9 6 4年和 s t r i t tm a t t e r 1 9 6 5 年

在细胞线粒体和微粒体中首次发现 E Ts
,

它是一个复

杂的多酶体系
,

由细胞色素
、

黄素蛋白
、

金属离子和有

关的脱氢酶
,

氧化酶等组成
,

E Ts 的功能是把电子从

待氧化的底物逐级传递给分子氧
,

并在电子传递过程

中释放能量
,

经氧化磷酸化作用合成 A T P
,

供给生物

生命活动的需要 (图 1 )
。

1
.

2 E T s 沼力汉」定的原理

E T s 是一个复杂的多酶体系
,

在 ET s 中有 3 种脱

氢酶
:

还原型烟酞胺腺喋吟二核昔酸 ( N A D H )
、

烟酞

胺腺嚓吟二核昔酸磷酸 ( N A D P H )
、

唬拍酸脱氢酶
,

分

别测定的 3 种酶活力的总和等于 3 种酶一起测定时

的 E T s 活力川
。

测定 E T s 活力必须判断电子传递过

程中的限速步骤
,

在 E T s 中是辅酶 Q
一

细胞色素 b 复

合体的氧化
。

现在普遍采用 NI T ( -2 (对碘苯基卜 3
-

(对硝基苯 卜 5
一

苯基四哇氯化物
,

2
一

p
一

i o d o p h e n y l e 一 3
-

p
一 n i t r o p h e n y l

一
5
一 p h e n y l t e t r a z o l iu m e h lo r id e ) 作为外 来

电子受体
,

以 N A D H 和 N A D P H 为底物
,

与辅酶 Q
一

细

胞色素 b 复合体反应
,

反应后
,

辅酶 Q
一

细胞色素 b 复

合体被氧化
,

IN T 被还原成甲答 ( Fo
r
m az na )

。

甲替是

一种有色物质
,

可以在 49 0 n
m 下测其吸光度

,

然后据

此计算 E T s 活力
,

再根据 E T s 活力与呼吸率之间的

经验关系
,

估算该种群的呼吸率
。

1
.

3 E T S 活 力测定一般操作流程

根据浮游植物的密度
,

在 < l 3/ 大气压下通过玻

璃纤维滤膜过滤 2一 S L 海水 (视浮游植物生物量多

寡而定 )
,

随后立即把滤膜放在液氮中保存
,

测定时再

取出
。

有报道说在液氮中酶活可保存 l a
圈

。

目前的 E T s 活力测定方法基本上依据 Pa kc ar d

1 9 7 1年提出的 NI T 还原法
。

将滤膜放在磷酸缓冲液 (0
.

l m ul / L
,

HP 一 .7 7)

中
,

在 0一 4 ℃ 下匀浆 Z m ni
,

得到的粗制液在 0 ~ 4

C 下离心 1 m in
。

取得 1 m l 上清液并加入 3 m l底物溶

液 ( N A D H 和 N A n P H 混合液 )和 1 m l IN T ( 0
.

2 % )反

4 2
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图 1 E Ts 及其与三梭酸循环和氧化磷酸化作用的关系

E T s 活力可表示为单位时间单位体积海水所消

耗的氧量
,

可以下式计算
:

E T s 活力 ( 又 1 0一 ` h 一 1 ) ~ 校正吸光度 x 3 x H x

F /V

3 为转化分钟为小时 ; H 是匀浆体积 ( m )l ; v 是

过滤的海水体积 L( ) ; F 是标准化曲线中的因子
。

p a e k a r d 和 W i l l ia
m

s
于 1 9 8 7 年修正后又提出下

海洋科学



式
:

E Ts活力 (X 10一6 h一 , ) = 6 0又 万 又 习 x 校正吸光度 /

( 1
.

4 2 X f X 砂 X t )

H 是匀浆液体积 ( m )l ; s 是终止反应后混合物体

积 ( m )l 别是过滤的海水体积 L( ) ;了是每次测定使用

的提取液体积 ( m l) ; t 为反应时间 ( m in ) ; 6 0是转化分

钟为小时 ; 1
.

4 2 是转化 xN T
一

f o r m a z a n ( 甲替 )为氧单

位
。

2
·

影响 E T S 活力测定的因素

生物体由于 自身特殊性
,

其呼吸方式多种多样
。

海洋生物的呼吸受其所处的时间
、

空间和环境因子等

影响
,

作为呼吸量度的 E Ts 也会受到这些因素的影

响
。

2
.

1 温度

理论上
,

温度变化对酶促反应影响的原因主要有

两方面
,

二是温度对酶蛋白稳定性的影响
,

即对酶热

变性失活作用
,

引起酶构象的变化
;
二是温度对酶促

反应本身的影响
,

即影响酶与底物的结合
,

影响最大

速 率 V( ~ )
,

影响酶和底物
、

辅助因子的解离基团 的

解离常数 ( p K )
,

影响同工酶的表达等等
。

v os jna 和

ol
a n c z u 一 k n e y m a n 1 9 9 1 年曾以南极水域表层的微型

浮游生物为对象
,

研究了低温环境下温度对 E T s 活

力的影响
,

表明
: 2 月份 ET s 活力为 5 ~ 14 昭 / ( d m “ ·

d )
,

但在 B r a n s f i e记 海峡 盯 s 活力为 5 4一 1 7 林g / ( d m 3

·

d)
。

研究表明 E Ts 活力最适温度为 20 一 25 ℃
,

活

化能 Ea 为 75 k J / m ol
,

对温度的微小变化有强烈的反

应
。

但是 P a e k a r d 等 1 9 7 5 年曾以太平洋西部 x 0
o

~ 4 5
0

N 海区的浮游生物为研究对象
,

对温度与 E T s 活力

变化的关系进行探讨
,

结果没有得到 E T s 的 K
,
和 Ea

的预期变化
,

因此
,

他们认为温度对小型浮游生物

E T s 活力的影响很小甚至可以忽略
。

这与 v os jna 和

o al n c z u k n e y m
a n 1 9 9 1 年的结果相反

。

此外不同地方

的小型浮游生物样品的活化能非常相似
,

范围为

田
.

6 ~ 7 1
.

2 k J / m o l
,

平均值为 6 7
.

8士 8
.

5 k J /m o l
,

个

别 地方略有不同
,

如南极为 4 9
.

9 1 士 2
.

7 2 k J /m o l
,

Ba
r e n st 海为 4 8

.

1 5 士 2
.

5 1 k J / m o l
,

w司d e l x海 为

5 0
·

2 4士 2
.

0 9 k J /m ol 〔 2口。

因此
,

尚待更多的证据来证

明温度对海洋生物 E T s 活力是否有影响
。

A r i s t e s u i 和 M o n t e r o 1 9 9 5 年总结出若不是在现

场温度下 E T s 测定活力
,

则可以根据下式换算成现

场温度的值川
:

E T S
。

= E T S
a

X e Ka / R水 ( l /介一 1 /Ts )

Ea 为阿累尼乌斯 ( A r r h e n iu s )活化能 ( k J /m o l ) ; 刀 是气

1 9 9 9 年第 6 期

体常数 (8
.

3 19 k J/ m ol ) ; E T s
s

为现场温度时的 E T s 活

力 ; E T s
。

为测定时的活力 ; T a
为测定时的温度 (卡氏

温度 ) ; T s

为采集的样品所处的温度 (卡氏温度 )
。

2
.

2 空间变化

对海洋中 E T s 活力水平和垂直分布有较多的报

道
。

一般来说
,

在富氧的上层
,

E Ts 活力随深度的增加

而逐渐下降
。

Ki ng 等 1 9 7 8 年指出
,

当以体积单位为

度量时
,

ET s 活力垂直方向上的降低是由于温度的降

低和浮游生物 丰度 下降
,

且后 者影响更大 ; De vo l

1 9 8 1 年根据对沿岸水域调查指 出 。 :

浓度是决定

E T s 活力垂直分布的限制因子 ; De
v of 等 1 9 7 6 年在北

大西洋西部对缺氧层 E Ts 活力垂直分布研究中发

现
,

氧分压最低处 E T s 活力最高
,

而以 A T P 为指数表

征的生物量并不高
,

他认为这是生物对环境低氧分压

胞内适应的结果
。

在对台湾海峡及厦门港浮游植物 E T s 活力研究

过程中发现
,

在营养盐相对丰富的区域
,

例如在台湾

海峡近岸测站及台湾浅滩上升流附近测站的浮游植

物 E Ts 活力较高 ; 从垂直分布看
,

E T s 活力并不象

P ac ka dr 所说的随深度增加而下降
,

而是在某个水层

出现最大值
,

往往是底层和中层
,

有时是表层
,

E T S 活

力垂直分布曲线呈双峰分布
,

与正规半 日潮的影响相

一致
,

可能是受潮汐影响的结果 (另文报道 )
。

2
.

3 时间变化

对 E T s 活力季节变化的研究不是很多
。

Ba m st de t

1 9 7 9 年发现瑞典海湾深水浮游动物的呼吸率和 E T s

都表现出季节变化
,

春季最高
,

夏季最低
,

但并不总是

平行地变化
,

且 E T s 活力年变化幅度比呼吸率更大
,

E T s : R 值的年变化为 0
.

3一 5
.

6
,

因此
,

他们对 E T s

R 值 可 估 算 耗 氧 率 提 出 疑 问
。

v os jna 和

o la n e z u k n e y m a n 1 9 9 1 年对 A k m i r a l t y 湾浮游生物研

究发现 E T s 活力的季节变化不明显
。

因此
,

仍有待进

一步研究
。

台湾海峡及厦门港浮游植物 E T s 活力研究表

明
,

浮游植物 E T s 活力有明显的季节变化
,

夏季明显

高于冬季
,

台湾海峡夏季浮游植物平均 E T s 活力为

0
.

1 0 6 2 火 1 0一 6 h 一 , ,

冬季为 0
.

0 5 9 6 义 1 0一 6 h 一 ’ ;

从昼

夜变化来看
,

浮游植物 E T s 活力在午夜 (零时 )和午

时 ( 12 时 )较高
,

而且午夜比午时的大
。

2
.

4 实验方法

由于实验对象的不同以及测定方法在试剂成分

上的差异
,

从而在一定程度上影响了实验结果
。

c hr si
-

t e n s e n
和 P a e k a r d 1 9 7 9 年曾比较了 6 种 E玲 活力测

定方法测定浮游植物和细菌的结果
,

发现 E T s 活力

4 3



由于表面活性剂曲力通 ( r Tio t
nx

一
1 0) 0的加入而大大

提高
,

有无加入曲力通所得的 E T S 活力可以相差 4一

1 0 倍
。

因此
,

笔者建议有必要对现行 E Ts 测定方法的

试剂组分进行标准化
,

以便结果能在全球范围内进行

比较
。

2
.

5 其他因素

除了以上因素外
,

生理状态
、

压力
、

盐度
、

食物等

也会影响 E T s 活力
。

由于海洋生物在实验室条件下
,

环境发生较大的变化
,

E T s 活力随着生理状态的变化

而呈现下降的趋势
,

不能很好地反映自然状态下的

E T s 活力
。

P a e k a r d 和儿
n g 1 9 7 5 年发现 E T s 活力受压

力的影响很小
,

目前对此因素的报道很少
,

尚有待进

一步研究
。

3 E T S 活力测定法在海洋生态学研究

中的应用

越来越多)证据表明
,

海洋中浮游生物
、

微生物
、

底

栖生物
、

有机物
、

沉积物的呼吸率都与 E T s 活力有

关
。

P a e k a r d 等 1 9 7 0年
,

es t e h e l一和 P a e k a r d 1 9 7 9 年
,

P a e k a r d 和 w i l l i a m s 1 9 8 1 年
,

P a e k a r d 1 9 8 5 年 发现

E TS 活力与叶绿素浓度
、

呼吸率相关
,

总结出以下经

验关系式
:

lo g E TS = 2
.

9 3 + 0
.

6 5 lo gC H L
,

( r Z = 0
.

6
, n = 6 0 )

of g R = 2
.

3 2 + 0
.

4 l og C H L
,

( , 2 = 0
.

6 7
, 几 = 6 0 )

式中 R 是呼吸率 ; c H L 是叶绿素的浓度 ; E巧 为电子

传递系统酶活力
。

在对台湾海峡及厦门港浮游植物

E T s 活力研究过程中发现 E Ts 活力与 c H L 的关系与

上述类似
,

呈正相关性
:

E T S = 0
.

0 7 9 3 C H L + 0
.

0 5 9 6
,

( , 2 = 0
.

5 4 8 1
, n = 2 1 )

测定 E T s 活力已经被应用于细菌
、

浮游植物
、

浮

游动物
、

底栖生物和鱼类的代谢研究 l[j
。

K e n n e :
和 A h m ed 1 9 7 5 年定义了 五 : E T s 比值

。

在以后的研究中大多数人采用了这个定义
,

也有人采

用其倒数 E昭
: R

。
A r i s t e g a i 和 M o n t e r o 1 9 9 5 年认为

浮游植物呼吸率与 E Ts 活力是相关的
,

R : E T S 一般

小于 1 [ 2〕
。

G i o r g i o 1 9 9 2 年研究了湖沼浮游植物 五 与

E T s 的关系
,

也得出类似的结论
。

根据 R : E T s 值及

其经验关系式
,

可以从 E T s 活力估算该海域某种种

群的呼吸率
。

从理论上
,

R : E T s 值是稳定的
,

实验结

果也表明该值不受环境温度和个体大小的影响
。

因

此
,

R : E T S 的经验值被广泛用于估算种群或群落的

呼吸率
,

这就大大方便了呼吸率的测定
。

总之
,

E T s 活力测定法自从 Pa kc ar d 于 19 7 1 年

建立以来
,

已得到较快的发展和完善
,

目前大多数用

于估算种群或群落的呼吸率
,

但还存在一些间题
,

如

E TS 活力反映的并不是生物实际的生理耗氧率
,

而是

其潜在的最大呼吸率 (在最适条件下测其最大反应速

率 )
,

即生物耗氧率的上限
,

而实际情况并不总是最适

条件 ; 理论上
,

R
:

E T s 值是稳定的
,

实际上却有可能

有波动 (可达 3一 4 倍 )
,

所以对不同对象
、

不同时间
、

不同地点的样品
,

要重测呼吸率校正
,

这大大限制了

E T S 法的应用
。

然而由于 E T s 活力测定法有其他呼

吸率测定法不可 比拟的优点
,

因此对 E Ts 活力测定

方法作进一步研究是十分必要
。
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新型的养殖水质测定剂研制开发成功— 简便
、

准确
、

快速
、

实用

“
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牌水质测定试剂盒
,

该试剂盒有一系列产品
,
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,

以及测试其他金属

离子的等 10 余种
。

这一系列产品
,

是集中
、

澳两国水产科学家研究成果的精华
,

并针对中国水产养殖业的特点设计而成的
,

系高科技产品
。

其突出特点为
:

快速准确
、

操作简便
、

经济实用
,

可广泛应用于海
、

淡水的苗种生产
,

池塘养殖及水族馆的管

理
。

该系列产品研制开发的成功
,

将为广大水产养殖业主
、

水产生产科技工作者
、

管理工作者对养殖水环境质量的监控提供

直接快便的帮助
,

以使养殖工作更科学更高效
。
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