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摘要:应用电镜及免疫电镜技术对莱茵藻、小球藻、条浒苔和紫菜等藻类的叶绿体蛋白核的超

微结构及主要组成成分进行了观察和研究。结果显示:不同藻类的蛋白核结构不同, 显示了

藻类蛋白核的多样性。蛋白核为球形或椭圆形, 由蛋白质组成。莱茵藻、小球藻和条浒苔的

蛋白核外围被淀粉鞘所包围,而紫菜的蛋白核外围无淀粉鞘而直接被叶绿体的类囊体所包

围。淀粉鞘由淀粉组成,淀粉鞘的厚薄与藻体藻龄及增养状态有关系。在蛋白核中央, 一般

都具有由类囊体形成的孔道,使蛋白核与外界联系,小球藻和条浒苔蛋白核具有 1 条纵向孔

道,而莱茵藻和紫菜为多条孔道。金相免疫技术检测结果显示 Rubisco 和 Rubisco 活化酶均在

蛋白核及淀粉鞘区域中定位,表明蛋白核具有光合作用功能。
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大部分藻类都具有蛋白核( Pyrenoid)结构[ 1]。最近国外研究资料认为蛋白核可能涉

及光合功能和 CCM ( CO2 浓缩机制) [ 2] , Miyamura 等研究显示叶绿体 DNA 位于蛋白核

中[ 3]。可见,蛋白核在藻类叶绿体分子生物学、细胞生理及生物进化等方面都具有重要作

用。为此,应用电镜技术对几种藻类蛋白核超微结构进行了观察, 应用免疫电镜技术对

Rubisco 和Rubisco 活化酶进行分子定位。

1 � 材料与方法

1�1 � 藻类来源 � 莱茵藻( Chlamydomonas reinhardtii )由中国科学院上海植物生理研究所徐

春和教授赠送。中国小球藻( Chlorella spp. 640909)由上海水产大学张道南教授分离, 长期

用于海水养殖生产, 它的分类地位目前还不清楚。条斑紫菜( Porphyra yezoensis) 和条浒苔

( Enteromorpha clathrata)从江苏启东吕泗海丰紫菜养殖海区采集。

1�2 � 莱茵藻培养 � 用 1000mL 三角烧瓶盛有 800mL 培养基进行充气培养, 接种量为

10%。培养液参见文献[ 4] , 光照强度 50 � 60�mol m�2 s�1, 光照周期 12L: 12D, 培养温度为

25 � 。
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1�3 � 小球藻培养 � 藻种由上海水产大学藻类保种室提供, 用 200 mL 消毒培养液培养,培

养容器为 300 mL 三角烧瓶, 培养液为 F/ 2配方,接种量为 1/ 10。培养条件为:光照强度

37 � 57�mol m�2s�1, 光照周期 12L: 12D,培养温度为 25 � 26 � 。

1�4 � 条浒苔培养 � 用1000 mL 三角烧瓶盛有 500 mL消毒培养液充气培养,培养液为 PES

培养液。光照强度 37 � 57 �mol m�2s�1,光照周期 12L: 12D,培养温度为 20 � 。

1�5 � Rubisco 和 Rubisco活化酶抗体的制备 � Rubisco 大亚基和全酶第一抗体由张大兵提
供,制备方法参阅文献[ 5]。离心收集培养的原始小球藻( C . protothecoides )经液氮冻融、

研磨、离心获上清液,用35% � 55%硫酸铵分部沉淀蛋白质,经 Sephacryl S�300柱和DEAE�
纤维素( DE�52) 柱层析及 NaCl梯度洗脱, 获得纯化的 Rubisco。将 2mg 纯化的小球藻全

酶、大亚基、分别和 1mL 弗氏完全佐剂混合,给大白兔皮下注射, 并每隔一定时间进行加

强, 40d后,制备出抗体。

Rubisco活化酶抗体从菠菜中提取和制备,方法参见唐如航等文献[ 6]。首先用 35%的

硫酸铵沉淀菠菜叶片的上清液蛋白,再经DEAE sephacel、MonoQ和FPLC system ( Pharmacia

生产)纯化出Rubisco 活化酶,然后制备出兔免 Rubisco活化酶抗血清,并对其抗体用West�
ern印迹鉴定。

1�6 � 免疫金电镜切片制作 � Rubisco免疫金电镜切片制作方法基本按照Morita文献描述

方法进行[ 7]。经培养 3 � 5d的莱茵藻和小球藻经离心收集后,用 3%戊二醛在 4 � 固定;

条浒苔和紫菜直接用 3%戊二醛(海水配制)在 4 � 固定 1 � 2d, 固定后的藻体用 0. 1mol/ L

磷酸缓冲液( pH 7. 4)冲洗 3次, 再用 2%锇酸(磷酸缓冲液配制, pH 7. 2) ,固定 2h, 经磷酸

缓冲液洗涤后, 莱茵藻和小球藻须通过离心沉淀, 用 2%琼脂包埋及切成小块。条浒苔和

紫菜则可直接经乙醇经 50%、70%、80%、90%、100% 的乙醇系列脱水( 15min, 4 � ) ,用

Epon812树脂包埋, 60 � 过夜聚合。使用玻璃刀进行超薄切片。胶体金染色在室温进行;

首先切片在 5%H2O2浸泡 10min, 用 20mmol/ L 磷酸缓冲液( pH 7. 4)冲洗 3次, 在含有 5%

BSA(牛血清蛋白)的磷酸缓冲液浸泡 30min,磷酸缓冲液洗脱 3次,在含有原始小球藻 Ru�
bisco 第一抗体(按 1�300稀释)及 1% BSA的磷酸缓冲液中温育 30min。温育后,用磷酸缓

冲液洗涤 6次, 再在含有第二抗体( 1�20稀释)及含 1%BSA 的磷酸冲液温育 30min, 第二

抗体为羊抗兔金标制剂 (直径为 10nm, 为 Sigma 公司产品)。结束后用磷酸缓冲液洗涤

4 � 6次,并用蒸馏水洗涤, 在空气中干燥, 用 4%醋酸铀染色 15min,经蒸馏水洗涤 4次后,

再用 2%柠檬酸铅染色 30min, 经蒸馏水洗涤 4次,在滤纸上吸干,自然干燥后即可用于电

镜观察。

2 � 结果

2�1 � 藻类蛋白核结构
2�1�1 � 莱茵藻蛋白核超微结构 � 莱茵藻蛋白核位于叶绿体的中央,夹于叶绿体类囊体之

间。莱茵藻蛋白核为球形或多角形,大小为 1000 � 1200nm, 1个莱茵藻细胞仅有 1个蛋白

核。在蛋白核的外围被一薄层淀粉鞘所包围,淀粉鞘电子密度高(图版 � : 1)。淀粉鞘成

分为淀粉, 易被水溶液水解转变为低电子密度(图版 �: 2, 3)。在横切面上, 常可看到从

蛋白核中央有数条由类囊体膜形成的孔道辐射状分布,且孔道为空心状,孔道壁为 2层膜
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性结构(图版 �: 1, 2)。这些孔道与叶绿体基质和类囊体相联系,且淀粉鞘被这些孔道分

隔成数片段(图版 � : 2, 单箭头所示)。有的切片上可看到许多类囊体聚集在蛋白核一

侧,这种现象仅见于莱茵藻(图版 �: 2, 双箭头所示)。

2�1�2 � 中国小球藻蛋白核结构 � 中国小球藻 Chlorella spp. 640909的蛋白核位于叶绿体

的中央,被类囊体包围。蛋白核形状为椭圆形或球形, 其大小为 400 � 600nm(图版 � : 4)。

1个小球藻细胞仅有 1个蛋白核。蛋白核被一层淀粉鞘所保护, 淀粉鞘为偏椭圆形, 横切

面为 2片船形结构,合夹着蛋白核。淀粉鞘电子密度高, 为淀粉所组成,是光合作用产物,

与莱茵藻一样遇水溶液易被溶解转变为低电子密度(图版 �: 5, 6)。在淀粉鞘和蛋白核

横切面上,常可看到有一条纵向通道,把蛋白核与叶绿体类囊体区联系起来。小球藻蛋白

核纵向通道由 1 � 2条类囊体构成,在蛋白核区段的纵向孔道是由 2条类囊体所形成,而

在淀粉鞘区域则变为 1条类囊体(图版 �: 4, 6)。

2�1�3 � 条浒苔蛋白核超微结构 � 大多数条浒苔电镜照片显示其细胞叶绿体中有 2个蛋

白核,蛋白核位于周边叶绿体之中, 椭圆形或豆状, 其大小为 600 � 1000 � 1200 � 1500nm
(图版 � : 7)。蛋白核被淀粉鞘所包围, 淀粉鞘片层厚度大约为 50 � 350nm,其厚薄与藻体

的大小和培养条件有关。淀粉鞘易被水溶液溶解成孔洞状。1蛋白核中央有 1条由类囊

体形成的纵向孔道, 其类囊体膜状结构不明显,为 1层膜性结构。孔道腔中具有网状结构

的基质,且有时能见到纵向孔道的中段囊腔膨大(图版 � : 7, 9)。纵向孔道向两端伸展与

叶绿体类囊体相联系(图版 �: 7, 9)。一般条浒苔淀粉鞘比较完整,仅在孔道的两端处被

隔断。但有时能见到在蛋白核中部也与叶绿体类囊体区相联系,或纵向孔道在蛋白核的

中部形成结点(图版 � : 8)
2�1�4 � 紫菜蛋白核超微结构 � 条斑紫菜蛋白核位于叶绿体类囊体的中央。一个细胞含
有一个蛋白核。蛋白核为椭圆形,其大小为 1500 � 2600nm, 其周围没有淀粉鞘所包围,直

接与类囊体相邻接, 并被类囊体所包围(图版 � : 10)。蛋白核内没有纵向孔道,但具有许

多弯曲的单个类囊体不规则分布, 有的为开放的曲线状,有的为封闭的圆圈状。蛋白核孔

道有的部分为膨大中空, 其膜结构也不明显, 为单层膜性结构(图版 �: 10, 11)。

2�2 � Rubisco和 Rubisco活化酶的分子定位

2�2�1 � Rubisco的分子定位 � 绿藻莱茵藻、小球藻和条浒苔 Rubisco 的金相免疫分子定位

结果显示, Rubisco 大亚基的金标颗粒大部分都集中分布于蛋白核中,在淀粉鞘区域也有

一定的分布,在类囊体区则只有少数分布(图版 �: 2, 5, 8)。按面积密度计算, 莱茵藻和

小球藻的蛋白核大约占 82%, 淀粉鞘约 17. 5% ,类囊体区为 0. 5%以下;条浒苔的蛋白核

约72% ,淀粉鞘约为 27. 8%, 类囊体区约为 0. 2%左右。另外小球藻 Rubisco 全酶的金标

颗粒在蛋白核中有较多分布, 且主要分布于在蛋白核的表面,在淀粉鞘区也有一定数量分

布(图版 �: 6)。表明 Rubisco 主要分布于蛋白核和淀粉鞘区中。紫菜 Rubisco 的分子定

位结果显示, Rubisco大亚基的金标颗粒在蛋白核和类囊体区有较多分布(图版 � : 12)。
2�2�2 � Rubisco活化酶的分子定位 � 用菠菜Rubisco 活化酶抗体对莱茵藻 Rubisco 活化酶

进行金相免疫分子定位, 结果表明 Rubisco活化酶的金标颗粒主要分布于蛋白核和淀粉鞘

的表面(图版 �: 3)。说明 Rubisco 活化酶主要分布于蛋白核和淀粉鞘区。
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3 � 讨论

3�1 � 关于蛋白核结构
根据蛋白核的有无, 可以把藻类分为2类:有蛋白核的和无蛋白核的藻类。大多数藻

类都具有蛋白核。莱茵藻、小球藻和紫菜细胞具有 1个蛋白核,而条浒苔细胞具有 1至多

个蛋白核
[ 8]
。不同的藻类其蛋白核结构有所不同,表现出藻类的多样性。莱茵藻蛋白核

结构特点: 蛋白核球形,有淀粉鞘。有多条类囊体形成分散或辐射排列的孔道, 且蛋白核

多处与类囊体区有联系。小球藻蛋白核结构特点:蛋白核椭圆形,有淀粉鞘。在蛋白核中

央有 1条很明显的纵向孔道,纵向孔道由 2条类囊体膜结构形成。仅纵向孔道两端处把

蛋白核与类囊体区联系起来。条浒苔蛋白核结构特点: 与小球藻蛋白核结构十分相似。

蛋白核椭圆形, 有淀粉鞘。在蛋白核中央有 1条很明显的纵向,但纵向孔道由1条类囊体

膜结构形成,且有时膨大。纵向孔道除在两端处与类囊体区相联以外,在蛋白核中部也与

类囊体区相联系。红藻紫菜蛋白核结构特点:蛋白核约椭圆形, 无淀粉鞘。在蛋白核中有

许多弯曲的条类囊体呈不规则地分布。

关于蛋白核中孔道的结果也与藻类的种类有关。小球藻和条浒苔的蛋白核主要为 1

条纵向孔道,莱茵藻和紫菜则为多条孔道;条浒苔和紫菜的孔道为 1个类囊体形成, 其管

壁为单层膜性结构, 而莱茵藻和小球藻的孔道管壁为 2层膜性结构,且小球藻为 2个类囊

体形成。

3�2 � 关于金相免疫分子定位
国外资料表明用高等植物的 Rubisco抗体来检测绿藻的 Rubisco 分子分布效果较好,

用于其他海藻则有时由于同源性较差难以进行标记[ 9]。为此, 特选用原始小球藻的 Ru�
bisco 抗体来检测藻类 Rubisco 分子分布情况。通过对几种藻类 Rubisco 的Western印迹检

测,结果表明小球藻 Chlorella spp. 640909、莱茵藻、条浒苔、条斑紫菜的Western 印迹图谱

均为一条带(资料未显示) ,表明它们与原始小球藻的 Rubisco 都具有很高的同源性。但紫

菜的条带颜色较浅, 三角褐指藻最浅(资料未显示) ,表明了它们与绿藻的亲缘关系有一定

距离。同样在 Rubisco 金相免疫分子定位时, 紫菜的金标颗粒的密度比其他几种绿藻较低

(图版 � : 12)。
3�3 � 关于蛋白核功能

早期认为蛋白核具储藏蛋白功能, 储藏的蛋白在缺氮时可以调用[ 10, 11]。随着免疫化

学分子技术的发展, 越来越多的实验证明Rubisco主要是集中于蛋白核中[ 12� 14]。因此,现

在更倾向蛋白核具有光合功能
[ 7, 9, 15, 16]

。本实验显示蛋白核和淀粉鞘是 Rubisco 主要分布

区域,按照Morita等[ 7]提供的金颗粒面积密度与体积密度转换公式计算及体积测量, 莱茵

藻蛋白核, 淀粉鞘和类囊体区的金标颗粒占总数百分比分别为 95. 73%、4. 24%和0. 03% ;

小球藻蛋白核、淀粉鞘和类囊体区金标颗粒占总数百分比分别为 91%、8%、0. 5%左右。

可见 Rubisco在蛋白核和淀粉鞘的分布达 99%以上,其结果为Morita等[ 7]研究结果相符。

对莱茵藻 Rubisco活化酶分子定位结果也表明 Rubisco活化酶主要分布于蛋白核和淀粉鞘

表面。Rubisco活化酶的功能主要对Rubisco 进行活化作用,它的存在表明该区域的 Rubis�
co 具有光合活性。另外对小球藻 Rubisco全酶的分子定位也表明全酶在蛋白核的表面较
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多的分布,从而进一步证明蛋白核和淀粉鞘具有光合功能, 而且蛋白核的光合功能主要在

其表面。蛋白核孔道的功能目前还不清楚, 可能涉及运输功能。在孔道中有时也能看到

Rubisco金标颗粒分布。藻类 Rubisco集中于蛋白核, 可能是长期适应水环境进化的结果,

且与藻类 CCM有关[ 16]。由于水中 CO2 较少, Rubisco 集中于蛋白核,更有利于藻类的 Ru�
bisco 高效固定浓度较低的 CO2, 使 CO2 不被溢漏。因此, Rubisco 被认为是 CCM 重要组

分[ 2]。目前还不清楚藻类 Rubisco如何集聚于蛋白核中。

总之, Rubisco集中于蛋白核, 有利于藻类细胞对 CO2的固定和光合作用。当藻类细

胞处于饥饿时, 藻类细胞先消耗淀粉,后消耗蛋白核中的蛋白质。
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STUDIES ON ULTRASTRUCTURE OF PYRENOID FROM SEVERAL ALGAE

HE Pei�min 1, WU Wei�ning1 , ZHAO Jian�hua2 , CHEN Gen�yun2 , and ZHANG Da�bing3

( 1. Shanghai Fisheries University, Shanghai � 200090;

2. Shanghai Institute of Plant Physiology , The Chinese Academy of Sciences , Shanghai � 200032;

3. Agriculture Institute of Shanghai , Shanghai � 201106)

Abstract:This paper mainly dealed with the pyrenoid ultrastructure and gold immunolocalization of

Ribulose 1, 5�bisphosphate carboxylase ( Rubisco) and Rubisco act ivase in chloroplast of several al�
gae: Chlamydomonas reinhardtii , Chlorella spp . 640909, Enteromorpha clathrata that and Por�
phyra yezoensis . The results showed that there were different ultrastructure of pyrenoids among these

different algae. Pyrenoid shaped in ball or ellipse, was composed by protein. The pyrenoid of

Chlamydomonas reinhardtii , Chlorella, E . clathrata, was embedded by starch sheath, whereas

the pyrenoid of Porphyra yezoensis had no starch sheath, and embedded by the thylakoids of chloro�
plast . The starch sheath was composed of starch, its side was related with the age and culture condi�
tions of algae. There were channels in the middle of the pyrenoids, with which the pyrenoids con�
nected the thylakoids of chloroplast . Therewas one portrait channel in the pyrenoid of Chlorella and

E . clathrata, while there were several channels in the pyrenoids of Chlamydomonas reinharditt and

Porphyra yezoensis . The results of gold immunolocalizatiopn showed the Rubisco and Rubisco acti�
vase distributed in the pyrenoid and starch sheath region. It was demonstrated that the pyrenoid had

close relation with photosynthesis.

Key words: Algae; Pyrenoid; Ultrastructure; Immunogold localizat ion
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图 � 版 � 说 � 明

图版 �
1 示莱茵藻叶绿体的蛋白核和淀粉鞘, � 8000; 2示莱茵藻蛋白核中的孔道和类囊体(双箭头 )及蛋白核与类囊体

的联系(箭头) , Rubisco 大亚基的金标颗粒在蛋白核和淀粉鞘区的分布, � 40000; 3 示莱茵藻蛋白核的孔道, Rubisco 活

化酶的金标颗粒在蛋白核和淀粉鞘区的分布, � 40000; 4 示小球藻蛋白核和淀粉鞘、蛋白核纵向孔道, � 50000; 5 Rubis�

co 大亚基的金标颗粒在小球藻蛋白核和淀粉鞘区的分布, � 40000; 6示小球藻蛋白核的纵向孔道, Rubisco全酶的金标

颗粒在小球藻蛋白核和淀粉鞘区的分布, � 40000; 7 示条浒苔蛋白核、淀粉鞘和蛋白核纵向孔道, � 25000; 8示条浒苔

纵向孔道在蛋白核中央形成结点, Rubisco 大亚基的金标颗粒在蛋白核的分布, � 40000; 9示条浒苔蛋白核中段膨大的

纵向孔道, � 40000; 10示条斑紫菜蛋白核及其弯曲的孔道, � 10000; 11 示条斑紫菜蛋白核的孔道 (箭头) , � 40000; 12

Rubisco 大亚基的金标颗粒在紫菜蛋白核中及类囊体区中的分布, � 40000。

C:叶绿体; N:细胞核; P:蛋白核; S :淀粉鞘; T:类囊体; W:细胞壁

Explanation of Plate

Plate �
1 Showing the pyrenoid and starch sheath in chloroplast of Chlamydomonas reinhardtii . � 8000; 2 Show ing the channels and

thylakoids ( arrow) in pyrenoid and connection ( double arrow) between pyrenoid and thylakoids in chloroplast of Chlamydomonas rein�

hardtii , and the Rubisco large subunit gold particles labeling the pyrenooid and starch sheath, � 40000. 3 Showing the channel of

pyrenoid, and the Rubisco activase gold particles labeling the pyrenooid and starch sheath, � 40000; 4 Showing the pyrenoid and

starch sheath, portrait channel in pyrenoid of Chlorella spp , � 50000; 5 Showing the Rubisco large subunit gold part icles labeling the

pyrenooid and starch sheath. in Chlorella spp . � 40000; 6 Showing portrait channel in pyrenoid, and the Rubisco gold particles label�

ing the pyrenooid and starch sheath in Chlorella spp . � 40000; 7 Show ing the pyrenoid and starch sheath, portrait channel in pyrenoid

of Enteromorpha clathrate, � 25000; 8 Show ing the portrait channel bond formed in middle of the pyrenoid, and the Rubisco large

subunit gold part icles labeling the pyrenooid in Enteromorpha clathrata , � 40000; 9 Showing the enlargement ( arrow) of the portrait

chunnel in the pyrenoid middle, � 40000; 10 Showing the pyrenoid and it s winding channel in Porphyra yezoensi s, � 10000; 11

Showing the channel ( arrow ) of Porphyra yezoensis , � 40000; 12 Rubisco gold particles labeling the pyrenoid and thylakoids in the

chloroplast of Porphyra yezoensis , � 40000.

C: chloroplast; N : nucleus: P: pyrenoid; S: starch sheath; T: Thylakoid; W: wall
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