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,
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提 要

应用溶菌酶处理
,

超声破碎细胞
,
通过差异离心和解离剂处理

,

将细胞的不同部分分开
。

以

水解 “一酪蛋白反应检侧蛋白水解酶活性
,

结果表明
,

在细胞的可溶部分
、

内细胞质膜
、

外膜

及胞浆周围区均存在蛋白水解酶活性
。

异形胞可溶部分的蛋白酶活比营养细胞可溶的蛋白酶

活高 �一� 倍
。

在固氮条件下
,

营养细胞可溶性蛋白酶反应最适温度为 �� 一”℃
,

“℃ 时
,

酶活迅速下降
。

有 ��
�

朽� � �� � � 时
,
蛋白酶在 �� ℃ 稳定

,

无 �� 汁 存在下
,

酶液在 �� ℃ 预处

理 �� 分钟
,

酶活性丧失 �� � 以上
。

酶反应的最适 � � 为 �一� �
。

而且氮饥饿之后
,

培养基的
�� 值对细胞蛋白酶活水平有明显影响

,

氮饥饿 �� 小时内
,

蛋白酶活迅速增加
,

但在碱性条件

下
,

酶活水平比在中性条件下要高得多
。

邻菲哆琳对蛋白酶活性有严重的抑制
, � � � � 仅有

轻微抑制
,

而 ���� 对细胞蛋白酶活的抑制作用
,

与细胞氮饥饿时间有关
。

关键词 鱼腥藻
,

蛋白水解酶
,

钙离子
,

抑制作用

蛋白水解酶在细胞分化
、

蛋 白质降解
、

前体蛋白质加工等细胞过程 中具有重 要 作

用〔, , 。

鱼腥藻在氮饥饿时
,

蛋白质的合成速度降低 �� � � �务
,

而蛋白质的降解增加 � �

�
�

� 倍
〔�� 。

至今已报道的蓝藻细胞在氮饥饿时
,

与蛋白降解有关的蛋 白水解酶中
,

有与膜

结合的降解藻蓝蛋 白的蛋白水解酶
、

降解蓝藻颗粒体多肤蛋白酶
、

以及存在于细胞可溶部

分
,

降解许多细胞蛋白的蛋白酶 ��, ”�。 然而
,

蓝藻蛋 白酶尚未分离纯化
,

并鉴定其特性
。

鱼腥藻营养细胞分化为异形胞过程中
,

细胞蛋白酶活性随时间而升降
,

表现有限的水

解控制
。

而且异形胞的可溶蛋白和膜蛋白图谱与营养细胞的确有很大差别
。

在异形胞

中
,

大量蛋白被降解
,

并合成了一些新的蛋白质
〔�� ,

这明显涉及蛋 白水解酶的调节作用
。

本文简要报道蛋白水解酶活性在鱼腥藻细胞内的分布
,

并研究了蛋 白酶活性与一些

环境条件的关系
,

以及细胞可溶性蛋白酶的一些特性
。

材 料 与 方 法

�一 � 藻种及培养

鱼腥藻 � � �  及其氧敏感突变种的培养方法前已报道
〔�� 。 用 �� ��� 和 � � �� �

培养基
,

� �  ! 年 �� 月 �� 日收到
。
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每升含 �
�

� 克 � � �
, 。

氮饥饿培养时
,

藻细胞经离心洗涤悬浮于不含 � � �
�

的上述培养

基中
,

按不同时间取样测蛋白酶活性
。

�二� 营养细胞提取液的制备

离心收集藻细胞
,

用 �� � � �� ��
,
� � �

�

� 的 � �� 
一

� �� 缓冲液洗涤
,

并悬浮于上述缓冲

液中
,

在冰浴中超声 多分钟
,

离心 �,
, � � � � � � ��� �� 分钟除去异形胞及细胞残渣

,

上悬液

即为细胞提取液
。

�三� 细胞可溶性蛋白酶及与膜结合的蛋白酶的制备

氮饥饿 �� 小时的藻细胞经离心洗涤后
,

按前述方法
『习 ,

加溶菌酶 ��
�

�� � � � �� �� ℃

处理 � � 分钟
,

低速离心收集藻细胞后
,

上清液中含溶菌酶处理释放的蛋 白酶
。

藻细胞经

渗透冲击
,

短时超声
,

破碎营养细胞
。

经差异离心获得异形胞
,

异形胞再经超声破碎
。

营

养细胞及异形胞粗提液经低速离心除去未破碎细胞
,

再离心
,

��
,

� �� � � ��
,

� � � � � � 
� �� 分

钟
,

上清液含可溶性蛋白酶
,

沉淀含与膜结合的蛋 白酶
。

膜部分经洗涤后用 � 多�� � �� 一�� ��

提取 � 次
,

离心 � ��
,

�� �� � � �� �� 分钟
,

上清液为内细胞质膜
,

其沉淀为细胞壁外膜�� 。

�四 � 蛋白酶活性的测定

以
� 一

酪蛋白作为底物
。

在 � � � � � 波长处
,

光谱检测叫
。 “一

酪蛋白的制备按 � �� �� 的

方法
〔, , 。

酶反应总体积为 �� �
,

内含
“一

酪蛋白 �� � � � �
, � � � �� � � � � �� �

, 。一
疏基乙醇 �

� � �� � �
,

酶液 � � � � � � �那�
,

缓冲液用 � � ��一� � � 或 � � �� � � 一�
� � � �� � � � �� �

,

温度
、
� �

值
、

反应时间均见图表说明
。

反应结束后
,

加 �� � �� 并冷的三氯醋酸终止反应
。

空 白对

照含所有成份
,

但加酶液前
,

先加三氯醋酸
。

经滤纸过滤后
,

取过滤液
, � � �� � 测定吸收

值
。

在 �� 分钟水解中
,

相当于 �产 � �� 酩氨酸等价物的酶量作为一个酶活单位
。

以单位 �

� � 蛋白表示
。

�五� 蛋白浓度的测定

酶蛋白浓度的测定用修改的 � � � �� 法闭
。

此方法对测定膜蛋 白尤为稳定迅速
。

结 果

�一 � 蛋白酶水解反应的时间曲线

“一

酪蛋白已广泛应用于作为测定蛋白酶水解活性的底物
。

其方法简单易于操作
。

为

此
,

检查了本方法对测定蓝藻细胞蛋白酶活的适用性
,

以粗提取液作为酶液
,

温度 �� ℃
,

� � �
�

�
,

测定酶反应时间与产物浓度的关系
。

酶反应产物在 �� 分钟内呈线性增加
,

�� 分

钟后
,

酶反应速度下降
, � �� 分钟后

,

反应产物几乎不随时间增加而增加
,

呈典型的酶反应

速度曲线 �图 � �
。

因此
,

在以下的酶反应中
,

均反应 �� 分钟
。

这个方法对检测蓝藻蛋白

� � 王业勤等
, 鱼腥藻 � � �� 细胞外膜结构的完整性与固氮防氧保护�待发表��
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�

导咔��走�� 牛��
�锹����。任三�
��弓
月扫��。��。七口�。之一

�智、闷��。����绍受鬓恢

面一 � � �� ��� 、�� �� 。

时间 �分 � � �� 以� �� �

图 � 蛋白水解酶反应的时间曲线
� ��

�

� � � � �� � ��� � �� � � � �� � � �  � �  � � � � � , , � � � �� � �

�� �� � � 臀
� ��即

� �月� �� � � 。 , � �五 �一� � �

� � ���
� , � � �

�

,
,
� �℃�

酶活是适用的
。

用 “一
酪蛋 白作为底物优于牛血清白蛋 白

,

但只有严格控制操作条件
,

结

果的重现性才高
。

,

一
‘

�二 � 蛋白水解酶在细胞中的分布

将鱼腥藻 � � � � 氮饥饿 �� 小时的营养细胞的粗提取液
,

经 � � , � � � � � � �� 离心
,

分为 可

溶部分和膜部分
,

可溶部分经 �� 务饱和度硫酸钱沉淀部分纯化
。

膜部分经洗涤后
,

用 �并

�� �� �
处理

,

将内细胞质膜�包括细胞质膜和类囊膜 �和外膜分开
,

内细胞质膜经丙酮沉淀

除去大部分干扰测定的色素
,

然后分别测定它们的蛋白酶活性 �表 ��
。

在细胞可溶性部

分
、

内细胞质膜部分和外膜部分均存在蛋白酶活性
。

此外
,

我们在用溶菌酶 ��
�

�� � ��� 细

胞 �处理藻丝制备球型体时
,

离心收集细胞后
,

’

淡棕色的上清处理液经电泳检测
,

有 � 一 �

种多肤释放
,

其中也存在蛋白酶活性
,

它们可能是存在于细胞壁与细胞质膜之间的胞浆周

围区的蛋白酶
。

因为细胞并未经渗透冲击
,

处理液 中没有藻蓝蛋白释放
。

而且淡棕色处

理液在 一 �� ℃ 存放期间有棕色物聚集沉淀出来
,

而此棕色物可能是溶菌酶消化 的 肤 糖

表 � 蛋白水解酶在细胞不同部分中的分布

� � �
�

� �� � � � � �、 �� � ·
� � ��� � � 还 � � � �� � , 台� � � �� � � 。 � � � � � � 晾v。 。

自l

细胞的不同钊
、

宁

F r
a ctio n s o f v e g
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l l
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层
。

溶菌酶处理释放的蛋白酶活要求中性 pH 。

( 三) 异形胞与营养细胞可溶蛋白酶活性的比较

分离的异形胞经超声破碎后
,

与破碎的营养细胞分别经 140
,

0
00

r

/
m in 离心 30 分钟

,

获得的上清液称为可溶性部分
,

分别测定它们的蛋白酶活性
。

异形胞 中可溶性蛋白酶活

性比营养细胞可溶性蛋白酶活性高 4~ 5倍 (表 2)
,

与我们前文报道的异形胞可溶蛋 白电

泳图谱的结果一致[2]
。

表2 营养细胞和异形胞可落性蛋白蔺活性的比较

Tab
. 2 Com parison of , o

l
u

b l
e p r

ot
e a s e a e t i

v
i
t
i
e , 认 v egetariv e eell an d heteroeyst

材 料 异形胞
Source

营养细胞
V egetativ e eell

酶活单位
A ctiviry un 又t

且etero ey蛇

弓
。

1
9

R

e a e t

i

o n c o
n

d
i

t

i
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K H

Z
P O

; 一
N
a o H b

u
ffe

r ,
p

H S

.

o
,

3 5 ℃
,

3 o m 访

( 四) 酶反应的最适温度

我们测定了营养细胞可溶性蛋白酶水解酪蛋白的活性与反应温度的关 系
。

在 25 ~

55 ℃ 范围内
,

酶活随反应温度的提高而增加
,

巧℃ 时的酶活最高
,

比 25 ℃ 时的酶活高

80 外
,

当温度达 60 ℃ 时酶活开始下降
,

65 ℃ 时酶活急剧下降
,

仅残剩 55 ℃ 时酶活的 30 并

扮.~书
。。

50

名月
。国八瞬�终逮蔺辱

40 50 60
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可溶性蛋白酶反应的温度曲线
aetivity of soluble protea , e R e a e t

i
o n

b
u

f f
e r ,

p
H 7

.

5

,
3 0 m i

n

e o n
d i

t
i
o n , :

T
r
i 卜H C I



期 杨 林等 : 固氮鱼腥藻的蛋白水解酶及其部分性质的研究

左右
,

然而即使温度达 70 ~ 80 ℃
,

尚剩余一定的酶活 {(图 2)
。

可见可溶性蛋白酶要求较

高的反应温度
,

最适反应温度为 55 ℃
。

( 五 ) C 公
十
对可溶性蛋白酶稳定性的作用

当酶反应温度为 30 ℃ 时
,

反应体系中加 c 扩十 与否对酶活没有明显影响
,

然而当反

应温度提高至 50 ℃ 时
,

反应混合物中 C扩十 的浓度与酶活性有依赖关系
,

当 C扩十 浓度为

0
.
朽 m m of /l 时

,

酶活与不加 c 护十 的酶活类似
。

可能在反应混合物中污染了微量 C 尹十
,

但随着 c扩+ 浓度的增加至 0
.
5m m ol /l时

,

酶活比不加 C 尹+ 的酶活高 25 肠
,

当 c护+ 浓度

为 sm m ol /l 时
,

酶活比对照酶活高 60 务左右
,

酶活的增加与 C 尹十 浓度相关 (表 3)
。

显

然 c护十 离子对可溶性蛋白酶的活化和稳定有重要作用
,

为进一步验证这一现象
,

将酶提

取液经 60 多饱和硫酸钱沉淀部分纯化后
,

悬浮于 Tr is
一
H CI 的缓冲液中(pH 7

.
5)

,

取一定

量酶液在 60 ℃ 预处理 10 分钟
,

热预处理时加或不加 sm m of /I c 护
十 ,

随后与未加热预处

理的对照酶液一道
,

加人反应混合物在 30 ℃ 进行酶反应
,

结果表明
,

经 60 ℃ 预处理 10 分

钟并加有 sm m ol /I c 护
十
的酶液

,

与未经 60 ℃ 热预处理的对照酶液一样
,

酶活没有损失
,

而不加 C护+ ,

仅仅 60 ℃ 处理酶液 10 分钟
,

酶活丧失

达 80并 以上 (图 3)
o

劝印

七一之�羌。>写月‘盆气犷

印护

缤年谧蓄

〔六) p H 值与酶活性的关系

以 T ri s
一
H CI 缓冲液调节酶反应系统的 pH 值

,

分

别测定了 在 pH 6
.
4 ,

7

.

1
,

8

.

1
,

8

.

6
,

9

.

0
,

9

·

4

,
1 0

.

7 时(均

在 30 ℃ 反应)酶反应的活性 (图 4)
。

可溶性蛋白酶在

碱性区有较宽的 pH 适应范围
,

p
H S ~ 10 范围内均 表

现高活性
,

而在偏酸性条件下
,

酶活明显下降
。

根据

pH 活性 曲线
,

一般将蛋白酶分类为
:
酸性

、

中性和碱

性蛋白酶
。

因此
,

鱼腥藻 7120 营养细胞可溶性蛋白酶

是碱性蛋白酶
。

( 七 ) p H 值对细胞蛋白酶形成的影响

先将藻细胞培养于 pH 7
.
3 的含 N O孚培养基中

,

然

后通过过滤
,

洗涤
,

除去结合态氮
,

分别悬浮于 pH 7 和
pH 10 (用 K H ZP q

一
N

a
o H 调节)的无结合态氮培养基

中
,

照光培养
,

不同时间取样
,

超声破碎细胞
, ,

,

o o o
r

/

m in 离心 10 分钟
,

取粗提取液测细胞总蛋白酶活性
,

酶

反应 pH 为 7
.
5 ,

3 0 ℃
。

当氮饥饿后
,

在 24 小时内
,

两种

pH 处理的细胞 中的蛋白酶活性均迅速增加
。

但在 pH

10 培养的细胞中蛋白酶活性比在 pH 7 培养的细胞蛋

图 3 60 ℃ ,
热预处理时

,
C 扩十 对蛋白酶

的保护作用
F ig
.
3 p roteetion of C aZ+ o n the sta-

bility of P 功tea:e at 60℃ P化汀e atm en t

l# 无 e a , r
; 2

#

有 C a, +
;

3 #

未预处理
l非 w i

th o u t c a
Z+
; 2 非 w i

th C a , +
;

3 井 N o P re价
atm ent.

(Reaetioo cooditions: T ri卜H C I b u ffe r
,

p
H 7

·

5

,

3 0 ℃
,

3 o m 玩)

白酶活性的增加要高
,

其中
,

氮饥饿 24 小时的高 84外 (表钓
,

即在碱性条件下
,

细胞中蛋

白酶的产生比中性条件下多
。

鱼腥藻 7120 的生长要求偏碱性
,

在偏酸性条件下生长极为
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表 3 在高沮下
, 不同浓度的 C a 对细胞可溶性蛋白的活的影响

T ab
.
3 E ffeet of C aZ+ eoncentratio n on :oluble p rotease act三v it y at 5 0℃

c a:+ 浓度 (m m
OI/1)

{
酶活单位

.

—
一一一二兰业竺竺竺生一一一一一 卜一

一

一
一一
兰竺竺兰匕一一一

-
一

”

1

‘
·

‘。

{

2 ·

吕0

}

3
·

4 4

5

!

呼
·

4 ,

R e a e d o n e o n由d皿
s: T丈1 5一cl b

u
ffe
r, p

H 7

·

5
,
5 0 ℃

,
3 0 m i

n

创名韶孙名月
。国
产
伏)赃谧友琴

9_0

p H

10.0 11.0

图 4 可溶性蛋白酶反应的 pH 曲线

F ig
·

4
E

f fe
e
t

o
f

p
H

0 0 s o
l
u

b l
e

p
r o

t
e a s e a c

d
v

i
t
y

R
e a e t

i
o n e o n

d i d
o n s :

Tr

i
s
.

H C I b
u

ff
e r

,
3 0 ℃

,

3 0 n
、
in

农 4 培养基的 p H 对鱼胜燕 712 0 细胞总蛋白酶的产生的影响

T ab
. 4 E

ffe
et d f pH of culture m ediu m on

培养基 pH
p H o f 川edi u m

p ro d
u ed o n o f p ro

t”a ‘e o
f 彻
abae刀 a 7 1 2 0

c e
l l
:

蛋白酶活单位 A ctivitv u oit

0小时 (h ) 12 小时 (h ) 2 4 小时 (h )

3 。

2 0 4

。

4
7 5

。

1
5

3

。

2
0

6

。

9 4
9

。

4 多

R ea e ti
o

c
皿diti

o。: :
T ri 卜H C I b u ff er

,
p H 7

.

5
,

5 0 ℃
,

3 0 m i
n

缓慢
。

因此
,

鱼腥藻 7120 蛋白酶的形成类似于嗜碱杆菌的碱性蛋白酶的形成过程[6]
。

( 八 ) 抑制剂对蛋白酶活性的影响

我们检查了甲苯磺酞氟 (pM sF
,

l m m

o

l
/

l
)

,

邻菲锣琳 (ph
enanthroline

,

l m m
o

l八)
,
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表 5 不同抑制剂对细胞氮饥饿不同时间的蛋白酶 的抑制作用
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H 7
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乙二胺四乙酸 (ED T A
,

l m m of 八) 对蛋白酶活性的抑制作用
。

邻菲哆琳对营养细胞粗

提取液蛋 白酶活有强烈抑制作用
,

不管细胞是加 N叮 培养还是缺结合态氮培养
,

其抑制

程度在 90 多左右
。

而 PM sF 对蛋 白酶活的抑制作用则与细胞培养的条件有关
。

从表 5

中可看到 P M SF 对 N O 孚 培养的细胞粗提取蛋 白酶活性没有明显的抑制作用 (氮饥饿为

零时)
。

氮饥饿 24 小时
,

细胞蛋白酶活增加
,

这时细胞蛋白酶活被 PM SF 抑制的程度明显

增加
。

而氮饥饿 48 小时以后
,

细胞蛋白酶活下降
,

活性没有被 PM SF 抑制
。

也就是说
,

氮饥饿过程中细胞蛋 白酶活性有与细胞分化相关的升降现象
,

即在氮饥饿后细胞分化时

诱导产生了对 PM sF 敏感的蛋 白酶[l1
。

以上结果在鱼腥藻 7120野生种和它的氧敏感突

变种中是共同的
。

氧敏感突变种在氮饥饿 24 小时诱导产生的蛋白酶活更高
。

但在氮饥

饿 “0 小时后
,

其可溶性蛋白酶活经 ”0务饱和套硫酸钱沉淀部分提纯后
,

P
M

S F 对酶活

没有抑制作用
,

而邻菲锣琳呈现强烈抑制
,

但 ED T A 仅有轻微抑制 (表 6)
。

邻菲哆琳和

ED T A 均为金属蛋 白酶抑制剂
,

而 PM SF 为丝氨酸蛋 白酶抑制剂
。

表 6 抑制剂对氮饥俄 ‘O 小时的突变种细胞可溶性蛋 白酶的抑制

.l- ab
.
6 In hibidon o上 v a rio u : in h ib ito rs on

so lu b le p rote
a 3e a c riv ity o f m u tan t e ell a fter

n itr og en sta r v a tio o fo r 6 0 h o u rs

处 理
T reatm eo t

抑制率
In hibi, i o n

( % )
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N o inh ibitor

甲苯磺酚氟
P入下s F

(
lm :n o l{1)

邻菲瞥琳
U 一

P h
e n a n t h r o l i n 〔lm m olll夕

乙二胺四乙酸
五D T A (

l m m o l/l)

R 亡a c ti o n c
on

d i
t
i
o 川 T ri卜H C I b u ffer ,

p
H 7

.

5
,

3 0℃
,

3 0 m i
n
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讨 论

w oo d 和 H as el kor n 简要报道了鱼腥藻营养细胞粗提取液中存在需 c护+ 的可 溶 性

蛋白酶和与膜结合的蛋白酶[lz1
。

后者特异性地水解藻蓝蛋 白
,

用非离子型洗涤剂可将它从

膜上释放出来[’, l2]
。

我们的结果表明
,

与膜结合的蛋白水解酶活性不仅存在于被 T rit on -

X 100 释放的内细胞质膜部分
,

也存在于细胞壁的外膜和胞浆周围区
。

后者似乎与特异

性水解藻蓝蛋白的活性无关
,

而可能与细胞壁的周转有关
。

因此与膜结合的蛋白酶并非

一种
。

可溶性蛋 白酶并非酶反应必需 C 护+ ,

而 c尹十 对酶在高温时的热稳定性是 必 需 的
。

这种需 c护+ 的蛋白酶也存在于大肠杆菌和嗜碱杆菌中
〔‘,l0 I。

根据酶反 应 的 最 适 温 度

(50~ 55℃)
、

c 尹+ 对酶的热稳定性作用
、

酶反应要求较宽的碱性 pH 值以及在碱 性 pH

条件培养时蛋白水解酶活性大大增加等特性看来
,

鱼腥藻 712 0 的可溶性需 C 护十 碱性蛋

白酶类似于嗜碱杆菌中需 c护+ 的碱性蛋白酶
。

从抑制剂的作用结果看
,

可能既有丝 氨

酸蛋白酶
,

又有金属蛋白酶
,

据报道可溶性蛋 白酶被二异丙基氟磷酸 (D PF ) 所抑制山
, 。

在我们的实验中
,

虽然丝氨酸蛋白酶抑制剂 PM SF 对它也有一定的抑制作用
,

但金属 蛋

白酶抑制剂中
,

邻菲哆琳几乎完全抑制它的活性
,

而 E D T A 则没有抑制
。

已有类似报道

指出
,

一株海洋假单抱菌的结晶蛋白酶既被 D PF 抑制
,

又被 E D T A 抑制
,

而不被邻菲哆

琳抑制
〔
v]o

氮饥饿 24 小时
,

异形胞分化过程中
,

细胞总蛋白酶活性增加
,

但 48 小时以后
,

酶活性

下降
。

在酶活增加时
,

被 PM SF 抑制的程度增加
,

野生种和突变种的酶活消长有共同趋

势
,

即在异形胞分化时
,

诱导产生对 PM SF 敏感的蛋白酶
,

以加速细胞蛋白的周转
,

特别

是在异形胞 中
。
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