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,

堪培拉 �

摘要 利用化学诱变法获得了蓝藻聚球藻 � �� ��
。

生长需求的突变株 � ���
。

突变株 � ���

具较高的无机碳运输速率和无机碳库
,

表观光合作用对外 源无机碳的亲和性与 已知 的其它高

二氧化碳需求突变株有显著区别
。

突变株 � ��� 的突变缺陷主要在不能适应低 � �
。

条件
。

当

有 ��
十

�����
�� � �� 存在时

,

突变株可恢复在较低 ��
。

浓度 ��� �下生长的能力
。

关键词 二氧化碳浓缩机制
,

突变株分析
,

光合放氧
,

��
十 ,

蓝藻

在 目前已分离到 的近 �� 株蓝藻高二氧化碳需求突变体中
,

其生长对 � �
,

浓度的最大

需求均不超过 ��
。

对需求高于 �� � �
,

的突变株的分离和鉴定
,

将可能为进一步认识藻

类二氧化碳浓缩机制提供新的证据 �’
,

�」
。

本文报道单细胞蓝藻聚球藻突变株 � ��� 对 � �
,

极高浓度 的需求及其在光合放氧对外 源无机碳亲和性上迥异于其它突变株的生理表现
,

初步探讨了钠离子影响突变株 ��
。

需求的方式
。

�
�

材料与方法

�
�

� 生长条件 聚球藻 �� � � �人。‘
、

� � � � 、

咒� � � � � �生长于 �� 一 � �培养基 中
,

培养基以缓冲

液 �

件
�� 调至 � � �

�

�
,

培养物分别通以空气
、

含 �� � �
�

和含 ��� � �
�

的空气
,

培养温度

�� ��
,

光强 � � 协� � � �
一 � � 一 ’

。

� � 突 变株 筛选 参照 �� 方法并加 以改进
。

指数期 生长细胞经诱变剂 甲基磺 酸乙 酷

��� �
,

�
�

� � �� � �� 处理
,

涂布于 � � 一 �� 琼脂平板面上的醋酸纤维膜上
,

平板在 �� � � �
、

气

相中放置 ��
,

再转移至空气气相下 � 一 ��
,

使待筛选的突变细胞耗尽体 内的储藏碳源
。

然

后将膜移至含有氨节青霉素 �� � 协� � � �� 的 � � 一 �� 平板上
,

�� 后绝大多数野生型细胞 已被

杀死
,

再将膜转到正常 � � 一 �� 平板上生长 � 一 ��
,

标出平板上所有的藻落 �未被抗生素杀死

的野生型细胞 �
,

此后将平板移置于含 �� � � �
。

空气条件下
,

使待筛选突变细胞生长
,

约

一周开始 出现新藻落
,

这些藻落可初步推断为高二氧化碳需求突变
。

依次将藻落按复制

平板法 ��� �� �� �� ��
� �� �分别置于 �� � � � 和 ��� �� � 下生长

,

重复数次
,

那些仅能在含

��� � �
�

空气下生长的藻落可确定为 ��� ��
�

需求突变株
。

中国科学 院重点项 目和武汉市晨光计划资助
。

�� � �一�
一� �收到 � �� �  刃�

一� �修回
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�

蓝藻 聚球藻高二氧化碳需求突变株的研究 �� �

�
�

� 光合放氧测定 利用 � ��� 型氧电极测定蓝藻对外加无机碳源 ��� � � �
�

�的光合放

氧反应
。

测定温度 �� ℃
,

光强 � � � 卜� �� �
一 � � 一 ’

�石英 卤钨灯光源 �
。

表观光合放氧对外

源无机碳的反应依报道方法
。

在
’�
� 固定分析实验 中

,

光合放氧的测定亦利用 �
� �� 型氧电极

。

前处理方法同上
。

低

碳细胞在反应槽 中光合反应 � 一 � � � 后
,

开始向反应槽 中加人 �闪 � � �
’‘
��

飞

�终浓度

�� � � � � ��
,

其后每隔 �� �� 从中取 �
�

� � �反应液加至 �
�

�� � � � ���� � � � ��溶液 中
,

迅速

摇荡
,

每个样品取 � 次
。

样品管置通风橱加热蒸发
,

直至干燥
。

测定时加人 ��� 闪烁液
,

于

� � � � 液体闪烁系统测放射强度
。

� � � 含量根据报道的方法测定 �’�
。

�
�

� 无机碳吸收和碳库 根据文献 【�� 质谱测定法测定细胞的无机碳吸收和碳库
。

�
�

结果

�
�

� 突变株筛选和初检

��
�

个野生型细胞经诱变处理后
,

共出现 ��� 个仅能在含 �� � ��
、

的空气中生长的藻

落
。

发现除 �� 株藻落外
,

其它藻落都不同程度地表现出在 ��� �
。

下生长的趋势
。

通过对

上述 �� 个藻落再进行连续数代复制平板培养
,

从 中筛选出 � 个真正 的高二氧化碳需求

��� � �表型的突变株 � �� �
、

� �� � 和 � �� �
。

从表 � 可见
,

突变株 � ��� 最稳定
,

而 � ��� 和 � ��� 的突变回复率在每 � � � 细胞中均大

于 �� � 个
。

� 种突变株在光照下的无机碳库
、

吸收无机碳的能力及其暗中细胞 内二氧化碳

漏泄的速率如表 � 所示
。

测定胞内无机碳库时外加 �� � �� � � �� � �  
�
。

结果表明
,

突变

株 � ��� 和 � ��� 在无机碳的吸收
、

泄漏速率以及无机碳库上与野生型没有显著的差异
,

而

突变株 �巧。的上述指标比野生型高出一倍以上
。

由于突变株 � ��� 对高 � �
,

需求的表型

稳定
,

故仅选择突变株 � ��� 作进一步分析材料
。

表� 高二权化碳需求突变株的初检
� � �

�

� �� �� �� ��化 � �� � � � � � � �一� � � � ��  山�� � � � � �� ��

突变株

� �� �� � 匕

碳库 �恢 吸收速率 �仪 漏泄速率

�� �一 � � �� �� �� 一� ��

�件� � � �� �
一 ’
�川 �

一 ’

� �卜� � � � �
一 ’
�柑

·

�
一 ’

�

突变回复率

�� � � � � !

�� � � �� � �

� �� � 巧 �� � � ��

�氏 � ��
� � ���� �

�,
一�

…
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 ∃  突变株的生长和光合作用特性

在 10 % C O
Z
空气气相下

,

突变株 N 150 的生长较正常
。

而 当通人的 C O Z浓度低于 1%

时
,

N 1
50 的生长受到明显抑制 (未列出)

。

图 1 的生长曲线显示
,

在空气和含 1% C O
,

空气

气相下
,

突变株 N 150 均不能生长
。

在 10 % c o
,

气相条件下
,

突变株 N 150 起始阶段的生长

速度较低
,

7 d 后的生物量约比野生型低一倍
。

表观光合作用放氧对外源无机碳的米氏常数 K
, , 2

( O )

,

能部分 反映细胞吸收和利

用 无机 碳 的效率
。

K

, , 2

( 0 ) 值越 高
,

细胞 对无机 碳亲 和性越 低
。

本研 究 发现
,

在含
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图 1 液体培养的突变株 N 150 对 C O
,

的响应
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图 2 突变株 N 150 光合放氧对外 加 HC
O 歹的响应
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空气培养条件下
,

突变株 N 150 和野生型

的光合作 用放氧对外源无机碳 的米 氏常数 K
, , 2

( C i ) 分别为 0
.
23rnln ol / L 和 o

.
87m m ol / L (图 2 )

,

两者的最大光合放氧速率 V m ax 无显著区别
。

另

一方面
,

当培养物由 10% C O Z下的转移至 1% C 0 2

下诱导 18h
,

突变株和野生型的 K
, , 2

( a ) 分别降至

0
.
0 38
rnm

ol / L 和 0
.
169m m ol / L (图 3 )

,

说明低碳

条件可诱导提高突变株细胞对无机碳 的亲和性
。

在饱和无机碳浓度下
,

细胞的无机碳 吸收 与

光合放氧量比值以及光合 固定碳与放氧量的比值

应 接近 1
。

由表 2 可见
,

当外源 无机碳 浓度 达到

10 00协m of / L 时
,

突变株和野生型无机碳吸收和放

氧量之 比接近 1 ,

而固定碳 与放氧量之 比值很低
。

这是由于细胞在极高二氧化碳下碳固定途径部分

受阻
,

还是 由于细胞 内除了水光解放氧外还有其

它途径产氧
,

有待于进一步证实
。

2. 3 N

a

C
I 对突变株 N 15 0 高二氧化碳需求的影响

通人 10% C O Z时
,

普通培养基起始 pH 值往往

二一‘夕国已
。)�[�x二)uol.nlo>�.0.1例。二倒u卜50侧。‘‘属俏如嗽

图 3 由 10% c o
,

转至 l% c o 。

1 8 h 后 突变株

N1 50 光合放氧对外加 H C O 子的响应

R g
.
3 Th

e re spo
nse of P hoto sy nth eti e O

。
e v

于

luti on o f m utallt N 150 of 牙neehocoecus P (!C

7942 to H C o 歹18h
after ‘ts

tran

s
fe
r

fr
o
m

1 0 % C O
Z

to l % C O
Z

一
十w ‘ 10 % C O Z; 一分 w 仁 1s h 一n

d
u e ti o n ;

一△一 N l 5 0
,

1 0 % C O
Z ; 一▲一 N 1 5 o

,

1 8 h

降低至 5 左右
,

在此 pH 下
,

细胞生长缓慢或完全停顿
,

若加人一定浓度 的 Na HC
O 3则可使

培养物的 pH 稳定在 8
.
0 左右

.
若在空气或 1% C 0

2气相下外加同样浓度的 Na H C O
3 ,

则会

引起培养物 pH 过高
。

因此
,

本研究在 10% C 0 2气相条件下
,

均加人 Na HC
O 3 70

~
ol / L

以调节 pH
,

而在空气或 1% C O Z气相条件下
,

未添加 Na
H C 0 3成分

。

考虑上述实验设计的

差异
,

则提出一种可能
:
突变株生长对高二氧化碳的需求

,

是否也包含对高 Na
+
离子的需
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表2 突变株N l弘无机碳吸收
、 ’4

C 固定与光合放级的关系

T ab
.
2 助ti

o of ei up欧
e an d14e nxation to o Z p耐uc ti

on ormutantN 15o
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C l一a d d e d Ci
u
P
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/认 Prod

uetion

M utan
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14 c 固定与产氧 比值

14C fi xati on/众 Pr浏
ucti on

M utan
t N 150 W ild T ype
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10 0 0协m o l/ L

0
.
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0
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235-匕1
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��侧却毅

12 0 14472
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口�

求 ? 为此
,

又进一步试验 了不 同浓度 N
aC I对突变株

N 150 生长的影响
。

结果表 明
,

当外加 N 自C l浓度达

到 10 om m ol / L 时
,

突变株 N 150 可以在 l% C o Z条

件下生 长
,

而同样浓度 的 K a 并不表现促进
,

表 明

突变株能够恢复在 1% C 0 2气相生长是 由于 Na
十

的

作用引起 的效果
。

有意义的是
,

Na
O 并不能支持突

变株在空气中生长(图 4)
。

结果显示 Na
+
能直接影

响突变株 N 150 生长对 C O
Z
的依赖程度

。

3

.

讨论

图 4

R g
.
4

100们n r n o l / L

心pl
an等将蓝藻高二氧化碳需求突变株划分

为两个类型
:
第一类型的突变株表现 出

‘

适应突变

株
’

( A d
ap

ta ti
o n

m
u

ta
n

ts) 的特征
,

它们不能在 低浓

度 的 C O
Z
下生长

,

但表观光合放氧对外源无机碳的

亲和性类似于野生型
;
第二类型的突变株包括所有

表观光合放氧对外源无机碳亲和性低于野生型约

在空气 和 l% C O Z下 Na a

对突变株 N 150 生长的影响

6 row th pe rfo rm anc
e of m utallt N 150

匆
neehoeoeeus

100们比n l o l / L

P C C 7 9 4 2 i
n

the
P re

s e n e e o
f

刊.一 1 0 %

N
a
O
;

C o
Z ;

N 台C l at ai r a nd l% C o Z

介
l% CoZ+ loomol/L

一△一
Ai

r + 1 0 0 m
o
l / L N

a 〔1

1 00 倍的突变株
。

自第一株 今ne ch oc
occ u:高二氧化碳需求突变株分离以来[6]

,

至今已分离

鉴定了十几株 突变株
,

其中仅突变株 ) 和 R1 4[v 〕可划归为第一类型突变
,

而所有其它的突

变株均属于第二类型突变
。

突变株 N 150 的表观光合作用对外源无机碳的亲和性甚至 比

野生型高
,

似可将其划归具有
‘

适应突变株
’

( A d
ap

ta ti
o n

m
u

tan

ts
) 特征的第 一类型

。

这一

发现为 K
ap lan 最新提出的两类突变株的划分提供了新的证据

。

Na

十

是蓝藻在碱性 pH 生长所必需的成分l8]
,

这主要表现在细胞光合作用对 Na
十

需求

上
。

在 Sy
neeh oeo eeus p C C 7942

,

达到 最大光 合作 用速 率所需 的 Na
+
在 林m o l / L 范 围

内
‘9

,

‘01
。

本文发现
,

当 Na a 浓度达到 100 m m of / L 时
,

能使原来需要 10% C O Z才能生长的

突变株 N 150 在 1% C O Z下也能生长
,

说明高浓度的 Na
+
能减低 N 150 对高二氧化碳的依

赖程度
。

N
a +

离子为什么能减低突变株 N 150 对高二氧化碳的依赖
,

有待探讨
。
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