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提 要

分离了有固氮活性的异形胞
,

它的可溶部分和膜部分的吸收光谱与营养细胞明显不同
。� � �

凝胶电泳图谱表明
,
营养细胞中存在的可溶蛋白

,

在异形胞中有一半左右被降解
,

最明显的是

藻蓝蛋白
。

异形抱具有与营养细胞共同的肤带
,
但也合成了一些新的多眯

。

异形胞可溶蛋白

有五条最主要的肤带
,

表观分子量约为 ” �
,

到 �
,

铭 �
,

�� � 和 �� �
。

膜蛋白中至少有 �

个多肤带 ��� �
,

�� � �在营养细胞膜蛋白中是缺少的
。

异形胞分化过程伴随着细胞蛋白酶活性的消长
。

� � � � �� � 甲苯磺酞氟 ��� ��� 完全封

锁异形胞的分化
。

而利福平 �。
�

�� 户� �� �� 和酩蛋白水解物 �扣 ”� �� �� 使异形胞分化频率

增加近一倍
,

与此同时
,

营养细胞可溶蛋白的二个多肤 �� � 和 �� � � 含量大大增加
。

有异形胞的丝状蓝藻
,

当从培养基中除去结合态氮后
,

首先在藻丝的所有营养细胞中

引起藻蓝蛋白的降解 �� , ,

接着诱导固氮酶的形成及已存在的部分营养细胞分化为异形胞
。

‘

异形胞在结构上与营养细胞明显不同
,

具有独特成分的厚被膜 � 类囊体排列方式发生改

变 � 缺藻胆体 �含有大的极粒 � 仅以狭小的通道与营养细胞连接
。

在其细胞生化成分及功

能方面 也与营养细胞有重大差别
。

例如已经知道异形胞缺光系统 � 活性
,

缺 � � � � 梭化

酶活性 � 而谷酞胺合成酶
,

固氮酶以及戊糖磷酸循环酶系活性大大增高
〔�� 。

��
�
� ��� 和

� �� �� �� � 应用同位素
� , � 比较分析了分化过程细胞蛋 白的合成及种类的变化

,

表明两种

类型细胞的多肤图谱有很大的不 同
‘, , 。 异形胞的分化受遗传及环境因子制约

,

已经知道
,

它的分化需要一定时间照光
〔习 ,

并且成熟异形胞的产生需要氧山
, � 结合态氮源通常封锁异

形胞的分化
,

并且假设谷酞胺合成酶本身或它的一种产物对异形胞分化起负调控
〔� 习。

然

而至今还不清楚诱导异形胞分化的信号究竟是什么
。

显然
,

营养细胞转变为异形胞的过程是研究细胞分化和基因表达的一个有用的模型

系统
。

而且从分子水平上研究异形胞分化所涉及的变化仍是 当代蓝藻生物学研究的主要

目标之一
。

本文以固氮鱼腥藻 � �� � 为材料
,

研究营养细胞分化为异形胞后
,

细胞可溶蛋白和膜

蛋白的变化 �分化过程与蛋 白水解酶活性消长的关系 �蛋白酶抑制剂甲苯磺酸氟
,

以及低

� 本文图片承何楚华同志拍摄特此致谢
�� � � 年 � � 月 � 日收到

。
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浓度利福平和酪蛋 白水解物对异形胞分化的调节及其细胞蛋白的变化
。

试图找出可能参

与调节异形胞分化的某种蛋白作为进一步探索的生化标记
。

材 料 与 方 法

�
�

藻种及其培养 藻种均为固氮鱼腥藻 � �� ���
� � � � � , � � � �  �

。

培养方法如前所述
〔‘, ,

用含 � � �
�

�� �� � � � � 的 �� ��� 和 � �
��

�
培养基

,

静止悬浮培养或通气培 养
。

光强
� � � ��

� 。

需氮饥饿时通过灭菌滤纸过滤洗涤
,

悬浮于无结合态氮的上述培养基中
。

异形

胞的形成用光学显微镜检查
。

�
�

异形胞的分离 按 �� �� � 等人
〔习
的方法略作修改

,

将无结合态氮培养 �� 一 �� 小时

的藻丝离心收集
,

用 �� ��� � � �含 � � � � � � � � ���
,

� � �� � �� � � ���
,
�� �

�

�� 洗一次
。

这

之后操作在厌氧条件下进行
。

所用 �� ���� 均用 �
,

充分平衡
,

并加人甲苯磺酸氟 ��� 雌�

� ��
。

藻丝再用 � � ��� � � 洗一次后
,

悬浮于 ��� �� � � 中�在 � � ��� � � 中加人 �
�

� � � �� �

甘露糖醇�
,

加人溶菌酶 ��
�

�� � � � �� 放在 �� ℃
,

�� 分钟
。

离心收集细胞
,

用 ��� �� �洗

一次
,

悬浮于 � � ���
� � 中

,

在冰浴中超声 � 分钟
,

离心 �
,

� � � � � 分钟
,

沉淀为异形胞和部

分细胞残渣
。

悬液为破碎的营养细胞
,

分别收集
。

沉淀用 ��� �� � � 洗 �一 � 次
,

各离心

�
,

� � � � � 分钟
,

所得异形胞厌氧悬浮于 �� ��� � � 中备用
。

�
�

细胞可溶部分和膜部分的制备 营养细胞经超声破碎的粗提取液
,

离心 �, � � � � ��

分钟
,

除去粗的残渣
。

再经 � � � ��
� � 冷冻离心机离心 �� �

,

� � �一 ��  
,

� � � �  � 分钟
,

上清

液为营养细胞可溶部分
。

沉淀中的营养细胞膜部分用 ��� ��� � 洗 � 次
,

各离心 � ��
,

�� �

� �� 分钟洗去污染的可溶部分
,

膜制备物悬浮于上述 ��� ��� 中
,

超声 �� 秒匀散备用或贮

存于一 �� ℃冰箱中
。

异形胞放在 �� �� �� � 中
,

一 �� ℃冻融
,

在冰浴中厌氧超声 �� 分钟 �超声 � 分钟
,

间

隔 � 分钟 �
,

低速离心除去未破细胞及粗残渣
,

粗提取液厌氧离心 �� �
,

� � �一 ���
,

� �� � ��

分钟
,

上清液为异形胞可溶部分
,

膜部分用上述 旧�� ��� � 洗 � 次
,

离心收集
,

悬浮于上述

��� �� � 中
,

超声匀散
,

贮存于一 �� ℃冰箱中备用
。

�
�

蛋白的凝胶电泳分析 �� � 板状凝胶电泳按 ��
� � �� � 的方法

〔�� ,

主要修改如下
�

浓缩胶浓度为 �
�

�� 务
,

分离胶浓度为 �
�

�一 ��
�

�务的梯度胶
,

并含有 �
�

巧 � �� � � � 。�� 胶板

长 �� � �
,

蛋 白样品在 � �℃溶解 � � 分钟
,

并立即上样
。

电泳 � � ��� � 为 �
���一 �� �

� �� � 系

统
,

��
�
稳压电泳 �� 一巧 小时

,

用考马斯亮蓝 凡
��
染色

。

�
�

蛋白酶活性的测定 藻细胞离心收集用 �� �
� 一� �� ��� �� �

�� � � � � �� � � �
�

�� 洗

涤并悬浮于上述 � �� �� 中
,

在冰浴中超声 斗分钟
,

破碎细胞
,

离心 � � � � � 巧 分钟
,

取无

细胞提取液测细胞总蛋白酶活性
。

以 � 一�� ��� � 作为底物
, � � � � � 测定吸收值的变化 �� , 。

按在 �� ℃反应 �� 分钟水解产生相当 �
脚�� 酪氨酸等价物的酶量作为一个酶活单位

。

�
�

固氮酶活性的测定 用乙炔还原法
。

�� 蛋白量的测定 用修改的 �� � �� 法��� ��

�
�

叶绿素含量的测定 用 �� 多丙酮提取后光谱测定
。

�
�

吸收光谱 用 � ��  !∀ # ∃% & %∋
(
分光光度仪测定

。
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结 果

(一) 分离的异形胞的固氮活性

用溶菌酶处理
,

结合渗透冲击短时超声破碎营养细胞
,

再通过差异离心
,

反复洗涤

可获得比较纯净和完整的异形胞 (图 l)
。

由于分离异形胞的过程是在氢气厌氧条件下进

行
,

所分离的异形胞具有依赖于光和 H
Z
的较高固氮活性

。

如加 H
:
在暗中反应或加空气

在光下反应
,

均没有明显可检测的固氮活性
。

分离的异形胞的固氮活性至少可保持 3 小

时以上(表 1)
。

其固氮活性为 347
nm ol q H

。

/ 分钟/m g叶绿素
,

比 Er ns t 等人[4] 报道的结

果略低
,

可能与反应时的光强有关
。

但分离后在暗中厌氧保存 3 小时尚具有原来活性的

1/4
。

分离的异形胞是否有固氮活性
,

依赖于分离过程中厌氧条件的维持及其分离洗涤的

Fig·

表 1

T ab . 1 N itroge

图 1 分离的异形胞
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持续时间
。

如果一开始差异离心时
,

异形胞悬液中就混有大量细胞残渣
。

则必然增加洗

涤次数而影响固氮活性
。

( 二 ) 异形胞和营养细胞膜部分和可溶部分的吸收光谱

将分离洗涤后的异形胞用超声破碎之后
,

经 105
,

00
0 9 以上沉降速度离心

,

把细胞的

可溶部分与膜部分分开
,

膜部分再经离心洗涤 2 次
,

除去与膜结合的藻胆蛋白
。

分别测定

0.90.8
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图 2 鱼腥藻 712。营养细胞和异形胞膜部分的吸收光谱
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可溶部分和膜部分的紫外及可见光吸收光谱
,

并与营养细胞的可溶部分和膜部分的吸收

光谱相比较
。

异形胞和营养细胞的膜部分在紫外区的吸收光谱基本类似
,

随波长增加
,

吸

收值递降
,

没有明显的吸收峰
。

两种类型细胞可溶部分的紫外吸收光谱
,

主要表现为核酸

和蛋白的吸收峰
。

但是异形胞膜和营养细胞膜部分的可见光吸收光谱明显不同
,

营养细

胞膜主要由于叶绿素
a 在 68 5

,
4

20

,
4 4 0

n
m 处的吸收峰是典型的

,

在 , 巧 nm 处的肩峰可

能是细胞质膜的类胡萝 卜素吸收峰山
,。 虽然异形膜的 685

,
4 2 0

,

44
0

n
m 吸收小峰是存在

的
,

但它们的相对值不 同
。

并且整个吸收光谱变化平缓
,

可能受细胞壁以外成分的影响

(图 2)
。

至于两种类型细胞可溶部分的可见光吸收光谱中
,

差别最明显者为 627
nm 的藻

蓝素吸收峰
。

异形胞的这个吸收峰是很低的 (图 3)
。

异形胞可溶部分液体是无色的
。

这

与营养细胞分化为异形胞后藻蓝蛋白降解的报道是一致的
。

根据吸收光谱的明显不 同
,

一方面表明所分离的异形胞是比较纯净的
。

另一方面从中反映了营养细胞分化为异形胞

后细胞结构成分发生了重大变化
。

( 三 ) 异形胞可溶蛋白和膜蛋白的电泳图谱

Fl
em in g 和 H as el ko rn I51 曾报道异形胞膜和可溶部分的蛋白图谱

,

但根据他们所应用

的离心速度 (140009) 不可能消除膜蛋白对可溶蛋白的污染
。

根据我们的实验
,

细胞提取

液经 105
,

0 0 0 9 离心 30 分钟后
,

上清液再离心 140 ,

0 0 0 9 3 0 分钟尚可回收少量的膜
,

为了

避免污染
,

一般离心 140
,

00
0 9 将膜与可溶部分分开

。

两部分分别用 sD s 梯度凝胶电泳

分析
,

并与营养细胞的相应蛋 白图谱进行比较
。

由于异形胞的蛋 白含量低
,

考虑到应用浓

缩方法可能会引起蛋 白被降解或电泳图谱的改变
。

因此电泳所反映的是主要多肤带图谱

(图 4)
,

结果表明
,

当营养细胞分化为异形胞后
,

原来在营养细胞 中存在的可溶蛋 白种类
,

在异形胞中有一半左右消失或大大减少
。

其中最为明显的是藻蓝蛋 白
,

这与图 3 结果是

一致的 (图 4)
。

根据我们测定
,

异形胞中蛋白水解酶的活性很高
,

比营养细胞的蛋白酶活

性至少高 3一4 倍
。

在异形胞可溶蛋 白的电泳图谱中
,

有 5 条染色最强的主要蛋 白带
,

其

表观分子量大约分别为 73 ,

0 0 0
,

5 4
,

0 0 0
,

4 5
,

0 0 0
,

4 1

,

0 0 0 和 34
,

0 0 0
。

其中 4s K 和 34 K 带在

营养细胞可溶蛋白的电泳图谱上是缺或少的
,

此外
,

在次要带中
,

37
K 和 58 K 带 (后者推

测可能是固氮酶相铁蛋 白)
,

也是明显有别于营养细胞的
。

在异形胞全蛋白(包括可溶蛋

白和膜蛋 白)的电泳图谱中
,

其主要肤带与可溶蛋白的主要肤带是对应的
。

异形胞膜蛋 白

与 营养细胞膜蛋白电泳 图谱的差别不如两者可溶蛋白图谱差别明显
,

但异形胞中也减少

了一些在营养细胞 中存在的膜蛋 白
,

如 37 K 带
,

但有 2 条主要带 (如 35 K 和 4l K 带 )也

是明显有别于营养细胞膜蛋 白的 (图 , )
。

为准确证明其差别最好应用同位素标记
。

我们曾

应用染色灵敏度高的氨银染色蛋 白图谱
,

但有些膜蛋 白并不被氨银染色
。

根据上述主要

蛋 白染色带图分析
,

不难看出
,

在异形胞分化过程中涉及了细胞可溶蛋白和膜蛋白的深刻

改组变化
,

许多蛋 白被降解
,

并且合成一些新的蛋白种类
。

它们对于异形胞的功能维持可

能是重要的
,

值得注意
。

( 四 ) 在异形胞分化过程中蛋 白酶活性的消长

如上所述
,

在异形胞分化过程中涉及细胞蛋白的深刻变化
。

一部分蛋 白特别是藻蓝

蛋 白被降解
,

提供新合成蛋 白所需的氨基酸
。

这一过程显然与蛋 白水解酶的活性变动有
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图 4 营养细胞和异形胞主要可溶蛋白的电泳图谱比较 图 , 营养细胞和异形胞主要膜蛋白的电泳图谱比较
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关
。

当把藻细胞从含结合态氮的培养基中转向无结合态氮培养基后
,

一般在 24 小时内有

5一10 务左右的营养细胞已分化为异形胞
。

与此同时
,

细胞总蛋白酶活性逐渐增高
。

如图

6 所示
,

除去结合态氮后 12 小时
,

蛋白酶活性增加 40 务
,

至 24 小时
,

活性增加 60 务
。

但

42 小时后
,

蛋 白酶活性又下降至接近原来加 N
o3
培养细胞的酶活水平

。

因此
,

异形胞的

分化过程看来与细胞蛋白酶活性的消长一致
。

异形胞分化时
,

酶活迅速增加
,

分化结束
,

酶活下降
。

显然
,

蓝藻异形胞的分化也与其他微 生物细胞分化一样受蛋白酶的调节
。

( 五) 甲苯磺酞氟对异形胞分化的抑制

甲苯磺酸氟 (PM SF ) 是丝氨酸蛋白酶的一种抑制剂
。

已有报道指 出
,

枯草杆菌的产

抱需要丝氨酸蛋白酶参与
,

P
M

S F 抑制产抱[3J
。

我们检查了 PM SF 对异形胞分化的影响
。
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由于 PM SF 微溶于水
,

考虑到溶解 PM SF 的有机溶剂对藻细胞生长有害
,

因此将 PM SF 固

体粉末直接加人细胞悬液中
〔3J ,

在不加结合态氮的培养物中加人不同量的 PM SF
,

分别为

50 ,
1 5 0

,
5 0 0 拌g

/ m
l
。

结果表明
,

当 pM SF 含量为 50 那g / m l ( 0
.
3 m m

o
l/
L
) 时

,

细胞生长速

度和异形胞分化频率与未处理对照细胞相同
,

1
50

户g
/耐 的 PM SF 完全封锁异形胞分化

,

而对细胞生长没有明显影响
,

但 500 户g
/ m l

P M S F 严重抑制细胞生长
,

也没有异形胞产

表 2 甲苯礴醉组对细胞生长
, 蛋 白含 , 和异形胞分化的影响
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表 2 数据系 巧。祥g / m l p M s F 对细胞生长
,

细胞蛋白含量及异形胞分化影响的重复

实验
。

可见在我们的实验条件下
,

当细胞光密度为 0
.
3 左右时

,

加人相当于 lm m ol /L (巧o

严g
/ m l) 的 PM

SF ,

在 24 小时内对细胞生长和蛋白含量的影响是不明显的
,

但完全封锁了

异形胞的分化
。

至 48 小时
,

可能由于不能固氮
,

细胞生长和蛋白含量明显低于对照细胞
。

推测可能是由于 PM sF 抑制一种蛋白酶
,

从而影响异形胞的分化
。

我们观察到在异形胞
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分化过程中的不同时间
,

蛋白酶在体外被甲苯磺酞氟抑制的程度不同
‘, 。

( 六) 利福平和酪蛋 白水解物对异形胞分化的调节及其细胞蛋 白的变化

利福平 (Ri fa m pici n) 是 D N A 转录的一种抑制剂
,

当浓度为 1井g
/ m l 时

,

对藻细胞的生

长有严重抑制
,

但如果浓度降至 0
.
02 拌g

/ ml 时
,

对藻细胞的生长没有影响
,

反而增加异形

胞分化的频率(表 3)
〔7] 。

当加人利福平 (0
.
02 那g

/ m l) 时
,

异形胞分化频率从 5
.
4多 增加至

7
.
3多

,

如加利福平的同时加人酪蛋白水解物 (40 此/m l)
,

则分化频率为 9务
。

并且细胞

衰 3 利福平和璐蛋白水解物对异形胞绷率和固抓酸活性的影响
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的固氮活性也有所提高
。

对蛋白酶活性和总蛋白量的侧定结果表明
,

处理的藻细胞中
,

蛋

白酶活性按每毫升细胞计算比对照细胞的酶活高
,

但处理细胞的总蛋 白量也高于未处理

细胞的蛋白量
。

这似乎反映了处理细胞 中蛋白的合成发生了一定变化
。

为此对处理及未

处理细胞的可溶蛋白和膜蛋白进行了 SD S 凝胶电泳分析
。

图 7 表明
,

处理及未处理细胞

的膜蛋白电泳图谱没有可见的差别
。

但在细胞可溶蛋白电泳中
,

虽然两种细胞的多肤种

类是一致的
,

但处理的细胞有 2 条多肤带染色强度比对照细胞的这 2 条相应多肤带深得

多
。

这暗示了在处理细胞中这 2 个多肤的合成大大增加
。

我们推测
,

这 2 个多肤可能参

与异形胞分化的调节
。

对它们性质的进一步分析有可能对有关异形胞分化调控机制提供

有益的启示
。

讨 论

从原来已存在的营养细胞分化为异形胞后
,

在其形态结构上的改变是其分化过程中

一系列生化反应发生变化的结果
。

这些反应大致可粗分为 以下几类 ;l) 对异形胞是必需

的和特异性的
,

如特异性糖脂的合成
[1田 ,

特异性蛋白酶的诱导
〔气 2) 对异形胞具有特异

性
,

但并不影响分化过程
,

是可有可无的
,

如在空气氧条件下固氮酶的合成
,

然而固氮基因

缺失的突变种
,

同样形成异形胞[14
, ; 3

) 对异形胞是必需的
,

但并不是异形胞所特有的
,

l) 杨林等
,

固氮鱼腥藻的蛋白水解酶及其部分性质的研究(待发表)
。



王业勤等 : 鱼腥藻 7120 异形胞分化的调节及细胞蛋白的变化

72 k

5乐k

图 7 利福平和酩蛋白水解物对细胞蛋白合成的影响
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如循环光合磷酸化
,

氧化磷酸化反应
。

4
) 对异形胞是非必需的

,

因而被降解
,

如藻蓝蛋

白的降解等
。

从上述的营养细胞和异形胞的可溶蛋白及膜蛋白的电泳图谱的异同 反 映 了下 述 反

应 : 1) 在营养细胞中存在的许多种蛋白
,

其数目约占营养细胞主要蛋白一半
,

在异形胞

中被降解或含量大大减少 ; 2) 在异形胞中保留了与营养细胞共伺的一些蛋白; 3) 在

异形胞中合成了一些新的蛋白
,

或者在营养细胞中含量很低
,

而在异形胞中含量很高
。

我

们的结果与 Fl em in g 和 H as el kor n 用
’, S 标记电泳分析所得到的结果是一致的

。

在异形

胞中出现的一些新的蛋白的性质以及它们在不同条件下的合成变化
,

对于认识异形胞的

功能
,

如除氧保护功能等无疑是重要的
。

然而异形胞分化本身是一个复杂的过程
,

不仅有时间上的控制
,

并且尚有空间上的分

隔
,

在藻丝上按一定间隔出现异形胞
。

从蛋白酶活性的消长可以看出
,

分化初期藻丝蛋白

酶活性迅速增高
,

分化结束
,

酶活性下降
。

有着精确的控制机构
。

在蛋 白酶中可能存在组
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成性蛋 白酶和诱导性蛋白酶
。

后者和异形胞分化可能受共同的信号或媒介物所调节
。

但

至今对此毫无所知
。

我们设想
,

如果存在某种媒介物
,

那么在一定条件下
,

促使异形胞分

化频率大大增加时
,

这种媒介物的含量也可能发生变化
。

已经知道低浓度的利福平和酪

蛋白水解物可诱导异形胞的分化频率增加
。

我们的结果也证实了上述的观察
。

而且表明

利福平和酪蛋白水解物处理 的营养细胞可溶蛋白中 72 K 和 56 K 多肤的含量大 大 增 加
。

它们有可能作为一种生化标记
,

进一步研究它们与异形胞分化的关系
。
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