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两种裸藻的无叶绿体突变株

王江新　施之新　徐旭东
(中国科学院水生生物研究所,武汉　430072)

摘要: 利用Oflo x acin 处理获得了纤细裸藻和中型裸藻无叶绿体突变株。吸收光谱测定和自荧

光显微观察证明突变株无叶绿素合成, DAPI染色方法显示突变株细胞不存在质体 DNA,而

无色的长变胞藻细胞中仍有可检测质体 DNA, 说明二突变株质体已消失。SDS-PAGE 显示

野生种和突变株各有特异蛋白表达。
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裸藻属是一类单细胞鞭毛藻, 其中纤细裸藻( Euglena g racil is Klebs)及其杆状变种

( E . gracilis var . bacillaris)叶绿体对多种化学和物理因子敏感,如紫外线、持续高温、链

霉素等都可以诱导藻株的可逆或不可逆退色,质体 DNA 完全或部分丢失。而这种退色以

及质体 DNA 的丢失几乎不影响生长与分裂
[ 1]。纤细裸藻及其变种的退色突变株在它们

质体相关特性的表型方面有很大的异质性, 以纤细裸藻变种的两个突变株( W3BUL,

W10BSmL) [ 2]为例: W 3BUL 具有比野生型淡的眼点,在合适的条件下可以形成前质体并

可以进行有限的质体发育; 而W10BSmL 基本上观察不到眼点和胡萝卜素,并且不存在前

质体结构和质体 DNA。近年来, Ebringer 和 Krajcov ic 等以纤细裸藻为材料, 选用多种

Quinolone 类药物进行抗诱变剂的研究, 他们发现了几种使纤细裸藻有效退色的

Quinolone 类药物,在合适的剂量下,在作用几天后退色效率即可达到 100%, 但没有对退

色突变株进行过色素、质体以及质体 DNA 等方面的研究[ 3—5]。笔者选用了退色效率最高

的 Ofloxacin处理裸藻属的纤细裸藻与中型裸藻嗜酸变种,分别得到退色突变株 WJOflx

47和WJOflx 412。综合它们的色素、质体及其DNA、蛋白质差异等情况,认为二者均完全

丧失质体结构,属无叶绿体突变株。

1　材料与方法

1. 1　藻株和培养条件　选择的纤细裸藻( E . gracilis FACHB47) , 中型裸藻嗜酸变种( E.

intermedia v ar . acidophi la FACHB412)和长变胞藻( A stasia longa)均来自于中国科学院



淡水藻培养保藏中心,并经过作者用稀释平板法获得无菌单克隆细胞株。裸藻以光照

1000lx , 10h/ 14h(黑暗/光照) , PolyA 培养基(醋酸钠 2g/ L , 牛肉膏1g / L ,蛋白胨 1g / L ,高

压灭菌)在 25℃培养。固体平板中加琼脂 1. 2%。

1. 2　诱变和筛选　在 PolyA 培养液中接种约 1×10
3
cells/ mL, 3d 后同样取藻液转到

50mL 新鲜 PolyA 液体培养基中,同样使细胞数达到 1×103 cells/ mL。此时加入 0. 05mL

100mmo l/ L Of lox acin使其终浓度达到 100�mol/ L ,继续培养。每隔 1d 取约含 100 Cel ls

的藻液涂一次平板。约 7d后单克隆长出,用灭菌牙签挑白色藻落,转移到 200mL 新鲜液

体 Po lyA 培养基中。

1. 3　色素吸收光谱的测定　取对数生长期的藻液 10mL, 于3000r/ m in 离心 10m in。沉淀

用 200�L 预冷水悬浮, 超声波破细胞, 加 800 �L 丙酮,充分混匀,于 4℃抽提 2h。用 UV-

16-1光谱扫描仪( Shimadzu)测定 400-700nm 吸收光谱。

1. 4　叶绿素自荧光与 DAPI染色荧光显微观察　藻细胞用 Car noy 液处理后用于叶绿素

自荧光显微观察。再将藻细胞于 4℃静置 5h,小心吸去固定液,并重悬于100�L ddH2O。取

一滴藻液(～20�L)置于载玻片上,加 5�L DAPI( 3�g/ mL )小心吹打混匀,加盖玻片。在

Nikon FDX-35荧光显微镜, UV 激发光,滤光片 EX380-420和 EX330-380, 分别进行叶

绿素自荧光与 DAPI 染色荧光的显微观察。

1. 5　SDS-PAGE　取藻样约 50mg, 于4℃, 3000r/ min离心5m in后悬浮于 300�L 预冷的
0. 02mol / L T risCl( pH7. 5) ,加 30�L 1mol / L 的蛋白酶抑制剂 PM SF。超声波破碎细胞。

12 000r/ min 离心 10m in, 取 10�L 上清, 加 10�L 2×上样缓冲液, 于沸水浴加热3 min,冷

却至室温。各取15�L 样品用于 SDS-PAGE( 5%的浓缩胶, 10%的分离胶)。用考马斯亮蓝

R-250染色。

图 1　突变株的筛选,空心箭头

所指为退色突变株藻落

Fig. 1　Select ion of mutan ts . Arrow s point to candidate

colonies of th e bleaching mutant

2　结果与讨论

2. 1　突变株的筛选

用 Oflox acin 处理藻细胞 24h 后涂

PolyA 平板。7d 后可观察到白色藻落与绿

色藻落数比值约为1∶1(图 1)。在 72h处理

后平板上观察到的全部都是白色藻落。这个

结果与 Ebringer , Krajcov ic 等的报道
[ 4]
一

致,挑取不同作用时间( 1 d, 3 d, 5 d)得到的

白色藻落,在液体 PolyA 培养基中,进一步

培养。经过筛选获得性状稳定的突变株。经

过 100多天的连续液体培养和平板培养检

查,突变株无回复现象。光照条件下,液体培

养基中生长的白色突变株和野生型代时分

别为 23h 和 24h,并无显著差别。
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2. 2　色素的吸收光谱

为确认突变株中叶绿素是否完全丧失,用丙酮提取藻细胞中的光合色素,并进行了吸

收光谱扫描, 结果如图 2。野生型色素抽提液波长 662nm 和 431nm 处有叶绿素吸收峰。

WJOflx 47, WJOflx 412完全不显示叶绿素吸收的特征光谱。但在 463nm 附近仍有较弱

的吸收值,硅胶板层析进一步证实,突变株不存在叶绿素,但仍有叶黄素与类胡萝卜素(结

果未附) , 463nm 处存在的微弱吸收值可能与叶黄素与类胡萝卜素有关[ 6, 7]。

图 2　色素吸收光谱

A. 纤细裸藻( I)、突变株 WJOflx 47( II)和长变胞藻( III) ;

B. 中型裸藻( I)、突变株WJOf lx 412( II)和长变胞藻( III)

Fig. 2　Absorpt ion spectr a of pigments. A. E . g racil is( I) , WJOf l 47 ( II) and A . l onga ( III) ;

B. E . int ermed ia var . acidop hila( I) , W JOf lx 412( II) and A . l ong a( III)

2. 3　叶绿素自荧光与 DAPI染色荧光显微观察

叶绿素自荧光观察表明,野生型叶绿体在波长 380—420nm 的激发光下, 有很明显的

红色自发荧光(图 3) ;而相同情况下,在突变株中却没有观察到这种红色荧光(图 3)。这

一结果与以上色素吸收光谱结果证明了突变株中完全没有叶绿素合成。尽管如此,并不能

肯定突变株中是否仍有不完全发育的质体结构。为此,以 DAPI 荧光染料处理细胞观察它

们有无质体 DNA 的存在。裸藻类质体 DNA 的 G/ C含量约为 25%而细胞核 DNA 的含

量为 53%。这种异质性使得 DAPI染色对裸藻类的质体 DNA 非常敏感。并且已经证明,

其线粒体DNA 不会干扰这种荧光显微观察
[ 2]
。为证明这一实验方法的可靠性,选用无色

但仍有残留质体结构的长变胞藻做为参照, 长变胞藻细胞中存在着 73 kb 的质体

DNA
[ 8 ] , DAPI 染色观察到为数不多、处于核外的质体 DNA(图 3)。与叶绿素自荧光观察

结果相同的是, 尽管 Carnoy 固定液引起了副淀粉和叶绿体在藻细胞一侧的聚集, DAPI

荧光染色清晰地显示了野生型细胞的质体 DNA;而在突变株中并没有发现。

2. 4　全细胞蛋白质 SDS-PAGE

由于突变株失去了叶绿体结构, 与之相关的一些蛋白质必然消失。以 SDS-PAGE 检

查全细胞蛋白,结果如图 4。野生型细胞中的一些蛋白质条带,如Ⅰ1,Ⅰ2和 G1, G2( I1和

G2、Ⅰ2和G2有相同的迁移率)等,在无叶绿体突变株中不存在, 这些蛋白质可能是叶绿

体特异的。但突变株中也出现了一些野生型细胞中观察不到的蛋白,如 Ga,Ⅰa 等;还有

一些表达显著提高的蛋白带,如Gb。而且在与相应突变株之间差别方面,纤细裸藻和中型
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图 3　藻细胞相差( 1, 3, 5, 7, 9)、DAPI-DN A 荧光( 2, 4, 6)和叶绿素自荧光( 8, 10)显微观察,显示叶绿体和

质体 DNA. 1和 2,长变胞藻; 3, 4, 9, 10,突变株 WJOf lx 47; 5, 6, 7, 8,野生型纤细裸藻 . N 代表细胞核;

cp代表叶绿体 . 箭头所示为质体 DNA 或叶绿体

Fig. 3　Phase-cont rast ( 1, 3, 5, 7, 9) ,DAPI-DNA f luorescence ( 2, 4, 6) and chloroph yll atu of lu ores cen ce ( 8, 10)

microgr aphs of algal cell s, show ing ch loroplast s or plast id DNA.

1 and 2, A stasia longa; 3, 4, 9, 10, mutant s tr ain WJOflx 47; 5, 6, 7, 8, w ild type Eug lena g racil is.

N stands for nu cleus; cp s tands for chloroplast . Arrow s indicate plast id DNA or chloroplast

裸藻有所不同。如 G2条带在纤细裸藻中很明显,在WJOflx 47中基本上观察不到;而在

中型裸藻和WJOflx 412中差别不明显。以上结果表明, 细胞核和叶绿体之间的作用是相

互的,不仅叶绿体的发育是受细胞核的调控;另一方面,叶绿体也控制了某些核基因的表

达。在叶绿体被去除时,某些被抑制的核基因被激活表达,以调整代谢类型的变化。

图 4　SDS-PAGE .M ,低分子量标准蛋白,分子量如图所示 .

泳道 1- 4分别为中型裸藻, WJOflx 412, WJOf lx 47和纤细裸藻的蛋白质样品 . 箭头所指为差异蛋白质条带

Fig . 4　SDS-PAGE. M , low-m olecular-w eigh t standard p rotein mar ker . Lanes 1- 4 are samples of

E . inte rmed ia var . acidop hila, WJOFlx 412, WJOFlx 47 and E. g raci lis resp ec tiv ely .

Arrow s indicate the d ifferent ially ex pres sed pr otein band s
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CHLOROPLAST-LESS MUTANTS OF TWO SPECIES OF EUGLENA

WANG Jiang-x in , SHI Zhi-xin and XU Xu-dong

(I nst itute of Hyd robiology, The Chine se A cademy of S cience s, Wuhan 430072)

Abstract: Chlo roplast-less mutants of E . gracilis and E. intermedia were generated by

t reatment w ith Of lox acin. Absorpt ion spect ra and autof luorescence microscopic observa-

tions show ed that chlo rophy ll w as not synthesized in the tw o mutants. U sing DAPI fluo-

rescence photomicrogr aph, plast id DNA was found in A stasia longa, a colo rless species

of Euglenoid, but not in the of lox acin-induced mutants of Euglena, w hich suggest that

plast ids have been completely lost in the tw o mutants. SDS-PAGE indicated that specif-

ic proteins w ere synthesized in the w ild type and mutant st rains respect ively .

Key words : Euglena; Chloroplast ; Mutants
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