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摘要 在丝状蓝藻 � �� �� ��
� � �

�

��� �� �� 细胞粗提液的碳酸醉酶 ��� �分析中
,

发现 了两种

形式的以活性
�

高 � � 下生长的细胞
,

在 �� 拌�
� �� � � �� �� �

� � ��� �� � ���
,

碳酸醉酶的抑制剂 �

存在的情况下
,

�� 总活性的 �� � 左右被抑制
,

其半抑制浓度 �� 为 �
�

�
脚�� � � � 随着 � � 浓度的

继续增加
,

以 活性在 � � 浓度达到约 ��� 拌� � �� � 处出现了第二个抑制峰
,

在 �� � 拌�
� �� � 处抑

制程度达到最大
,

使以 总活性的 巧 �被抑制
,

其半抑制浓度 ��� 为 ��� 脚�� �
�

在空气条件下

生长的细胞中也出现了以 的两个抑制峰
�

低 场为 � 户�
� �� �

,

高 ��。为 �� �拜� � � �
�

对梭体的分

离及体外测试表明
,

在梭体制备物中的 �� 活性只有一个 �� 的抑制峰
,

而且在 � � 浓度达到

�� 拜� �� � �
,

正如所期望的那样
,

该 �� 活性全部被抑制
�

其半抑制浓度 几。为 �
�

�拜� � � � 左右
�

这个值跟空气或高 � � 条件下生长的细胞粗提物中的低 场 ��产� �� � � 或 �
�

� 产� � � � �十分相

似
�

说明低浓度的 � � 可以特异性地抑制定位于淡体的 �� 活性
�

另外一种形式的 ��
,

具有高

�� ��� � 一 ��� 拌� � �� ��
,

约占 �� 总活性的 �� 一 �� �
,

则有可能定位于细胞质膜
�

关锐词 蓝藻
,

� �� 撇
�

�� ��
�

��  � ���
,

放体碳酸醉酶

对单细胞蓝藻 勿
刀

�� �
� � ��

�

��� � �  ! 的研究认为
,

在梭体水平上对 ��� 起决

定作用的有三个组分
�

一是梭体外被蛋白
,

阻止 � � � 从梭体泄漏到胞液中 � 二是 � �� ����
,

对 �� � 进行高效固定 � 三是梭体碳酸醉酶 �以�
,

负责把从胞液 中进来的 � �� 牙转化为
� � �

,

以提高梭化位点 的 � �
� 浓度 �

‘
,

幻
�

梭体中碳酸醉酶作为蓝藻 �� � 的一个重要组

分
,

对于减少 � � 从胞液中的泄漏及提高 � �� �� �� 梭化位点的 ��� 浓度具有十分重要

的意义
�

本研究将对 � � �� ��
� � ��

�

���� �� � 中碳酸醉酶的存在形式作一探讨
�

材料和方法

� � 材料 ��� ��  ! � ��
�

���� ��� 由中国科学院典型培养物保藏委员会淡水藻种库

��� ���
一 �� ��� �� �� �� 提供

�

蓝藻的生长如以前所报道 �’�
�

�
�

� 梭体的制备 离心收集细胞 �� � � �
�� �� 、��

,

� � � �� �
,

重悬于 � � ��� � � � �
�

� � � �� �
�

蔗

糖
,

�� � � � �� �
声

� � � 一 � ���
,

�� �
�

� �
�

重新沉淀并再悬于内含溶菌酶 �� � � � � �
矛

�的 �� � �

本工作得到
“

海洋 � ��
”
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一
��
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“
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”

的资助
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一
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一

� � 收到
� � � � �

一
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一

� � 修回
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��� �� � �
,

� �℃
,

黑暗中 � �
,

间震
�

� ��� �� � �� 离心沉淀并重悬于 ��� �� � �
,

洗涤再沉淀
�

细

胞重悬于 � � ���
� �� �� � � � � �� � � � � 一 � � ��

,

�� �
�

�
,

�� � � �� � � �  �
,

�� � � �� �
,

��� �

�
,

使叶绿素浓度达到 �
�

� 一 �
�

� � � � � �
�

超声破碎 � � �
,

粗提液 � � � � � � � �� 离心 � � ��
,

上

清液加三倍体积 1 火 B u f f
e r 1 1 1 ( 4 0 m

mo
l/ I

j
C
a p s 一 N

aO
H

,

p H S

.

0

,

2 7 m

mo

l / I

,

M
g S ( )

劝 ,

2 0 % (

v

/

v

) P
e r

col

l

,

0

.

1 3 3 % T
r

i t o n
X
一 1 0 0 )

,

混匀
,

冰上保持 10m i
n . 12

,

O O 0
r

/ m s
n

离心

15m in
,

4 ℃
.
重悬于 5m l的 0

.
75 火 B u ff e r 1 1 1 (含 1% T riton X 一 1 0 0 )

,

1 2

,

0 0 0 订m in 离心

10m in
,

4 ℃
.
重悬于 lm l的 0

.
75 x B

uf反r lll
,

转入 E ppe n do rf 管
,

1 0

,

0 0 0 9

,

4 ℃
,

s m i
n

,

所得沉淀物为梭体提取物
.
重悬于 0

.
s ml 的 0

.
75 火 B uf fe

r
H I

,

置于冰上备用
.

1
.
3 搂体 CA 活性的测定 如以前所报道[3,

4〕

结果与讨论

2
.
1 狡体的制备 A na bae na 细胞梭体的制备见材料和方法

.
粗提液加入 Per co n 之 后

,

正如 Pr ic
e
等描述的那样

,

出现了乳状沉淀[5]
.
在 M gZ

+
存在的情况下

,

Pe
rc

oll 可以使梭体

聚集
.
通过离心可以使梭体聚集物沉淀下来

.
通过 0

,

1 % T

rit on

X

一
10 0 的作用

,

可以使梭

体聚集物中夹杂的类囊体膜部分溶解
,

通过离心出现在上清液被丢弃
.
通过 T rit on X -

100 反复洗涤和 pe rc oll 的反复沉淀
,

可以得到纯度 比较高的竣体 一
Pe
r
co u 聚集物

.

2
.
2 A na ba en

a sp
.
Pcc7 120 细胞中以 的存在形式及其活性 在高 Cq 和空气中生长

的 A
nabae na sp

.
P c C 71 20 细胞

,

其粗提物中表现 出两种类型 的以 活性 (图 1)
.
高 C q

下生长的细胞
,

在 35 拜m ol / I
J
处

,

CA

总活性的 85 % 被抑制
,

其半抑制浓度 I, 为 7
.
4拌m ol /

I
J
;随着 Ez 浓度的继续增 加

,

C A 活性在 E Z 浓 度约为 150拜
mo

l八
J
处出现 了第二个抑制

峰
,

在 250 拜
mo

l/ L 处抑制程度达到最大
,

使以 总活性的 15 % 被抑制
,

其半抑制浓度 1
5。
为

190拼m ol /I
碑 .

在空气条件下生长的细胞中也出现了以 的两个抑制峰
:
低 15。为 6拌m ol /l

J ,

高 15。为 120拜m ol / L
.

这说明
,

A
na ba en

a

sP

.

P C
C7 12

0 中可能存在两种形式的碳酸配酶
.
在

梭体制备物的 CA 活性分析 中发现
,

其中只有一个 E Z 的抑制峰
,

而且在 E Z 浓度达到

35 拜m ol /I
,

处
,

正如所期望 的那样
,

该 C A 活性全部被抑制
.
其半抑制浓度 1

5。
为 5

.
2拼m ol / L

左右(图 2)
,

这个值跟空气或高 Cq 条件下生长的细胞粗提物中的低 几。( 6 拼
mo

l/I
,

或 7
.

4产m ol /I
j
)十分相似

.
可见

,

低浓度的 E Z 可以特异性地抑制定位于梭体的 CA
活性

,

即低

15。活性就是梭体 CA
活性

.
在上述两种形式的碳酸醉酶中

,

梭体 C A 是其中的一种
,

而且

约占总活性的 80 % 以上
.
另外一种形式的 c A

,

具有高 Is0 (120
一 1 90

拜m ol/ L)

,

占 CA 总活

性的 15 一 20 %
,

则定位于梭体外的某个位置
.
根据 P ri

ce et al 的结论[e]
,

c A 在蓝藻胞液

中的存在可能会使 H CO了库迅速转变为 CO
Z ,

从而引起 Cq 的大量泄漏和高 Cq 需求的

表型
.
因此

,

具有高 15。的以 很可能就定位于质膜
,

并作为 cq 泵的一个组分[
7, “〕

.
Pr ice

等和 Y
u
等在单细胞蓝藻 勿

刀

ech

~

u :
sP P C

c7
9 42 的 以 活性中也发现了两个类型的

E z 抑制峰〔5
,

9 〕
.
不同的是

,

除上述两种形式的 c A 活性外
,

Pr
ic

e

等还发现了一种对 E Z 高

度不敏感(600 拜
mo

l/ I
矛

E Z 下仍存在 )的 cA 活性组分
.
该组分在 95 ℃ 下煮沸 sm in 仍不失

活
,

因此认为可能是一种非酶组分
.
按照他们的结论

,

这种非酶组分应该属 于定位于质膜

的 CA 活性
,

但事实上
,

在梭体 CA 组分中他们也发现有这种非酶形式的 CA 活性
.
在本研

究中尚未发现这种情况
,

在该领域的其它研究中也没有发现类似的现象
.
其中一个重要的
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因素可能就是
,

他们在以活性的测定过程中
,

没有排除其它成分的干扰〔’”〕
.

在高 Cq 下生长的细胞
,

其高 1
5。
c A 活性为 2

.
43 E

.
u
.
m g 一 ‘C hl

,

而空气中生长的细

胞中高 Is
。
c A 活性为 5

.
76 E

.
u
.
m g 一 ‘c hl

.

说明高 1
5。
cA
活性是可以诱导的

,

这与 co
:
运

输系统对外源无机碳浓度的感知和适应有关
.
另外

,

根据蓝藻细胞 中不同形式的碳酸醉

酶对抑制剂 E z 的敏感性
,

可以对该酶进行胞内定位
.
这在蓝藻碳酸配酶的分布特点及功

能研究中具有重要的意义
.
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