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摘要: 研究了条浒苔蛋白核超微结构及其Rubisco 和 Rubisco活化酶金相免疫分子定位。超微结构显示,条浒苔细

胞具有形态及组成相同的 1~ 2个蛋白核,每个蛋白核被淀粉鞘所包围。蛋白核中央均有 1 条由 1 个类囊体构成

的纵向孔道, 并有时局部特别膨大。纵向孔道两端与叶绿体基质相连接。小球藻 Rubisco 抗体对条浒苔 Rubisco

的Western 印迹图谱显示仅为 1条带, 其位置与 SD S- PAGE 电泳图谱上的主带相对应, 分子量大约为 55kD。金相

免疫分子定位的结果显示,条浒苔 Rubisco 金标颗粒主要分布于叶绿体的蛋白核( 71. 86% )和淀粉鞘 ( 27. 94% )部

位中,按面积密度计算二者总和占 99. 8% , 极少分布在叶绿体类囊体和基质中 ( 0. 2% )。Rubisco 活化酶分子定位

也显示其主要分布于蛋白核和淀粉鞘中。这些结果均表明条浒苔蛋白核 (及淀粉鞘)与单细胞绿藻的蛋白核相

同,具有光合作用功能。条浒苔 Rubisco 初始活性和总活性的测定结果表明,其活化率较高,高达 77. 62%。
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Pyrenoid ultrastructure and molecular localization of Rubisco and
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Abstract: The pyrenoid ultrastructure, gold immunolocalization of Rubisco and Rubisco activase in chloroplast of

Enteromorpha clathrata were studied in this paper. E. clathrata is a marine macroalga with rapid growth and

mutiple pyreno ids. The ultrastructure studies showed that there were 1 - 2 pyrenoids with similar shape and

component in the cells of E. clathrata. The pyrenoids were embedded by starch sheath. There was a portrait

channel formed by a thylakoid through pyrenoid. Sometimes the portrait channel was enlarged in the middle of

pyrenoid and was connected with the stroma of chloroplast at both channel ends. The Western blotting with antibody

raised against Rubisco large subunit from Chlorella protothecoides showed there was only one protein band in the

Western blotting map. The SDS-PAGE and Western blotting showed the molecular weight of Rubisco large subunit
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of E. clathrata was about 55kDa. Gold immunolocalization showed the gold particles with antibodies raised against

the large subunit of Rubisco heavily concentrated the pyrenoid ( 71. 86% ) and starch sheath ( 27. 94%) , both

totalling 99. 8% by area calculation, whereas the thylakoid region of the chloroplast was lightly labeled ( 0. 2% ) .

Rubisco act ivases also were mainly distributed in the pyrenoid and starch sheath. All the results demonstrated

pyrenoid and starch sheath were closely related with photosynthetic function. Furthermore, the results of initial and

total activity of Rubisco in E. clathrata determination of Rubisco showed its active ratio of Rubisco was as high as

77. 62% .

Key words: Enteromorpha clathrata; pyrenoid; ultrastructure; Rubisco; Rubisco activase; gold immunolocalizat ion

� � 1, 5 - 二磷酸核酮糖羧化酶/氧化酶( ribulose

- 1, 5- bispho sphate carboxylase/ oxygenase, EC4. 1.

1. 39, 简称Rubisco )是光合作用过程中第一个关键

酶,在活体里植物需要 Rubisco 活化酶的活化才具

有光合固碳功能。高等植物Rubisco 主要分布于叶

绿体基质中,而大部分单细胞绿藻的 Rubisco 主要

存在于蛋白核中
[ 1]

, 因而认为, 蛋白核可能涉及光

合功能以及 CO2 浓缩机制 ( CO2 concentrating

mechanism, CCM )
[ 2- 7]

。蛋白核的有无、数量、位

置和形状都是绿藻分类的一个重要形态特征[ 8]。

由于藻类蛋白核涉及光合作用功能,其超微结构和

功能的研究越来越受重视[ 8- 12]。Morita 等[ 8, 13]及

何培民等[ 14]的研究已分别显示莱茵藻和小球藻的

99%以上的Rubisco 是分布于蛋白核及淀粉鞘中,

这进一步证明了蛋白核(及淀粉鞘)具有光合功能,

亦即蛋白核确实为 CCM 中一个主要组成成份。

以往对单细胞绿藻有较多的研究, 而对大型绿藻

Rubisco 在蛋白核分子定位研究较少。大型海洋绿

藻是一种经济海藻。在日本、韩国已有栽培, 目前

我国南方也开始栽培。浒苔在富营养化条件下生

长特别快,目前已成为世界范围内�绿潮�形成的主

要种类之一[ 15, 16] ; 此外在我国条斑紫菜栽培海区,

浒苔已成为紫菜栽培和加工的最主要敌藻。其中

条浒苔( Enteromorpha clathrata )的细胞具有 2个以

上的蛋白核[ 17] , 因此研究其蛋白核 CCM 和光合分

子生物学特性, 具有很重要的光合理论和实际意

义。本文特选用条浒苔为材料,主要研究 CCM 重

要组成成份蛋白核的超微结构和Rubisco 及其活化

酶在蛋白核中的分子定位。

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验材料

实验材料条浒苔采集于江苏启东吕泗海丰紫

菜养殖海区。采回后用消毒海水洗刷干净并放入

光照培养箱进行培养。

1. 2 � 藻体培养
条浒苔置于 800mL 三角瓶, 加入 500mL 消毒

的 PES 培养液进行充气培养, 光照强度 30 ~

45�mol�m- 2�s- 1, 光照周期 12L: 12D,培养温度为

20 � ,每隔 4- 6天,更换新鲜培养基。

1. 3 � Rubisco和 Rubisco活化酶及其抗体的制备

Rubisco大亚基第一抗体制备方法参考文献

[ 18]。离心收集培养的原始小球藻 ( Chlorella

protothecoides)经液氮冻融、研磨、离心获上清夜, 用

35%~ 55%硫酸铵分部沉淀蛋白质,经 Sephacryl S

- 300 柱和 DEAE - 纤维素 ( DE - 52)柱层析及

NaCl梯度洗脱,获得纯化的Rubisco。将 2mg 纯化

的小球藻全酶、大亚基、分别和 1mL 弗氏完全佐剂

混合,给大白兔皮下注射, 并每隔一定时间进行加

强, 40多天后, 制备出抗体。

Rubisco 活化酶第一抗体和制备方法参见文献

[ 19]。首先将菠菜叶片经液氮冷冻研磨成粉 ,

按1�2 加入提取缓冲液 ( 50 mmol�L- 1 HEPES -

KOH, pH 7. 2, 5 mmol� L- 1 MgCl2, 1 mmol�L - 1

EDTA, PMSF, DTT, 2% ( W/ V) PVP, 0. 4 mmol�

L- 1ATP) ,匀浆后经过滤, 离心( 20000 � g )后, 用

35%饱和硫酸铵分步沉淀上清液蛋白。再经

Sephadex G50 脱盐, DEAE- Sepharose、CL- 4B 层

析柱层析及 KCl 洗脱, 透析去盐后, 再经 FPLC

MonoQ柱层析和 KCl 梯度洗脱, 收集 0. 21~ 0. 25

mol�L- 1 KCl分部, 加入 ATP 至终浓度 0. 3 mmol�

L- 1 ATP于液氮保存。

将获得的活化酶, 经 SDS - PAGE 进一步纯

化。用纯化的Rubisco活化酶和弗氏完全佐剂注射

兔子,制备出兔免Rubisco 活化酶抗血清,并对其抗

体用Western印迹鉴定。
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1. 4 � SDS- PAGE和 Native- PAGE电泳

条浒苔培养 3~ 4d后收集 2g (鲜重) , 分别加

入液氮研磨。再加入 8mL 酶提取液( 20mL 50mmol

�L - 1 Tris- HCl, EDTA lmmol�L- 1, 5% 甘油, 琉基

乙醇 5mmol�L
- 1

, PH 8. 0)。研磨稍许,分别 4 000r

�min- 1离心 10min。收集上清液 4 � 保存。

SDS- PAGE电泳参考文献[ 20]的方法, 电泳

仪为 Bio-Rad公司产品。Native-PAGE 电泳参考文

献[ 20]的方法,但其中的 SDS试剂用蒸馏水代替。

1. 5 � Western印迹法

SDS- PAGE 电泳或 Nat ive-PAGE 电泳结束

后,进行蛋白转移电泳。蛋白转移电泳参考文献

[ 20]。用原始小球藻大亚基抗体作第一抗体, 磷酸

酯酶标记的羊抗兔 IgG(华美公司)作第二抗体。

1. 6 � 免疫金电镜切片制作

条浒苔 Rubisco 免疫金电镜切片制作方法基

本按照 Morita 等[ 6] 和何培民等[ 14] 的方法进行。

Rubisco 分子定位用原始小球藻 Rubisco 抗体为第

一抗体(按 1�100稀释) , Rubisco 活化酶分子定位

用烟草 Rubisco 活化酶抗体为第一抗体(按 1�200

稀释) ,第二抗体为羊抗兔免疫球蛋白, 并联接胶体

金颗粒(直径为 10�m ) ,为 Sigma 公司产品。

1. 7 � Rubisco总活性和初始活性的测定
Rubisco 羧化总活性和初始活性采用同位素14C

方法测定,测定方法参照文献[ 21]方法。

1. 8 � 叶绿素含量的测定
叶绿素含量的测定参考文献[ 22]的方法。

2 � 结果

2. 1 � 条浒苔蛋白核超微结构
大多数条浒苔电镜照片显示其细胞叶绿体中

有多个蛋白核, 其形态结构基本相同 (图版- 1)。

蛋白核位于周边叶绿体之中, 椭圆形或豆状, 大小

为600~ 1000nm � 1200~ 1500nm。蛋白核中央有 1

条由 1个类囊体形成的纵向孔道(图版- 1, 2, 3) ,

孔道类囊体膜状结构不明显, 孔道直径为 20~

200nm,孔道中具有网状结构的基质(图版- 4)。

有时纵向孔道的中段膨大, 宽度为两端处的 2~ 3

倍(图版- 4, 6)。蛋白核由淀粉鞘包围, 淀粉鞘的

厚度约为 50~ 350nm。淀粉鞘的厚薄与藻体大小

有关,较大藻体(长约 15~ 20cm)的淀粉鞘厚度较

薄(图版- 4) ,较小藻体(长约 1~ 3cm )的淀粉鞘较

厚,可达 350nm(图版- 2)。淀粉鞘是由淀粉形成,

电子密度高,在超微结构照片上颜色很深(图版-

2)。条浒苔淀粉鞘比较完整,一般仅在纵向孔道的

两端处被隔断。蛋白核的纵向孔道向两端伸展与

叶绿体的类囊体相联系(图版- 1, 2, 3)。但有时在

蛋白核的中部,也能见到蛋白核与类囊体区有联系

(图版- 7)或者纵向孔道在中部形成接点与类囊体

区联系, 使纵向孔道成 V字形(图版- 5)。

2. 2 � SDS- PAGE 电泳、Native- PAGE电泳和
Western 印迹鉴定

对条浒苔可溶性蛋白进行 SDS- PAGE 电泳,

电泳图谱见图版- 9 的 S泳道。用小球藻 Rubisco

大亚基抗体对条浒苔 Rubisco 进行Western 印迹反

应,结果显示也仅有一条主带, 其位置与 SDS -

PAGE电泳图谱上染色较深的蛋白条带位置相对

应 (图版- 9, W泳道) , 说明该条深带即为 Rubisco

大亚基条带, 分子量大约为 55kD左右。

对条浒苔可溶性蛋白进行 Native - PAGE 电

泳,电泳图谱显示有一条染色较深蛋白条带(图版

- 8, N泳道)。用小球藻 Rubisco 大亚基抗体对条

浒苔 Rubisco 进行印迹鉴定, 结果显示仅有一条主

带, 位置与 Native- PAGE 电泳图谱上染色较深的

蛋白条带位置相对应(图版- 8, W 泳道)。说明该

条带即为 Rubisco 全酶。

2. 3 � 条浒苔 Rubisco分子定位

图版- 3, 4, 6示条浒苔 Rubisco 大亚基分子标

金颗粒在叶绿体中的分布,且绝大部分标金颗粒均

匀地分布于蛋白核中。在淀粉鞘区域有少量分布,

类囊体区域中仅有零星分布(图版- 4, 6)。按面积

密度计算,蛋白核为 660 � 256. 16 ind��m- 2, 淀粉

鞘区为 272. 2 2 � 127. 13 ind��m
- 2

, 类囊体区

为27. 5 � 11. 98 ind��m- 2,本底为 25. 5 � 15. 58ind�

�m- 2。除去本底,蛋白核、淀粉鞘和类囊体分别为

71. 86%、27. 94% 和 0. 2%。另外, 蛋白核的纵向

孔道中也有数个标金颗粒分布(图版- 3, 4, 5)。

2. 4 � 条浒苔 Rubisco 活化酶分子定位

用菠菜Rubisco 活化酶抗体对条浒苔 Rubisco

活化酶的免疫金标分子定位, 结果表明 Rubisco 活

化酶的标金颗粒主要集中于蛋白核和淀粉鞘中, 密

度比例为 1�1(图版- 7)。说明 Rubisco 活化酶主

要分布于蛋白核和淀粉鞘区。

2. 5 � 条浒苔 Rubisco活性测定

对大型海藻条浒苔Rubisco 酶总活性和初始活

性进行测定, 其结果为图 1。从图中可看出, 条浒
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苔初始活性和总活性分别为 0. 6006 �mol CO2�

mg- 1 chl �min- 1和 0. 7737�mol CO2 �mg- 1 chl �

min- 1,其Rubisco活化率比较高, 可达 77. 62%。

图 1� 条浒苔Rubisco 酶初始活性和总活性

Fig . 1� Initial and total activity of Rubisco from E . clathrata

3 � 讨论

从结果可以看出, 多数藻类只有 1个蛋白核,

而条浒苔细胞的蛋白核为 2个以上。且多个蛋白

核之间在形态和结构上没有差别, 并均能被

Rubisco 和 Rubisco 活化酶的标金颗粒均匀标记,说

明其结构、组成成份和功能均相同。

条浒苔蛋白核纵向孔道是由 1个类囊体组成,

这与单细胞绿藻(如小球藻)不同。小球藻蛋白核

纵向孔道是由 2个类囊体所组成[ 14]。条浒苔孔道

直径也大于小球藻, 且中部有时膨大, 这种现象在

其它藻类中并未见到过。图版- 3~ 6的蛋白核孔

道中均有Rubisco 标金颗粒分布,表明Rubisco 也可

能作为运输对象。蛋白核孔道结构及其特点均表

明蛋白核与光合作用有密切关系。

Holdsworth[ 23]最早发现绿藻 Eremosphaera 的蛋

白核主要是由 Rubisco 大亚基和小亚基组成的,其

后相继在其它单细胞绿藻莱菌藻 Chlamydomonas

reinhardtii 及 Micromonas sguamata 中证实[ 2]。随着

免疫化学分子精确定位技术的发展, Rubisco 金相

免疫技术分子定位研究显示单细胞绿藻的Rubisco

主要定位于蛋白核中,因而推测蛋白核可能涉及光

合功能。其中关键问题是Rubisco 在蛋白核中所占

比率。S�ss 等
[ 24]
用高等植物 Rubisco 抗体对莱菌

藻研究表明大约有 30% ~ 40%的 Rubisco 是位于

叶绿体基质中, 60% ~ 70% 是位于蛋白核中。而

Morita 等
[ 6]
用莱茵藻 Rubisco 抗体显示莱菌藻

Rubisco 大亚基在蛋白核中, 所占比例高达 99%。

为了更客观地反映 Rubisco 在蛋白核所占比率,本

实验特用与条浒苔亲缘关系比较接近的小球藻

Rubisco抗体作为第一抗体, 以避免因使用亲缘关

系太远(如菠菜)或本身 Rubisco 抗体所带来的干

扰。研究结果显示,按面积密度计算, 蛋白核、淀粉

鞘和类囊体分别为 71. 86%、27. 94和 0. 2%。可见

大型绿藻条浒苔Rubisco 与单细胞绿藻一样主要分

布于蛋白核和淀粉鞘, 两者占 99. 8%。其结果类

似何培民等[ 14]对小球藻研究结果。绿藻类蛋白核

均被淀粉鞘所包围, 但目前还不能解释 Rubisco 是

如何越过淀粉鞘障碍到达蛋白核的。已有实验证

明 Rubisco 集中于蛋白核与光照和 CO2 浓度有

关[ 5, 12]。本实验结果显示在淀粉鞘区域具有

Rubisco分布, 说明 Rubisco 可能是穿过淀粉鞘进入

到蛋白核。在细胞内 Rubisco 的活化主要依靠

Rubisco活化酶, 在莱茵藻中已证明 Rubisco 活化

酶等被定位于蛋白核中。本实验也显示Rubisco 活

化酶主要分布于蛋白核和淀粉鞘中,这进一步证明

大型绿藻的蛋白核及淀粉鞘具有光合作用功能。

此外碳酸酐酶、硝酸还原酶也被定位于蛋白核

中
[ 25]

,说明蛋白核功能比较复杂。

从藻类CCM 角度来看, 藻类Rubisco 集中于蛋

白核是藻类适应自然的一种表现。由于水中 CO2

浓度较低, Rubisco 集中更有利于藻类高效固定浓

度较低的 CO2, 使 CO2 不被逸漏。因此, Rubisco 被

认为是 CCM 重要组分[ 3, 4, 8]。但目前还不了解藻

类 Rubisco 会集聚于蛋白核的机制。条浒苔

Rubisco初始活性很高,因而具有较高的活化率(达

77%)但高活化率的原因尚不清楚。是由于具有较

多的 Rubisco 活化酶, 还是由于具有多个蛋白核能

俘获更多的 CO2,仍有待于研究。

我国条浒苔主要产于浙江、福建沿海一带及广

东大陆和海南岛沿岸, 为泛暖温带性海藻, 多生长

于中潮带,全年都有生长,但以春季最繁盛,繁殖季

节为 6- 7月。江苏省海岸由于长期栽培紫菜, 浒

苔已为紫菜栽培器具上常见大型绿藻种类,并成为

紫菜栽培主要敌害。而紫菜 Rubisco 的活化率为

35%左右,为条浒苔Rubisco 活化率一半,且条浒苔

光合作用的光补补偿点比紫菜低很多,因此在有限

营养供应条件下或一定体积培养液中,紫菜竞争不

过条浒苔, 在紫菜栽培网绳上, 即使原本紫菜苗密

度很高的地方也能被条浒苔小苗占领。在富营养

化的海区和沿海岸海水中,条浒苔生长要快于其它

大型海藻以及微型绿藻, 细长的藻体易被海浪冲
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断,因此,沿岸海区出现大量飘浮浒苔以及石莼而

形成所谓的绿潮。
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图版说明 � � � Explanation of Plate

1.示条浒苔细胞中含有 2个蛋白核(藻体长度为 15~ 20cm) ; 2.示条浒苔幼藻体细胞的蛋白核和淀粉鞘(藻体长度为 15~ 20cm) ; 3.蛋白核及

其纵向通道,且 Rubisco 大亚基金标颗粒主要标记在蛋白核; 4. Rubisco 大亚基标金颗粒标记在蛋白核、纵向通道和淀粉鞘中; 5. 在蛋白核中

央形成蛋白核通道结、并与叶绿体基质相连接; 6.蛋白核中间段的纵向通道膨大(箭头 ) ; 7. Rubisco 活化酶的金标颗粒标记在蛋白核和淀粉

鞘上; 8. 条浒苔Rubisco的 Native- PAGE图谱(N 道)和Western印迹图谱( W道) ; 9. 条浒苔Rubisco 的 SDS- PAGE图谱( N 道)和Western印

迹图谱( W道) � � � � � � C: 叶绿体; P:蛋白核; S: 淀粉鞘; T: 类囊体; N : 细胞核; W: 细胞壁

1. Showing there are two pyrenoids in the cell of E. clathrata ( about 15- 20 cm in length) ; 2. Show ing the pyrenoid and starch sheath in the cell of

younger E . clathrata . (1- 3 cm in length) ; 3. Show ing the pyrenoid and its portrait channel and the Rubisco large subunit gold particles labeling the

pyrenoid heavily; 4. Show ing the Rubisco large subunit gold part icles labeling the pyrenoid and its portrait channel, starch sheath; 5. Showing the pyrenoid

channel nod formed in the middle of pyrenoid, which connected with matrix of chloroplast ; 6. Show ing the enlargement ( arrow) of the portrait chunnel in

the pyrenoid middle; 7. Showing the gold particles of Rubisco activiase labeling the pyrenoid and starch sheath; 8. Showing the map of Native-PAGE ( lane

N) and W estern blotting ( lane W) for Rubisco of E . clathrata ; 9. Showing the map of SDS - PAGE ( lane S) and Western blotting ( lane W) for Rubisco

large subunit of E . clathrata � � � � � � C: chloroplast; P: pyrenoid; S: starch sheath; T: thylakoid; N: nuclear; W: w all
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