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鱼腥藻 7 1 2 0 质膜
、

类囊体膜和细胞壁
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( 中国科学院水生生物研究所

,

武汉 4 3 0 0 72 )

提要 于 1 9 8 7一 1 9 8 9 年对鱼腥藻 7 1 2 。 质膜
、

类囊体膜和细胞壁进行分离纯化 和 基

本的色素与蛋白质特性分析
。

采用机械性方法破碎细胞
,

以非连续蔗糖密度梯度离心分离纯

化鱼腥藻 7 1 2 。营养细胞的质膜和类囊体膜
,
以 rT it o n x 一 1 00 处理方法获得细胞壁

。
色谱分

析和 电泳结果表明
,

其质膜
、

类囊体膜的色素和蛋白质特性与单细胞蓝藻相类似 ; T r it o n
不溶

细胞壁未发现可见光谱吸收
,

其两条主要蛋白带 , Z K D 和 1 4 K D 均为糖蛋白
,

并且 1 4 K D 蛋白

为肤聚搪层连结蛋白
,

细胞壁蛋白质全部对胰蛋白酶处理敏感
,

其上未发现
“
热修饰

”
蛋白

。

关键词 鱼腥藻 7 1 2 0 质膜 类囊体膜 细胞壁 分离

蓝藻细胞的细胞壁
、

质膜和类囊体膜执行着细胞的许多重要生理功能
。

类囊体膜 由于

量大易获而且与蓝藻的光合放氧功能有关
,

因而得到较多的研究 ;对膜结构与功能的深人

研究依赖于对膜的分离纯化
,

质膜和细胞壁的分离纯化近年才得以在单细胞蓝藻中成功

进行 ( O m a t a e t a l
· ,

1 9 8 3 : 1 9 8 4 : J u r g e n s e t a l
. ,

1 9 5 5 )
。

丝状蓝藻质膜
、

细胞壁的有

效分离纯化尚未见报道
,

而其中鱼腥藻等种类的固氮能力使其膜系统的深人研究更具有

独特意义
。

本文报告鱼腥藻 7 12 0 营养细胞的质膜
、

类囊体膜和细胞壁的分离纯化和特性

分析的结果
,

以期作为其膜系统结构与功能深人研究的基础
。

1 材料和方法

1
.

1 藻种与培养 鱼腥藻 7 1 2 0 ( A , a b a e , a 7 1 2 0 ) 于 1 9 8 2年得自中 国 科 学 院 水 生

生物研究所淡水藻种库
,

以 B G 一 1 1 为培养基 ( S t a n i e r e t a l
. ,

19 7 1 )
,

在 Z s oc 下光照

( 3 o o o l x
)

,

静置培养
。

L Z 质膜
、

类囊体膜的分离 收集对数后期生长的藻细胞 (湿体积约 3 m l)
,

用缓冲液

A ( 1 0 o m o l / L H e p e s 一 N
a 0 H

, p H = 7
.

, , 2 m m o l / L E D T A )洗涤 2 次
,

悬浮于 3 0 m l 缓

冲液 B ( 10 m m o l / L H e p e s 一 N
a O H

, p H ~ 7
.

5
,

2 m m o l / L E D T A , 20多 蔗糖 )中
。

加人

溶菌酶 1 5 m g ,

于 37 ℃ 下保温 hl 后离心收集细胞
。

用缓冲液 A 洗涤 2 次
,

再悬浮于少量

缓冲液 B 中
,

加入 2 倍体积的玻璃砂 ( 80 一 100 目 )
,

置于 4℃ 摇床上强烈振摇 l h ; 过滤除

去玻璃砂
,

滤液中加人 P M S F 至 l m m o
l/ L , D N a se l 至 0

.

00 1多
。

低速离心除去未破细

* 国家自然科学基金资助
, 3 8 , 0 0 4 2 号

。

收稿 日期 : 19 9 1 年 4 月 3 日 , 接受 日期 : 1 9 9斗年 3 月 18日
。
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胞和大碎片
,

得到无细胞破碎液
,

加人 0
.

75 体积的 90 务 ( W / V ) 的梯度液使之达到 50 多

( W / v ) 蔗糖浓度
。

按图 1制作梯度
,

梯度液均以缓冲液 A 配制
。

13 0 0 00 x g 离心 16 h

10 % ,
3m l

30 % ,
3m l

40 % , 3m l

橙红色

13 0 00 0 X g 深绿色

样品 ( 50 % )
~ ~ ~口~ . ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

:

16 h
,

4
O

C
10m l

55 %
,
6m l

90 %
,

3m l 蓝绿色沉淀

图 1 鱼腥藻 7 1 2 0 质膜
、

类囊体膜的密度梯度离心分离

F 19
.

1 I s o l a t i o n o f e y t o P l a s m i e a n d t h y l a k o i d

m e m b r a n e s o f A n a b a 亡 ” a 7 12 0 w i t h d i s c o n t i n u o u s

s u e r o s e d e n s i t y g r a d i e n t e e n t r i f u g a t i o n

( B e c k m a n L s 一 7 0 型离心机
, 4 oC )

。

各

分离带加 3倍缓冲液 A 稀释
, 18 0 00 0

x g 离心 l h ( 4℃ )
,

沉淀用缓冲液 A

洗涤 1次后再溶于少量缓冲液 A 中
,

保存于 一 40 ℃
。

1
.

3 T irt on 不溶细胞壁的制备

参照 J位 r g e n s 等 ( 一9 8 5 ) 的方法
。

用

z务 T r i t o n x 一 10 0处理无细 胞 破 碎

液 3 次
,

再用缓冲液 A 洗涤 2 次
,

即得

棕色细胞壁
。

L 4 膜组份的扫描光 谱 测 定 常

温下用岛津 U v 一 3 0 0 。 型分光光度计测 3 00 一 8 0 On m 扫描光谱
。

1
.

5 s D S一聚丙烯酞胺凝胶电泳 ( S D S一 P A G E ) 按 L a e m m l i ( 19 7 0 ) 的方法
。

分离胶梯

度为 7
.

5多一巧外
,

膜样品溶于样品缓冲液
,

于 1 00 ℃ 加热 , m in
,

离心去沉淀
,

上清液上

样电泳
。

1.6 蛋白质分析 肤聚糖层连结蛋 白质的分析
,

见 J位 r g en s
等 ( 1 9 8 5 ) 的方法

。

糖蛋

白的分析
,

按上述方法进行 S D s 一 p A G E ,

以过碘酸
一

希夫试剂染色( S e g r e s t e t a l
. ,

1 9 7 2 )
。

细胞壁的胰蛋白酶处理
,

见 aB hc ha w a t 等 ( 1 9 8 7 ) 的方法
。

蛋白质含量测定
,

见 L o w r y

等 ( 一9 5 1 )
。

2 结果与讨论

.2 1 质膜
、

类囊体膜的分离纯化结果 对 O m at a
等 ( 1 9 8 4 )的方法作修改后

,

将样品铺

在 ” 并 和 90 多 ( W / V ) 蔗糖梯度液上
,

其上再铺以 40 并
,

30 多
,

10 外(平 / V ) 的梯度液
,

经

离心 ( 1 3 0 0 0 0 x g , 1 6 h ) 达到平衡后
,

离心管 中形成 3 条明显的色带
: 10 多梯度液中的

橙红色带
,

50 多梯度处的深绿色带和 ” 多梯度处的棕色带 (见图 1)
。

橙红色带与单细胞蓝藻质膜颜色相同
,

比重相近 ( o m a at e t al
. ,

1 9 8 4 )
。

此带经稀

释后离心能全部沉淀
,

并含有高浓度蛋白质
,

表明此带不是类胡萝 卜素形成的色素带
。

此

带 的光谱和 s D s 一 P A G E 分析结果表现 出与单细胞蓝藻质膜有相似特征 (见下文 )而与类

囊体膜
、

细胞壁有明显区别
,

并且也未发现类囊体膜和细胞壁的交叉污染峰 (带 )
,

可知此

带为鱼腥藻 7 1 2。 营养细胞的质膜带
。

深绿色带的颜色
、

比重
、

扫描光谱及 S D S一 P A G E 图谱均与单细胞蓝藻类囊体膜相同

( o m a t a e t a l
. ,

1 9 8 4 )
。

经超薄切片电镜观察 (图谱未附 )
,

亦证明其为类囊体膜
。

棕色带的颜色
、

比重虽与单细胞蓝藻细胞壁相似 ( o m a at e t al
. ,

1 98 4 )
,

但其光谱

及 s D s 一 P A G E 图谱均表明有类囊体膜成份存在
。

用 2务 T ir ot n x 一 100 分别处理上述 3 种组份并离心
,

只有棕色带出现沉淀
,

说明其

中还含有细胞壁成份
,

此带再经差速区带离心也可获得纯细胞壁
。

而质膜和类囊体膜则

无细胞壁污染
。
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与 o ma ta等 ( 19 84 )的结果不同 、 在此分离过程中
,

经试验各种梯度均未能一次获

得纯细胞壁 ; 但将其梯度中的 朽多 级份改为 40 多 则可提高质膜和类囊体膜之间的分离

效果
。

若将样品铺在整个介质梯度上进行差速区带离心
,

则试用各种连续或非连续梯度

都未能获得质膜带
,

质膜在离心管中均匀弥散
。

细胞的破碎方法对分离结果产生重要影响
。

在膜的分离过程中
,

文献中多以 rF
e cn h

rP e ss ur e ce n 破碎的方法
。

经我们比较
,

玻璃砂破碎法与其效果是相同的
。

但以超声波

破碎将难 以得到质膜带
。

另外
,

M g ,十
的消除是必要的

,

否则将加速各种膜凝集
。

.2 2 T ir ot n 不溶细胞壁的制备结果 革兰 氏阴性菌质膜和细胞壁外膜对去污剂的抗

性是不同的 ( iF ill p e t a l
. ,

1 9 7 3 )
。

由于蓝藻与革兰氏阴性菌细胞壁结构的相似性
,

在

M g Z十
存在的条件下

,

质膜和类囊体膜都溶于 2多 T r i t on X 一 1 00 而细胞壁不溶
,

我们用此

法获得了鱼腥藻 7 1 2 0 营养细胞的细胞壁
。

与革兰氏阴性菌不同的是
,

在同样的条件下
,

鱼腥藻 7 1 2 0 营养细胞的细胞壁可溶于 0
.

5务 s ar k os y l
,

说明二者细胞壁结构是 有 差 异

的
。

.2 3 质膜
、

类囊体膜和 T ir t on 不溶细胞壁的扫描光谱 鱼腥藻 7 1 2 0 营养细胞的质膜

在 4 5 5
, 4 8 2和 5 1 9 n m 处有类胡萝 卜素的吸收 (图 z a

)
。

o m a t a
等 ( 1 9 5 3 , 1 9 8 4 ) 曾报道两

种单细胞蓝藻 A , a c y , , 15 n i d 二 l a , s
和 s , , e c` o c y , , i , P C C 6 7 14 质膜的扫描光谱

,

其吸收

波长分别为 3 9 0 , 4 3 5 , 4 5 5
, 斗5 7 , 6 7 3 n m 和 4 , ,

, 4 5 0 ,
, z , ,

6 7 2n m
。

与之比较
,

鱼腥藻 7 1 2 0 质

膜的类胡萝 卜素组成与后者较为接近
。

三者的相似之处在于都具有 4 5 5n m 和 6 7 3 ( 6 7 2 )
n m 处的吸收

。
6 7 3n m 峰总是稳定地伴随质膜出现而不出现于其它膜级份中

,

因此也可

能是质膜的某种固有色素
。

OU八匕

:
nU八U

通
ù
,一

自.

自U`U蒙比
19 “

御 l \
识 l \

图 2

50 0 60 0 7 00 4 0 0 50 0 60 0 7 0 0

波长 (n m )

鱼腥藻 7 1 2 0质膜 (
“

)
、

类囊体膜 ( b ) 的扫描光谱

F i g
.

2 A b s o r p t i o n s p e e ` r a o f c y t o p l a s m i c ( a
)

a n d t h y l a k o i d m e m b r a n e
( b )

f r a e t i o n s o f A ” a b a e ” a 7 12 0

制备的类囊体膜在 4 1 9 , 4 38 和 6 7 9n m 处有 C hl
·

。 的吸收
,

在 4 9 0n m 处有类胡萝 卜素

的吸收 (图 Z b )
。

与单细胞蓝藻类囊体膜的吸收光谱未发现差异 ( o m a at e t al
. ,

1 9 8 4 )
。

鱼腥藻 7 1 2 0 的 T r i t o n 不溶细胞壁在 4 0 0一 s o o n m 之间未测得光谱吸收
。

但 J让r g e n s

等 ( 1 9 8 5 ) 证明单细胞蓝藻 s yn ce h 口` ys ` 15 P C C 6 7 14 细胞壁外膜含有数种类胡萝 卜素而

且 T r it o n x 一 1 00 的处理能改变某些色素和脂肪酸成份的含量
。

据此推测
,

可能是 T irt on
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的多次处理破坏或释放了鱼腥藻 7 12 0细胞壁外膜色素的缘故
。

2 . 4质膜
、

类囊体膜和T i r to n 不溶细胞壁的蛋 白质特性分析结果 鱼腥藻 7 12 0质膜

的 S DS一 A PG E图谱有 3 0多条可分辨的蛋白带
,

其中 4 8 ,

55 和 1 0 4 K D 蛋 白带染色较深

(图版 I : 1 )
。

而单细胞蓝藻 才 。 a c y s t i s n i d , l a , s
和 S y , e c h o c y s r i s p C C 6 7 1斗的主要蛋 白

带分别为 4 , K n ( O m a t a e t a l
. ,

1 9 8 3 ) 和 2 3 , l o 4 K n ( O m a t a e t a l
. ,

1 9 84 )
。

由此可见
,

质膜 的蛋白质组成在不同种蓝藻 中有着明显区别
。

制备的类囊体膜的 S D S一 P A G E 图谱显示 40 多条蛋白带
,

其中 54 K D 染色较深 (图

版 I : 2 )
。

此图谱特征与单细胞蓝藻类囊体膜 ( O m a at e t al
. ,

1 9 8 4 ) 十分接近
。

不同蓝藻

类囊体膜蛋白和色素组成的相似性
,

也许与类囊体膜在细胞内所执行功能的一致性有关
。

制备的 T ir t
on 不溶细胞壁的 S D S 一 P A G E 图谱显示 40 多条蛋 白带

,

其 中 5 2 K D 和

1 4 K D 为主要蛋白带 (图版 I : 3 ) ; 并且都是糖蛋白 (图版 I : 4 )ot 单细胞蓝 藻 月 , 。 : sy ` is

, i d 二 l a , : R 一 2 细胞壁主要蛋 白带为 5 0 K D 和 5 2 K D ,

前者为糖蛋 白 ( R e s e h e t a l
. ,

1 9 5 3 )
o

对于 S y o e c h o c y s , f s P C C 6 7 14 的主要蛋白带
,

O m a t a
等 ( 1 9 8 4 ) 认为是 7 6 K D 和 6 9 K D ,

而 J u r g e n s 等 ( 1 9 8 5 )则认为是 6 7 K D 和 6 1 K D ,

并且都是肤糖层连结蛋白
。

鱼腥藻 7 12 0 细胞壁蛋白全部对胰蛋白酶处理敏感
,

电泳图谱 中 43 K D 处和 1 0 K D 以

下的蛋白带为细胞壁蛋白降解后的短肤片断 (图版 I : 9 )
,

说明细胞壁蛋白都有暴露于胞

外的位点
。

但单细胞蓝藻 A an cy ist
: in d ul an : R 一 2 细胞壁蛋 白对 蛋 白酶处 理 不 敏 感

( R e s c h e t a l
. ,

1 9 8 3 )
o

鱼腥藻 7 1 2 0 细胞壁的 5 2 K D 蛋白在低温下 ( 40 ℃ ) 不溶 (图版 I :
5) 而只在高温下

( 1 0 0℃ ) 才溶解于电泳样品缓冲液 (图版 I : 4 )
。
这种现象与 s y n e c h o c y s t i s p C C 6 7 1 4 的

两条主要蛋白带相似 ( O m a t a e t a l
. ,

1 9 8 4 )
。

而当在碱性条件下 ( p H 一 8
.

0 )
,

用 2务

S D S 和 0
.

01 多 琉基乙醇处理时
,

细胞壁蛋白中只有 14 K D 具有一定抗性 (图版 I : 6一 8 )
,

因此 14 K D 为肤糖层连结蛋 白 ;但由于 70 ℃ 下此带已几乎被完全洗脱
,

与 S y en ` h oc ys ist

P C C 6 7 1 4 比较 ( J让 r g e n s e t a l
. ,

19 8 5 )
,

这种非共价键的连结要松散得多
。

细胞壁样品在低温下 ( 40 ℃ ) (图版 I巧 ) 和高温下 ( 100 ℃ ) (图版 I : 4 ) 处理后电泳
,

除

5 2 K D 在低温下未被溶解外
,

图谱中未出现蛋白带位置变化的现象
,

因此其上不存在
“

热

修饰
”

蛋 白
。

然而这种蛋 白质广泛存在于革兰氏阴性菌的细胞壁中并在一定程度上起着

稳定外膜的作用 ( Z i k a i d o e t a l
. ,

1 9 5 5 )
。
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