
第 25 卷 第 6 期

1 9 9 4 年 1 1 月

海 洋 与 湖 沼 V ol
.

2 5
,

N o v . ,

N o
。

6

O C E A N O L O G I A E T L IM N O L O G I A S I N I C A 1 9 9 4

海带磷酸烯醇式丙酮酸一狡激酶的研究
*

陈敏资 侯和胜 姚南瑜 徐志明 李建之
(辽宁师范大学生物系

,

大连 1 16 0 2 2 )

提要 于 1 9 8 6一 1 9 9。年
,
在大连凌水养殖四场采集海带

,
对磷酸烯醇式丙酮酸狡激酶

在海带不同部位
、

不同发育时期及不同外界条件下活性的变化予以研究
。

结果表明
,

该酶是海

带体内唯一重要的催化 C O
:

暗固定的酶 ; 此酶活性由海带基部
、

中部至顶端逐渐减弱 ;酶活性

在用正常水温预处理藻体时最高 ; 正常盐度时酶的活性高于非正常盐度的酶活性 ; 增加 N H才

浓度可提高酶的活性
。

关镇词 海带 磷酸烯醇式丙酮酸
一

狡激酶 C O :

暗固定 活性

磷酸烯醇式丙酮酸
一

梭激酶 ( P E P 一C K E C 4
.

1
.

1
.

32 ) 广泛存在于植物体内
,

在酵母
、

眼

虫
、

硅藻
、

褐藻及一些高等陆生植物中都有此酶 ( A k a g a w a e t a l
. ,

19 7 2 : K r e m e r ,

1 9 5 1 )
,

它在藻体内催化碳的暗固定
,

在藻类代谢中占重要地位
。

本文为海带的 P E P 一 C K 的研究

探索
。

1 材料和方法

1
.

1 材料 于 1 9 5 6一 1 9 9 0 年在大连凌水养殖四场采集 海 带 ( L
a m i , a r `a j a户o n i c a

)
o

除取不同部位测定酶活性外
,

其它均采用新鲜叶状体生长部位
,

即柄部以上约 1 c0 m 长的

一段
,

用来提取酶
。

1.2 方法 取薄嫩期海带
,

由基部
、

中部及顶端分别量等长样品
,

提取并测定酶活性
。

在海带的幼苗期
、

凹凸期
、

薄嫩期及厚成期
,

分别测定不同发育阶段的酶活性
。

1 ..2 1 不同条件预处理 ( l) 不同盐度处理
,

取薄嫩期海带分别浸于正常海水
、

。
.

5倍

及 2 倍海水中
,

在 10 ℃ 下处理 1 , h
。

( )z 不同温度处理
,

取厚成期海带浸于海水中
,

分别

在 。一 5℃ ,

14 一 18 ℃ 及 24 一 28 ℃ 下处理 15 h
。

( 3 ) 不同 N H才浓度海水处理
,

制备 0.5
,

2 及 4m
o l / L 的人工海水

,

将厚成期海带分别浸于其中
,

在 10 ℃ 下处理 1 h5
。

1
.

.2 2 酶提取方法 ( l) 粗酶液制备
,

取新鲜藻体 1 0 0 9
,

用过滤海水及蒸馏水洗净 吸

干
,

放于研钵中加适量液氮并研成匀浆 ;再加人聚乙烯聚毗咯烷酮泥 2 , m l
,

搅匀后于 4℃

下提取 0
.

, h ;经四层纱布挤出汁液
,

离心 20 m i n ( 2℃
, 1 2 0 0 0 r

/m i n )
。

按上清液
: 透析 液

为 1 : 1 00
,

每 h2 换一次透析液的方式
,

在 4℃ 下透析 h6 即得粗酶液
。

( 2 ) 部分纯化酶制

备
,

向粗酶液中加硫酸铁
,

使达 25 务 饱和 ;离心 20 m in
,

取上清液再加硫酸按
,

使达 82 多

饱和
,

搅拌 30 m in
,

于一 20 ℃ 冷冻过夜 ; 经融解后离心 20 m in
,

取沉 淀 溶 于 20 m l 冷

. 国家自然科学基金资助
, 3 8 6 0 72 号

。
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。
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.

05 m o l / L T r is
一

乙酸缓冲液中重复一次硫酸钱分级和冻融过程
,

即得部分纯化酶
。

1
:2 酶活性测定 ( 1) P E P 一 C K 活性测定

,

取酶活性测定反应体 系
,

即 T E S 一 K O H

为 1 0 0卜m o l
, p H ~ 7

.

0 ; P E P 为 5卜m o l ; N a H C O 3

为 1 0 1习 n o l ; A D P 为 5卜m o l ; M n C I: 为

1 0卜m o l ; N A D H + H
+

为 0
.

5 1̀ m o l ; M D H 为 2 5 单位
,

部分纯化酶
, o

.

s m l 的体 系
, 3m l

(先不加 P E P ) ; 将其加人 cI m 光径石英比色皿中
,

于 25 ℃ 恒温水浴预温 s m in 后
,

放人

7 5 1 G 型分光光度计 中 ;加人 P E P 使反应开始
,

迅速在 3 4 0n m 下调透光率至 50 外并立即

计时
,

每 。
.

, m in 记录一次透光率的变化
,

连续记录 s m in
。

( 2 ) 磷酸烯醇式丙酮酸
一

梭 化

酶 ( p E p 一 C ) 活性测定
,

取酶活性反应体系
,

即 T E s 一 K o H 为 10 0脚
0 1

, p H ~ 7
.

5 ; M g e l:

为 10卜m o l ; N a H C O 3

为 1 0卜m o l ; P E P 为 5卜m o l ; N A D H + H +
为 0

.

1 ,卜m o l ; M D H 为

2 5单位 ;部分纯化酶 。
.

5m l 的体系
,

除 P E P 外的各种成分均为 3m l ; 将其加人石英比色

皿中
,

在 25 ℃ 水浴中预温 , m in 后
,

放人 75 l G 型分光光度计中 ; 加人 P E P 使反应开始
,

在 3 4 0 n m 下迅速调透光率至 50 外并计时
,

每 o
.

s m in 记录一次透光率的变化
,

连续记录

弓m in
。

( 3 ) 苹果酸酶 (M A E ) 活性侧定
,

取酶活性测 定 反 应 体 系
,

即 iT
r s 一乙 酸 为

1 0 0协m o l
, p H 一 7

.

5 ; 苹果酸为 6卜m o l ; N A D p 为 0
.

15林m o l ; gM
C I

:

为 5脚
0 1 ; M

n C I
:

为

5脚 ol ; E D T A 为 3卜m ol ; 部分纯化酶 0
.

5m l 的体系
, 3m ;l 将其加人比色皿中在 25 ℃

水浴中预温 s m in
,

加人酶液 0
.

5m l
,

以不加 N A D P 的反应体系为空白调透光率 1 00 外
,

在 3 4 0n m 下每 0
.

s m in 测一次透光率的变化
,

连续记录 , m ion

1:2 酶活性计算 以每分钟催化底物转变 1卜m ol 为一个活性单位
。

分别 以 每 公 斤

鲜重 ( k g
, FW

,

全关同 )
、

干重 ( D w
,

全天同 )及蛋白 ( rP
。
) 的酶活性单位来表示该酶

的活性
。

2 结果与讨论

.2 1 海带中 3 种酶活性的比较 以海带为试材测定 P E P一 C K , P E P一 C 及 M A E 3 种

酶的活性
,

发现 P E P一 C K 具有较高的活性
,

而 P E P一 C 及 M A E 几乎没有活性 (表 1 )
。

可

见
,

P E P一 C K 在海带的 C q 暗固定中占有重要地位
。

表 1 海带中 3 种酶活性的测定结果

T a b
.

1 T h e t h r e e e n 名v m e a c t i v i t i e . i n L a 娜 i” a r i ` 护
` P o . i c a

酶
}

反应体系中 p ,

} 酶活性单位 / k g

}
, l、 . 。 二

早缈垫
: n 。

_ 、

P E P一 C K 1 7
.

0 1 3
.

72 1 1 0 0

P E P
一
C 1 7

。

5 1 0
。

09 1 2

M A E } 7
·

,
}

”
·

2`
}

`

.2 2 海带叶状体不同部位与不同发育时期 P E P一 C K 活性的测定 测定结果表 明
,

该

酶的活性在叶状体的生长部位高于顶端已分化的部位 ;随着海带的发育酶活性逐渐下降
,

其中幼苗期活性最高
,

成熟期最低 ; 以鲜重为单位计其差别较小
,

厚成期约占幼苗期的

3 / ;4 以千重和蛋白质含量为单位计
,

则差别很大
,

厚成期酶活性约 占幼苗期的 l / 2 (表

2 )
。

说明
,

P E P
一
C K 在海带体内的纵向分布具有规律

。

据 K r e m e r
( 1 9 8 1) 用 s a c c h a r i o a 等所做的

“ C 标记实验
,

在暗中
, P E P一 C K 的作

用底物 P E P 来源于甘露醇
。

甘露醇是褐藻体内有机物质运输的主要形式
,

经常由老叶
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表 2 海带叶状体不同部位与不同发育时期 P E P 一 C K 活性测定结果

T a b
.

2 T h e p E p
一
C K a c t iv i t y in d i f f e r e n t P a r t s a n d d i f f e r e n t d e v e l o pm e n t a l

P e r io d s o f t h e t h a l lu s in L a解 i俘 a r i a a P o n t c a

酶活性单位 酶活性比较
部位 与发育期

k g FW k g P r o k g F平 k g DW k g P r o

nù,̀连
.

nù几j
` .1. .二nù产七

ù
n Oó之J,
1泊.二八énRn月,,

二` .二4
。

0 2

l
。

6 2

0
.

7 2

k g D评

4 0
.

0 2

1 4
。

3 4

14 4
.

2 4

4 6
。

2 6

19
。

9 2

部部端基中顶位部

nU..几,̀̀UǐUO护0011一
` .二n.,一O产00óUO产钾了,j

.卫二nU孟U,臼月了00沙O月丹了
d.三

幼苗期

凹凸期

薄嫩期

厚成期

4
.

3 8

4
。

2 0

3
.

6 0

3
。

3 6

4 5
。

5 4

4 1
。

9 4

3 ,
。

8 8

17
。

4 6

1 57
。

1 4

14 2
。

8 0

12 8
.

2 8

87
。

4 2

发育期

状体运到新叶状体和生长中心
,

通过 P E P一 C K 催化的梭化作用
,

可把由甘露醇转化而来

的 P E P 转变成四碳化合物
,

进而形成氨基酸等原生质的重要成分
,

促进藻体生长部位的

旺盛生长
。

cS h m it z
等 ( 1 9 7 2 )的研究表 明

,

底栖海藻
,

在其有甘露醇不断输人的幼嫩叶状

体或生长区
,

有高的呼吸速率
。 P E P 一

c K 催化的竣化反应可以补偿由于生长部位旺盛池

呼吸作用 引起的 c q 损失
,

即捕获呼吸中释放的 c q
,

使之重新固定到有用的四碳化合

物中
。

在此过程中产生的三磷酸腺昔
,

也可为旺盛生长的细胞提供能量
。

可见 P E P 一 c K

在海带体内的纵向分布的特点
,

对海带生长具有重要的生理意义
。

对海带不同部位蛋 白质含量的分析证明
,

基部以干重为基础的蛋 白质含量略高于中
-

部及顶端 ;海带幼苗期蛋白质含量 占干重的百分数
,

也高于成熟时期的 (表 3 )
。

根据细胞

内含氮量高则酶活性高的结论 ( K卯 eP r s e t a l
. ,

19 8 0 )
,

海带幼苗期及其生长部位 P E P -

C K 活性高就不难理解了
。

表 3

T a b
.

3 T h e P r o t e i n c o n t e n t s

海带不同部位蛋白质的含 t

i n d i f f e r e n t P a r t s o f t h e t h a l l u s o f L a 房 i o a r i 少a 户。 ” i c a

部部 位位 干重占鲜重重 蛋白质
」

占鲜重重
的的的百分 比比 的 百分比比

幼幼 苗 期期 基 部部 9
。

6 111 2
。

7 999 2 9
。

0 000

中中中 部部 9
。

6 888 2
。

7 555 2 8
。

4 000

顶顶顶 部部 9
。

6 666 2
。

7 666 2 8
。

6 000

凹凹 凸 期期 基 部部 1 0
.

0 444 2
。

9 555 2 9
。

3 777

中中中 部部 1 1
。

2 888 2
。

1 000 2 7
.

5 000

顶顶顶 部部 1 1
。

5 222 3
.

1 444 2 7
.

3 000

薄薄 嫩 期期 基 部部 1 5
。

0 222 斗
。

0 000 2 7
。

0 222

厚厚 成 期期 基 部部 1 9
。

2 000 3
。

8 444 2 0
。

0000

.2 3 不同外界条件对 P E P 一 C K 活性的影响 用不同温度
、

盐度 (以新采海带为对照 )
、

N H才浓度 (以海水浸泡者为对照 ) 处理海带后
,

提取酶测定其活性
,

结果见表 4。

表明
,

( l) 于海水正常温度下预处理的海带
,

其 P E P一 C K 活性较高
,

水温过高或过低均有降低
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表 4在不同环境条件下海带 P E P 一C K的活性

T a b
.

4T he P E P
一
C K a e t i v i t i e s of t he t ha l lu s of L a m i .a r i a P o称 , c a

i n d i f f e r e n t e n v i r o r m e n t a l e o n d i t i o n s

侧 定 项 目 酶活性单位 / k g
, F w 酶活性比较

}

(℃ )

2
.

1 6

0
.

6 0

2
。

4 0

1 0 0

2 8

1 10

} 正 常 1
2

.

2 2

1
, 0。

盐 度

(海水 )

0
.

5 倍

2
.

0 倍 ;: ::
1 对 照 }

3
·

, 4

}
` , ,

一jnù内产nùO八,二ǐ”óéU

..人̀.二` .二

O几ù,山nù已JOJQ
ù
皿ù0

.

5

2
。

0

4
。

0

对 照

项一

…N H才浓度

(林m l o / L )

酶活性的趋势
。

海带幼小时的光合速率比成长后的高 (姚南瑜等
, 19 8 1)

,

海带幼苗期海水

温度合适
,

光照较强
,

有利于光合作用进行
,

可形成充足的 P E P ,

此时海带的 P E P一 C K 活

性高
,

可以多形成作为原生质成分基础的碳骨架
,

有利于幼苗的生长
。

( 2 ) 盐度过高或过

低都会降低 P E P一 C K 活性
,

高盐度的这种影响则更严重
。

这可能与其对细胞的毒害 作用

及影响细胞内正常的生理进程有关 ( 3 ) 在增加海水中 N H才浓度时 P E P一 c K 表现 出

高的活性
。

N H才是海藻的主要氮素来源
,

而氮是酶蛋 白及原生质的构成成分
,

因而推测

N H才的增加会促进细胞的代谢
,

提高酶的数量
,

从而加速 P E P 的梭化反应
。

C h a p an
o

等 ( 19 7 7 )在加拿大 M
a r g a r e t 湾用 L 10 , g f

c r u r
i
,

所做试验也已证实 : 海藻生长的最旺

季节是同海水及组织中的含氮量相平行的
。

海带发育后期的 P E P一 c K 的活性虽较 苗 期

降低
,

但仍维持在一定水平
,

此时阳光虽弱但水中含氮量增加
,

藻体可利用储存的甘露醇

生成 P E P ,

通过 P E P一 C K 的作用来固定 c q
,

以补偿光合固碳的不足
,

利用含氮化合物

多的优势保证同化作用得以充分进行
。

w
u c h a o y au n

等曾报道 ( 1 9 8 4 )
,

中国北方沿海表

层海水中含氮量有时可低到 5陀 / L
,

青岛市海带养殖场为促海藻生长所施氮肥
,

总氮量

可达 80 陀 / L
,

在多氮海水中
,

海带
、

紫菜快速生长
。

增施氮肥使海带等迅速生长的效果
,

其作用是多方面的
。

联系本研究结果可看出
,

氮促进 P E P 一 C K 活性
,

从而提高碳的固定

量
,

可能也是一个原因
。

总之
,

不同的外界条件对 P E P一 C K 活性有不同的影响
,

这种影响是直接的还是通过

对细胞的生理生化方面的影响来间接起作用
,

这有待进一步研究
。
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