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藓羽藻(Bryopsis hypnoides)核酮糖一1，51二磷酸 

羧化酶／加氧酶的分离与活性测定* 

田 超 张 炎 王广策⋯ 曾呈奎 
(中国科学院海洋研究所 实验海洋生物学重点实验室 青岛 266071； 

中国科学院研究生院 北京 100039) 

(中国科学院海洋研究所 实验海洋生物学重点实验室 青岛 266071) 

提要 采用硫酸铵分部沉淀与凝胶过滤的方法，进行藓羽藻 Rubisco的分离研究。结果表 

明，分离的藓羽藻 Rubisco经 SDS一聚丙烯酰胺凝胶 电泳检测呈两条清晰条带，分别为 Rubisco大 

亚基 与小亚基 ；与菠菜相比，藓羽藻 Rubisco大亚基分子量 与菠菜基本相同，而小亚基较之稍大 

一 些。藓羽藻 Rubisco活力测定结果表明，Rubisco分离过程中用硫酸铵分部沉淀后活力降低 

许多，分离后活力有所上升，但仍比粗提液活力弱；在 Rubisco活力测定过程中，藓羽藻 Rubisco 

的活化温度与其它物种 Rubisco活化的温度不同，在低温下活化效果较好。这些结果说明 Ru— 

bisco的酶活力受硫酸铵的影响而且藓羽藻 Rubisco相对陆地高等植物结构不稳定。 
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中图分类号 Q93 

核 酮 糖一1，5-二磷 酸 羧化 酶／加 氧 酶 (EC 

4．1．1．39，简称 Rubisco)是光合碳 同化中的关键 

酶，在卡尔文循环中催化 CO，与 1，5-二磷酸核酮 

糖 (RuBP)反应生成两分子的 3一磷酸甘油酸 ，起到 

固定 CO，的作用(沈同等，1991)。陆地高等植物 

和海洋绿藻等的 Rubisco一般 由 8个大亚基与 8 

个小亚基组成，大亚基由叶绿体基因组编码，而小 

亚基 由核基 因组 编码。Rubisco在 自然界 中含量 

非常丰富，在 C1植物 中约 占细胞 可溶性 蛋 白的 

50％以上(王维光 ，1985；李立人 ，1999)。 

在陆地高等植物中，许多物种如菠菜、西红 

柿、烟草、大豆等 Rubisco的研究开展得较早，而且 

研究方法已相 当成熟 (McCurry et al，1982；Paech 

et al，1986)。海洋植物中藻胆蛋白、磷酸甘油酸 

变位酶等的生理和分子生物学研究也已开展得较 

多(王广策等，2001，2002)。海洋植物对 Rubiseo 

的研究主要借鉴陆地高等植物的研究方法与思 

路，但海洋植物也有其特殊性 ，比如海带含多糖较 

多 、破碎细胞较难(Gerard et al，1996)，因此在 Ru． 

bisco的制备上与陆地高等植物有所不同。 

海洋绿藻在海洋中分布较广，生物量丰富，在 

分类上接近陆地高等植物(福迪，1980)，以往研 

究主要集 中在石莼等物种 (Bischof et al，2002； 

Beer et al，1991)。藓羽藻(Bryopsis hypnoides)是一 

种多核单细胞绿藻，目前对编码 Rubisco大亚基的 

基因已有一些报道(Kono et al，1991)，但对其生 

理研究开 展较少。本实验 中对藓 羽藻 的 Rubisco 

进行了一些生理生化研究，以期为深入开展海洋 

碳同化研究积累资料。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

藓羽藻(Bryopsis hypnoides)于 2002年 11月至 

12月采自青岛汇泉角潮问带，菠菜购自青岛农贸 

市场 。 

* 国家 自然科学基金资助项目，B34022401号；中国科学院知识创新重要方向性项 目，KZCX2—21l号；中国科学 院海 
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1．2 方法 

1．2．I R i t c 的分离纯 化 实验 操 作均 在 

f)一4 ： 进行 肌 新鲜果集【_}{) 制藻Ⅲ海水 涟 

十净． r 阿砰鲜羽艘濂悼．挤出 原 质悼， 

滞于适量冰 顶冷的提取缓 冲}fi[t 50mmol／I HEr，一 

． pH 8 0．I⋯1[】l／T ED'fA，20mmol／L M I1． 

IOmmol／L NuHCÖ 'IOta．mol／L口-mel'eaptoelh~m．I j 

· 4 J 纱 布过 滤．滤 液 存 800g 41：条件 下离心 

IOn·i 去掉 ￡清 ，沉淀川提取缓 川1澈 冼 1次．然后 

30w 条件 F超 南 破碎 叶 绿 悱 2mi rI 破 碎 液 

I 5ooo~、4℃离心 30rain．』 掉 [淀 l 到粗 提澈 

粗提液”】35％ 5O％饱 车u硫酸镟 行I}l； 淀． 行 

部∞C淀 的沉淀溶解舟少量的提收缓 I被中．然 

舌过预 川提取缓冲液平衡的 ·pḧ 】 x t ．-200托 

掉仁 280nin下榆洲，每 3ml收集一符，收集第 1峰 

样- 

将捷 策l1J片洗净翦 j拄碎 H．I JIl̂ 适 预冷 晌 

提 取 缓 }II1液 【lOOm『『lI，I／1 Dis．pH7．6．2lnmf】1 L 

EI1n ， 10nnml／1 mgc1
．

， ． 10mmd／L NaHCO,．． 

IOmn．d／I 口+inercap／oelhamd)并Jlj组 {捣碎 【捣碎 

匀浆 匀浆液 用 4雎砂 布过 滤，然 在 15~)0g、 

4℃条件 F离心 30mia．去掉 沉淀 得到 捉液 麒 

他步骤同外羽藻 Rub— -分离方 ． 

I．2．2 I{ul 州1的fl 性测定 R／Il·i c1活 H：的删 

定仪器为岛沣 LIv一240分光尤度 汁 Rubis c”活性 

测定方法 参考 维光 (I985) tj川以收进 反盥总 

体积为 1 nd．J_互应混台敞含 lO0mmol／L Tris H 

8．0)、10mmol／I． mgc／， 5mmol／L A I。’’F．5mmo]／I 

IJ1’I’、 0．2mmol／1 1x,A1 3l|l， lOm rnol／l NaHC( 

0．【J『I_1】I1l／r E1)rA、5舡他 f Iq 3H／ K、0 3fllmOI／I 

RuBP Rubi ， 化后侄窄温下 划定其活性 反 

应澉在加入 RuBP前先测定 3d．I)nm处 "qADH自然 

氧化值 ，然后 ^ RuBP继续测定 MOnm处 NADIl 

变化 

1．2．3 SU}s．聚阿烯 酰脏 凝胶 I 淋 SDS．壤 丙 

烯酰脞 凝 胶 电 泳 参 照 戈献 f萨 l母市鲁 克 等． 

】996) 录用 12％丹离胶 和 5％浓缩Jl之检删分离的 

Rubi~-，；染乜采目件艮染 法(郭先稿，1999) 

2 结果与讨论 

2．1 藓羽藻与菠菜 Rubisco分离纯化的比较 

硫酸铵舒部沉淀与凝胶过滤flJ结台分别分离 

辞利藻与漱巢 Rubistl0_经 SDS-集而烯眦胺凝胶电 

滁偷删 ，衅 ，i可藻样品 从 s∞J l x G．200层 折柱收 

集的洗脱液中，第 1峰前一小祁分除了藓羽藻 

Ruhi -。夫砸 与小 蟮外还 有少量杂带．后部分 

则 奉为 刊 I'hdfis~．菠菜 Rubisco经榆删 井 

没 仃得 到很 好 的纯 化，所收集 的洗脱 液 中除 r 

Rubis,．',。，还有一些杂蛋白．藓习习藻 Ruhiseo大业 

分子量 菠桀n勺蟮本 中}1同，而 、亚肇则比菠 菜的 

稍大(图 I) 

q k1) 

66k1) 

罔 l 瘴卅藻与菠菜 Rubi~c，的 SDS-PM；E图谱 

~1)b-PAGE l k-．olat~l Bul,i~,o B }̂ nr · { 

s ⋯ h 

雏 1遵为蚩广]分子量标准；带 2遭为菠荚摊 T】h { 

；一 00疆睦L』滤洗脱柏；弟3．4道句藓羽藻羟 -I， 

t 2()『】糍歧过滤后第 峰Ⅲ求收集到舯样：讲 

Rubis,voI_l{J井离纯化方法 有多种 ，其中最常用 

的是硫酸铵分部沉淀与凝胶过滤结合(McCurw n 

nf 1982j 它方法包括结 品法(李立 人 1999)、 

阳离子交坎 桂([JenIIl~&l r f，I996)蔗糖 超速离 

心Il h rd．I986)等，本 戈巾采用的是常用的 

R，-}Ji ．．仆离纯化方法 结 果丧明．常用的分离纯 

化方法叮以得到较纯的藓羽藻 Rubisco，m J甍得到 

较纯的菠菜 R．bisc,,Jll1J需 要进一步纯 化 例如经过 

DEAE-52柱或 其 芭方 珐进 一步纯 化 (McCu ry 

n，．1982；Uemura d2，I996】l为了比较蘸 利藻 

与菠菜 Rutfise．．生化特 眭的不阿，使菠菜的分离方 

法 藓羽藻的分离方法佩持一致，乖文中没有将 

菠菜 m，lm 进一步纯化 在破碎粗提过程·}l-一 

般在破碎缓 敞叶1均 加人 PvP或 FVPIP去除多酚 

与多糖，甚至一 蛋白酶抑制剂抑制 蛋白酶(cer— 

aHI Ⅱ ．1996：Uemura “ ．1996)，这些都足根 

据 同物种的特性而定：藓羽藻属海洋绿藻．多 

酚与多糖较少，故没必要加入 PVP或 PVPP，至于 
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藓羽藻 Rubisco相对菠菜较易纯化，可能是因为藓 

羽藻 Rubisco是直接从其叶绿体中提取，去除了原 

生质体中的大量杂蛋白，因而较易纯化。 

另外 ，电泳显示藓羽藻 Rubisco小亚基较菠菜 

Rubisco小亚基稍大 ，可能是 因为藓羽藻较陆地高 

等植物低等 ，其 RNA拼接剪切机制没有陆地高等 

植物完善，一些内含子并没有去除，从而使其小亚 

基偏大。 

2．2 藓羽藻与菠菜 Rubisco分离纯化过程中活性 

比较 

分别测定粗提液、硫酸铵分部沉淀后 以及 

Sephadex G一200凝胶 过 滤后 洗 脱 液 的 Rubisco活 

性，发现藓羽藻粗提液的 Rubisco活性比后面分离 

纯化后的 Rubisco活性 高，而菠菜 粗提液则相反 ， 

藓羽藻与菠菜粗提液经硫酸铵分步沉淀后 Rubis． 

co活性均暂时较低。菠菜 Rubisco活力总体上较 

藓羽藻的高(表 1)。 

表 1 藓羽藻与菠菜分离纯化过程中 Rubisco活力测定 

[／~mol CO2／(min·A280)] 

Tab．1 Determination of Rubisco activity from B．hypnoides and 

spinach during the isolation[Izmol CO!／(min·A280)] 

许多陆地高等植物 Rubisco的活性一般都是 

随着纯度的升高其活力会越来越高，本文中菠菜 

纯化过程中的 Rubisco活力测定验证了这一点 ，但 

是在硫酸铵分部沉淀这一步酶活力显著减少，应 

该与硫酸铵对酶活性的影响有关 ，去除了硫酸铵 ， 

其酶活力又得到恢复，同时随着酶越来越纯，活力 

也越高。藓羽藻 Rubisco在分离纯化过程中酶活 

力的变化趋势则与陆地高等植物有些不同，硫酸 

铵对藓羽藻 Rubisco的影响与菠菜的相同，但是随 

着酶的纯化，其活力却有所下降，有时更是测不出 

活性，表明藓羽藻的 Rubisco稳定性不高，在体外 

环境下酶活力迅速下降。作者曾测定过亚历山大 

藻(Alexandrium sp．)等其它低等藻类的 Rubisco活 

性 ，但粗提液 Rubisco活性 要么测定不 出来，要 么 

活性非常低 ，这可能与实验条件有关 ，但更可能是 

与酶的稳定性有关 。有报道说 两种甲藻(Symbio． 

dinium sp．and Amphidinium ca~erae)Rubisco活力在 

体外迅速下降 (Whitney et al，1995)。另外 ，本文 

中参考的 Rubisco活性 测定方法 主要是测定陆地 

高等植物 Rubisco的方法，可能不太适合海洋藻 

类 ，因为 海 藻 细 胞 有 可 能 直 接 利 用 海 水 中 的 

HCOf作为碳源(Badger et al，1994)。作者主要 

是为 了获得藓 羽藻与陆地高 等植物菠菜 Rubisco 

活性的比较结果，所以参考陆地高等植物的 Ru— 

bisco活性测定方法。 

2．3 藓羽藻 Rubisco的活化温度 

一 般在测定 Rubisco活性时 ，为充分活化 ，在 

反应前需要与 NaHCO 及 MgC1，进行预保温，使酶 

达到最大活性(李立人，1999)。在藓羽藻 Rubisco 

活力的测定 过 程 中，测定 了活化 温 度 对藓 羽 藻 

Rubisco活力测定 的影响 。结 果显示 ，在 0—10cc 

的低温条件下藓羽藻 Rubisco活性相对较高；随着 

温度升高，藓羽藻 Rubisco活性下降(表 2)。 

表 2 不同温度对藓羽藻粗提液 Rubisco活力的 

影响[Izmol CO!／(min·A280)] 

Tab ．2 Effects of temperature on the activity of Rubisco in crude 

extract from B．hypnoides[／zmol Co2／(min·A )] 

陆地高等植物 中菠菜 的 Rubisco活化温度是 

30cc，大豆是 25cc(Paech et al，1986)。海洋藻类 

Rubisco活化温度与陆地高等植物则不同 ，石莼在 

测定酶活前先冰浴半小时(Bischof et al，2002)，海 

带在测 定 反 应 进 行 前 需 冰 浴 1h(GeraM et al， 

1996)，甲藻 Symbiodinium sp．和 A．ca~erae粗提 

液在 Rubisco活性测定之前一直在冰浴条件下 ，有 

时甚至活性测定也是在冰浴 条件 下进 行 ，温度 的 

升高会使其 Rubisco活性下降极快(Whitnev et nz， 

1995)。由此 町见海洋藻类 的 Rubisco活化 温度 与 

陆地高等植物相比有其特殊性。陆地高等植物 

Rubisco在一定温度下通过氨基甲酰化作用先与 

cO，结合，然后与 Mg2 结合形成酶一CO，一Mg2 三元 

复合物，从而使酶反应达到最大速度 (李立人， 

1999)。海洋藻类 Rubisco之所以不能像陆地高等 

植物 Rubisco一样在较高的温度下进行活化，可能 

是因为海洋藻类 Rubisco稳定性不高，温度升高会 

使酶活力迅速下降，因而需要一直控制在低温条 

件下。 
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4期 田 超等：藓羽藻(Bryopsis hypnoides)核酮糖一1，5-二磷酸羧化酶／加氧酶的分离与活性测定 375 
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Abstract Ribulose一1．5-bisphosphate earboxylase／oxygenase(Rubisco)plays an important role in photosynthetic 

carbon fixation by controlling the initial stage of the Calvin cycle and possessing the functions of both C02 fixation and 

ribulose一1，5-bisphosphate(RuBP)oxygenation．Rubisco is commonly composed of eight large and eight small sub— 

units．The large subunit is encoded by chloroplast genosome and the small subunit by nuclear genosome．Rubisco is 

the most abundant enzyme in nature and comprises up to 50％ of the soluble protein in the leaf of C3 plants．Rubisco 

from high plants has been studied in many plant species and the isolation method on alga is similar to that of high 

plants．Regarding marine alga，many studies have previously been undertaken on Ulva and Kelp etc．In this paper 

some physiological characteristics of Bryopsis hypnoides，a multi—nuclear unicellular green marine alga are discussed． 

Activity of Rubisco isolated from B．hypnoides was measured at difierent stages of the isolation．The isolation 

method was similar to higher plants but for the preparation of crude extract．Chloroplasts of B．hypnoides were ex— 

tracted in 50mmol／L HEPES—KOH buffer(pH 8．0)containing 1 mmol／L EDTA，20mmol／L MgC12，10mmol／L 

NaHCO3，10mmol／L p—mercaptoethanol and disintegrated by sonieation，then centrifuged and the precipitate was dis— 

carded．Th e supernatant was fraetionated with ammonium sulfate．Th e precipitate between 35％ and 50％ saturation 

was collected and loaded onto a Sephadex G一200 column equilibrated with extract buffer．Th e first peak monitored at 

280nm absorbance comprising mostly of Rubisco was collected．SDS—PAGE showed that enzymes from spinach eluted 

from the gel column were not purified but those from B．hypnoides purified．Th e molecular weight of the large sub— 

unit of Rubisco from B．hypnoides was the same as that from spinach，while the small subunit of Rubisco from B． 

hypnoides was larger． Enzyme activity was also measured using the spectrophotomet c assay at three steps(crude ex— 

tract，fraetioned with ammonium sulfate and eluted from the gel column)during the period of isolation．Rubisco was 

activated at different temperatures before the determination and the assay mixture contained 100mmol／L Tris(pH 

8．0)，lOmmol／L MgC12，5mmol／L ATP，5mmol／L DTF，0．2mmol／L NADH，10mmol／L NaHCO3 and 0．1mmol／L 

EDTA．After，that 5 units of G3PDH／PGK were added to the mixture and absorbanee at 340nm (A340)was recorded 

every 20 seconds for 3 minutes to get a native rate of NADH oxidation，then the reaction was initiated by adding 

RuBP to a final concentration of 0．3mmol／L and the determination was continued with A340 being recorded for 3 min— 

utes．Rubisco activity was calculated according to the form ula and the native rate of NADH oxidation should be con— 

sidered．Compared with spinach，results of the assay indicated that the activity of Rubisco from B．hypnoides was 

weak and exhibited obvious decline during the period of isolation．It was also found that enzyme activity value in 

crude extract from B．hypnoides varied according to different pre—incubated temperatures before the enzyme assay． 

All results showed that activity of Rubisco was affected by ammonium sulfate and that Rubisco from B．hypnoides was 

less stable than that from higher plants． 
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