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应用免疫和质谱法对亚心形扁藻氢酶蛋白进行亚细胞定位和分类
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摘 要 亚心形扁藻（;,+/2:($+& &)B0(*5#-(*:#&）是新发现的一株产氢海洋单细胞绿藻，经过胁迫调控可实现一定时间的持续产
氢。氢酶是亚心形扁藻在胁迫条件下进行光合产氢的一个关键酶。但到目前为止，亚心形扁藻氢酶相关信息仍不清楚。利

用蛋白合成抑制剂氯霉素和放线菌酮对亚心形扁藻氢酶活性进行考察，同时利用免疫印迹技术和免疫胶体金电镜对亚心形

扁藻氢酶蛋白进行亚细胞定位分析。结果表明：亚心形扁藻氢酶蛋白可能由胞浆内合成，在叶绿体行使功能。采用免疫共沉

淀技术富集亚心形扁藻细胞氢酶蛋白，4J4Q聚丙烯酰胺凝胶电泳（4J4 a K<VS）对免疫共沉淀复合物进行分离，从胶中切取目
的蛋白条带，胶内酶解后进行基质辅助激光解吸飞行时间质谱（*<_J^Q>XGQ*4）分析，得到相应的肽指纹图谱，通过搜索数据
库检索初步断定亚心形扁藻氢酶蛋白为铁氢酶。
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早在 EF世纪 GH年代，人们发现细菌来源的氢
酶能催化最简单的化学反应———还原质子生成氢

气［E］。许多原核生物包括光合紫细菌和蓝藻及一些

真核生物都具备氢代谢能力I途径［J］。K,00%$) 等发
现单细胞绿藻/斜栅藻（ 1%202(2"+#" &$,)3##"）光合作
用过程中包含氢代谢［G］。厌氧条件下，二氧化碳固

定的同时（光还原）或者氢作为电子供体被氧化，或

者在光照下产生氢气。

绿藻在光合作用过程中利用太阳能将水裂解成

氧气、质子和电子，电子经光系统 **（L6**）传到质体
醌（LM），再传到光系统 *（L6 *）最终通过铁氧化还原
蛋白（1>）传给氢酶，氢酶将质子还原为氢气。氢酶
在绿藻产氢过程中起极其重要的作用，是维系绿藻

生存的电子闸门。但绿藻氢酶对氧极其敏感，在极

少量氧气的存在下，氢酶就立即失活［N］。

近年来，国际上包括美国、德国、法国、荷兰和日

本等国家已开展淡水绿藻中氢酶的生化和分子遗传

及定向进化的研究并取得了明显进展。已从淡水绿

藻———莱茵衣藻（45,-+/(&+&0-" ’2)05-’(.))）［O］、小球
藻（ 45,&’2,,- *#"%- ）［P］、斜 栅 藻（ 1%202(2"+#"
&$,)3##"）［Q，R］和海洋绿球藻（ 45,&’&%&%%#+ ,)..&’-,2）［F］

中分离纯化得到几种铁氢酶蛋白，对这些铁氢酶蛋

白的分子定位及活性诱导机制的研究发现，铁氢酶

主要定位于叶绿体［EH］，活性诱导主要与厌氧暗诱导

时间、无硫培养等条件相关［EE，EJ］。S,&&" 等通过
T"#’"%)/@2$’技术，发现抗莱茵衣藻铁氢酶抗体能分
别与分离纯化的及在 6 < %&,) 中异源表达的小球藻
及斜栅藻铁氢酶蛋白均能发生免疫反应［P，Q］，这提示

我们有可能利用抗莱茵衣藻铁氢酶抗体分离鉴定其

它绿藻的铁氢酶蛋白。

亚心形扁藻（!,-./+&0-" "#$%&’()*&’+)"）是本课题
组筛选发现的产氢海洋单细胞绿藻，经过调控可实

现一定时间持续产氢，产氢能力与国际上目前研究

最深入的淡水莱茵衣藻的水平相当［EG U EO］，但针对亚

心形扁藻氢酶的相关研究尚未见报道。本文利用蛋

白合成抑制剂及 T"#’"%)/@2$’ 技术和免疫胶体金电
镜等技术对氢酶蛋白进行亚细胞定位，利用抗莱茵

衣藻铁氢酶抗体与亚心形扁藻氢酶蛋白发生免疫共

沉淀反应，并利用基质辅助激光解吸飞行时间质谱

仪（59:!*/-;1/56）对亚心形扁藻氢酶蛋白进行分

类鉴定。通过对亚心形扁藻氢酶的亚细胞定位及分

类的研究，期望揭示扁藻氢酶参与氢代谢的重要信

息，为氢酶催化机理、提高产氢效率及氢酶蛋白结构

等方面的深入研究奠定基础。

) 材料与方法
)*) 材料
)*)*) 藻种：亚心形扁藻（!,-./+&0-" "#$%&’()*&’+)"）
由辽宁省水产研究所提供，并经本实验室分离纯化。

)*)*+ 试剂：抗莱茵衣藻铁氢酶抗体由德国 S,&&"
教授馈赠，蛋白 9/葡聚糖凝胶 B:/NC，-LBV处理的
胰蛋白酶（-LBV/’%&#()），LW!1 膜，羊抗兔胶体金制
剂均为 6(3.,公司产品，其余试剂均为进口分装。
)*)*, 仪器设备：基质辅助激光解吸飞行时间质谱
仪（9C*公司）。
)*+ 方法
)*+*) 细胞生长和厌氧诱导：亚心形扁藻光自养连
续光照生长（JO X E）Y，NHHH :D，光暗比为 EN 4 Z EH
4），采用灭菌后的天然海水加入康维方营养盐配制
的培养基，每升海水培养基中的各种盐含量为

E[G.3 1"B2G，H[GP.3 5)B2J，GG[P.3 SGC;G，NO[H.3
\!-9，JH[H.3 A,SJL;N，EHH.3 A,A;G，H[HJE.3
])B2J，H[HJH.3 B$B2J，H[HHF.3 （ ASN ）N5$Q;JN，

H[HJH.3 B?6;N。收集对数生长后期藻细胞（细胞密

度为 J ^ EHP 7"22#I.:），离心（E.()，EOHH%I.()）。洗涤
后，将沉淀重悬于灭菌的加康维方营养盐的天然海

水培养基中。在暗处向溶液中通氮气（OH.:I.()）进
行厌氧诱导。

)*+*+ 不同的蛋白合成抑制剂对体外氢酶活性影
响的测定：藻细胞分别在厌氧暗诱导 H4，H[O4，E4，
J4，G4 和 N4 测定体外氢酶活性。体外氢酶活性测
定方法为密闭样品共 J.:，EHH..$2I: 磷酸钾盐缓冲
液（&SP[R）E.:，EH_ -%(’$) ‘/EHH JHH!:，E.$2I:甲基
紫精 JH!:，>> SJ; RH!:，E.$2I:连二亚硫酸钠 JHH!:
和 OHH!: 藻液在 GQY摇动孵育 JH.()，氢气用 KB/
FPH气相色谱仪定量［EP］，叶绿素含量用 RH_丙酮法
测定［EQ］。抑制剂 OHH!3I.:氯霉素和 EO!3I.:放线
菌酮分别在厌氧诱导开始前 E4加入［EH］。
)*+*, L"%7$22 梯度分离叶绿体进行 6!6/L9K\ 及

RFJ 45)02"2 7&#’0-, &* 8)&.2%50&,&9/ 生物工程学报 JHHQ，W$2[JG，A$[J



!"#$"%&’()*$：向厌氧暗诱导 +,后的细胞加入 -./细
胞裂 解 液（ 0..*)1/ 2345’67，8..*)1/ 9:;)0，
8..*)1/ 9&;)0，-<..*)1/ =">"#’?@=，<ABB.*)1/山梨
醇，<A-:1/ CD5，-..*)1/抗坏血酸钠盐）超声（功率
+<<!，间隔时间 -#，超声时间 -#，连续超声 - 次）。
+<<<%1.E&离心 -.E&，上清即为胞浆部分；将沉淀加
到 -<F GCH’G"%I*)) 梯度上（<ABB.*)1/ 山梨醇，
-<..*)1/ =">"#’?@=，>= JA<，0..*)1/ 2345’67，
8..*)1/ 9:;)0，8..*)1/ 9&;)0，-<F G"%I*))，BF
G2KL<<，8F CD5，8F HEI*))），J<<<%1.E&离心 8<.E&，
下层即为完整的叶绿体部分［8J］。

D3D’G5K2 和 !"#$"%&’C)*$ 方法参见文献［8M］。
采用 -F浓缩胶，8-F分离胶，电压 8-<N，电泳 8A-,，
考马斯亮蓝 O’0-< 染色。采用半干式转移电泳，按
8.51I.0 电流转移 8A-,。将蛋白质转移至 GN3H膜
上，经封闭后分别与抗莱茵衣藻铁氢酶抗体（8 P L<<
稀释）及羊抗兔胶体金制剂（8 P -<稀释，金颗粒直径
为 8<&.）反应，对免疫胶体金信号进行显色。
!"#"$ 免疫胶体金电镜对氢酶进行亚细胞定位：免
疫金电镜切片制作方法参见文献［0<］。离心收集细
胞，用 0F戊二醛固定，环氧树脂包埋。一抗为抗莱
茵衣藻铁氢酶抗体（8 P B<< 稀释），二抗为羊抗兔胶
体金制剂（8 P0<稀释）。对照组不加一抗，直接加二
抗孵育。

!"#"% 裂解细胞及超滤蛋白：将暗诱导 +, 后的藻
细胞离心（8.E&，8-<<%1.E&），沉淀用细胞裂解液
（ >=QA+，-<..*)1/ GCD 缓冲液，B<<..*)1/ 67;)，
<A-F 脱氧胆酸钠，<A8F D3D，8..*)1/ 2345，8F
4%E$*& R’8<<，8<<..*)1/ G9DH）重新悬浮，在 + S静
置 B,后进行超声（工作时间 -#，间隙 -#，工作次数 -
次，功率 +<<!），80 <<<%1.E&离心细胞裂解液 8<.E&。
将上清转移到 5.EI*& T)$%7’+ 8<<U3 离心超滤

管，+<<<%1.E& 离心 0<.E&。再将下层液体转移到
5.EI*& T)$%7’+ 8<U3 离心超滤管，+<<<%1.E& 离心
0<.E&。将截留在上层的蛋白质用细胞裂解液重新
悬浮，转移到新的 2>>"&V*%W管中，冷冻干燥过夜。
!"#"& 免疫共沉淀：将冷冻干燥后的样品重悬于细
胞裂解液中，取 0<<!/（ X 0<<!:）裂解液，加入 8<<!/
已处理过的蛋白 5’葡聚糖凝胶 ;/’+C悬液（ X -<!/
凝胶），+S搅拌 0,。样品于 8- <<<%1.E& 离心 -.E&
后，将上清转到新的 2>>"&V*%W 管内，加入 8<<!/ 抗
莱茵衣藻铁氢酶抗体，混匀并在 +S下温和搅拌过
夜。向搅拌体系加入 8<<!/ 蛋白 5’葡聚糖凝胶悬
液，+S温和搅拌 0,，8- <<<%1.E&离心 -.E&以回收体

系内免疫复合体。8<<S处理凝胶颗粒 -.E&，冷却后
离心收集上清。加 0<!/ 样品（ X +<!: 蛋白）进行
8-F D3D’G5K2电泳。
!"#"’ 胶内酶解及 95/3Y’4@H’质谱分析和数据库
检索：从胶中切取目的蛋白条带，进行脱色、还原、烷

基化、酶解、萃取和脱盐处理［08］。对制备好的样品

在基质辅助激光解吸飞行时间质谱仪（95/3Y’4@H’
9D）上进行分析。通过 97#I*$查询 6;CY数据库对
蛋白质进行鉴定。

# 结果与讨论

#"! 不同的蛋白合成抑制剂对亚心形扁藻体外氢
酶活性表达的影响

氯霉素是叶绿体蛋白合成的抑制剂，对蛋白的

合成有阻断作用；而放线菌酮是胞浆蛋白合成的抑

制剂，抑制真核细胞核蛋白体大亚基转肽酶的活性

和翻译过程［00］。为了考察亚心形扁藻氢酶的定位，

我们首先采用蛋白合成抑制剂氯霉素及放线菌酮对

亚心形扁藻氢酶活性表达进行研究（结果见图 8）。
从图 8可见，对照组未经诱导时细胞无氢酶活性；随
着厌氧暗诱导时间的延长，氢酶活性逐渐增加，+,
达到最大活性。经氯霉素处理后的细胞与对照组细

胞相比，不同厌氧暗诱导时间的氢酶活性均有所下

降，但影响不大；而经放线菌酮处理后的细胞与对照

组细胞相比，不同厌氧暗诱导时间氢酶活性显著下

降，降低到对照组氢酶活性的 81B 以下。实验结果
表明：氯霉素及放线菌酮均能抑制亚心形扁藻氢酶

活性，放线菌酮影响比氯霉素更显著。说明亚心形

扁藻氢酶可能是由胞浆核糖体合成的。

图 8 不同的蛋白合成抑制剂对亚心形
扁藻体外氢酶活性表达的影响

HE:Z8 !" #$%&’ ,[V%*:"&7#" 7I$E\E$[ E& $," >%"#"&I" *W
E&,E(E$*%# *W >%*$"E& #[&$,"#E# V]%E&: 7&7"%*(EI

7V7>$7$E*& *W ()*%+,’"*- -./0’&1$2’&,$-
;*&$%*)（ ! ）； -<< !:1./ I,)*%7.>,"&EI*) （ " ）； 8- !:1./

I[I)*,"^E.EV"（#）Z

#"# 胞浆和叶绿体 ()(*+,-.和/012034*5672分析
为了考察亚心形扁藻氢酶在细胞水平的定位，
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我们分别对经 !"#$%&& 分离后得到的胞浆组分和叶
绿体组分进行 ’(’)!*+,电泳，并利用抗莱茵衣藻
铁氢酶抗体进行 -"./"#0)1&%/分析。图 2*和 23分
别是经 !"#$%&& 梯度分离得到的亚心形扁藻胞浆组
分和叶绿体组分 ’(’)!*+,和 -"./"#0)1&%/图谱。由
图 23可见，叶绿体组分显色明显，而胞浆组分无显
色反应。说明亚心形扁藻氢酶主要定位于叶绿体

中。

!"# 免疫胶体金电镜对氢酶分子进行亚细胞定位
为进一步考察亚心形扁藻氢酶在亚细胞水平的

分子定位，我们利用免疫胶体金电镜对其进行研究

（图 4）。从图 4 中可以看到，对照组不加抗莱茵衣
藻铁氢酶抗体，直接加入羊抗兔胶体金制剂，未见胶

体金颗粒（图 4*）。而加入抗莱茵衣藻铁氢酶抗体
后，胶体金颗粒主要分布于叶绿体基质中（图 43），
以上实验结果说明亚心形扁藻的氢酶定位于叶绿体

基质。目前文献报道的淡水藻———莱茵衣藻氢酶蛋

白定位于叶绿体基质中［56］，斜栅藻的氢酶蛋白定位

于叶绿体［7］，而小球藻和海洋绿球藻的氢酶蛋白的

定位则未见报道［8，9］。

图 2 亚心形扁藻胞浆组分和叶绿体组分
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图 4 免疫胶体金电镜对亚心形扁藻氢酶定位
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!"$ 免疫共沉淀
利用免疫共沉淀可检测出混合物中的目标蛋

白。本文利用抗莱茵衣藻铁氢酶抗体与亚心形扁藻

蛋白进行免疫共沉淀反应，从而将亚心形扁藻氢酶

蛋白从混合蛋白中分离出来。图 O为亚心形扁藻免
疫共沉淀后蛋白 ’(’)!*+, 图谱。从图 O 可以看
出，亚心形扁藻氢酶蛋白与抗莱茵衣藻铁氢酶抗体

发生免疫共沉淀反应。I@DD"等分别利用抗莱茵衣
藻铁氢酶抗体与纯化的蛋白及 4 = %&.) 异源表达的
重组蛋白做 -"./"#0)1&%/，发现小球藻与斜栅藻的铁
氢酶蛋白均能与抗莱茵衣藻铁氢酶抗体发生免疫交

叉反应［8，7］。说明亚心形扁藻铁氢酶蛋白与其它绿

藻铁氢酶蛋白之间存在一定的抗原同源性，可以利

用抗莱茵衣藻铁氢酶抗体分离鉴定其它绿藻的铁氢

酶蛋白。

!"% 蛋白条带肽指纹图谱数据库检索
从胶中切取免疫共沉淀的蛋白条带，进行脱色、

还原、烷基化、酶解、萃取和脱盐处理，用胰蛋白酶胶

内酶解后，进行 P*Q(K)>R:)质谱分析，得到相应的
肽段酶解图谱。图 L为目的蛋白胶内酶解后 P*Q(K
质谱图。通过 P*Q(K)>R:)P’来检测胰蛋白酶酶切
后产生的肽段，进行数据库检索（P@.$%/）来实现对
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图 ! 亚心形扁藻免疫共沉淀后蛋白 "#"$%&’(电泳图
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亚心形扁藻氢酶蛋白的鉴定。利用 C;1:64 软件在
DEFG数据库搜寻 AH 个肽段，此蛋白与莱茵衣藻铁
氢酶蛋白肽段匹配达 >I 个（其 +J , 分别为 A>KA，
A>I!，>AI!，IA>A，ILMM，AH>K，>NAO，>!L!，ANKK，I!KI，
>NK!，>KAA，>KIK），结果发现该蛋白与莱茵衣藻的铁
氢酶蛋白相匹配，得分为 MH（! P LQLM），因此初步断
定亚心形扁藻氢酶蛋白为铁氢酶蛋白。

图 M 亚心形扁藻氢酶蛋白胰蛋白酶酶解 C&R#G质谱图
)*+,M C&R#G 7;11 19/:4027 65 4./ 40=94*:
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由于亚心形扁藻是新发现的产氢海洋绿藻，

DEFG报道的基因及蛋白等信息很少，目前只能借鉴
莱茵衣藻及其它绿藻的相关信息进行分析。有关亚

心形扁藻氢酶基因及蛋白后续研究工作仍在进行

中，对其深入研究将有助于明确氢酶在产氢过程中

的作用机理。

! 结论
（>）利用蛋白合成抑制剂氯霉素和放线菌酮对
亚心形扁藻氢酶活性表达进行考察，结果表明：氯霉

素及放线菌酮均能抑制亚心形扁藻氢酶活性，放线

菌酮影响效果比氯霉素更显著。说明亚心形扁藻氢

酶可能由胞浆核糖体合成。

（A）利用免疫印迹技术和免疫胶体金电镜对亚
心形扁藻氢酶蛋白进行亚细胞定位分析表明：亚心

形扁藻氢酶蛋白定位于叶绿体基质。

（I）采用免疫共沉淀技术富集亚心形扁藻细胞
氢酶蛋白，对该蛋白进行胰蛋白酶解后进行基质辅

助激光解吸飞行时间质谱（C&R#G$-S)$C"）分析，得
到相应的肽指纹图谱，通过搜索数据库检索发现该

蛋白与莱茵衣藻（-./0+1(&+&20" ’3)2.0’(4))）铁氢酶
蛋白相匹配，初步推断亚心形扁藻氢酶蛋白为铁氢

酶蛋白。
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