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摘 要：从 567&42感染小球藻 .7%!8的细胞裂解液中提取了 9:;<,的粗制剂，酶活底物范围
分析表明，几丁质酶、壳聚糖酶和!42，#4葡萄糖苷酶是 9:;<,活性的主要组成部分，并与小球
藻细胞壁的组成成分相吻合。其中几丁酯酶和壳聚糖酶，特别是几丁酯酶在裂解小球藻细胞

壁的过程中发挥了重要的作用。9:;<,粗制剂经 =597分离纯化得到分子量分别为 >"?@、>%?@
的两个几丁质酶（7A<(和 7A<"）和一个分子量为 #%?@的壳聚糖酶。
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2/%#年 BEFF-GHE,和 I’GG<;首先发现了裂解蓝藻的“955”型原核藻类病毒［2］，七十年
代初 9--［"］报道了真核藻类病毒粒子的存在。进一步的研究发现原核藻类病毒同真核藻
类病毒无论是形态、结构，还是生化性质、感染情况都是截然不同的。现在已在 2!个已知
的真核藻纲中的 2$个纲发现有病毒或病毒类粒子（&<G+;(<?- JEGK<L(-;，&95;），其中对小球
藻病毒和褐藻病毒的研究最为详细［#］。由于真核藻类病毒的研究具有重要的理论意义和

在藻类基因工程上潜在的巨大应用价值而越来越受到人们的重视。小球藻病毒是一类基

因组巨大的真核藻类病毒，模式株为 567&42，直径为 2>$ M 2/$,H，呈多角体，基因组为线
状 N;@.8，##$?O，带有共价闭合的发夹环末端结构。对 567&42的深入研究为了解病毒及
病毒4宿主之间相互作用的分子生物学提供了全新的材料，也使 567&42感染的小球藻系
统成为一个研究光合真核生物基因表达与调控的理想模型［! M 2$］。

567&42的侵染周期类似于噬菌体，采用在细胞壁上“打孔”的方式将自身 @.8导入
宿主细胞，在完成 @.8转录、复制及子代病毒装配后，通过裂解宿主细胞壁的方式释放子
代病毒。病毒在早期侵入及晚期子代病毒释放过程中，都需要特异性降解小球藻细胞壁

的溶壁酶（9:;<,）的存在［2$］，然而对该类酶的来源及本质都不清楚。本文以 9:;<,为研究
对象，探讨各种消解细胞壁的酶类在病毒侵染周期中的作用。

& 材料和方法

& ,& 材料
&-&-& 小球藻及小球藻病毒：小球藻 .7%!8株系及小球藻病毒 567&42由 &E, PKK-,和夏
远南博士（Q,<R-G;<K: ’F .-OGE;?E，9<,L’(,）惠赠。



!"!"# 培养基：!""!培养基是在 ""!培养液中加入 #$%&蔗糖及 #$’& ()*+,-［. / 0］，常
规方法灭菌后备用。

!"!"$ 试剂：壳聚糖、蓝色几丁质、海带多糖及 1234,2 567+,48-等试剂均购自 97:;8公司。
! %# 方法
!"#"! 小球藻 <=.>?株系的培养：<=.>?小球藻细胞于 !""!中，@%A光照摇瓶（’@#BC
;7-）培养至细胞浓度为 ’ / @ D ’#0 个C;E，备用。
!"#"# ("=FG’病毒的纯化：参照张远征等的方法［’’ / ’@］。
!"#"$ 小球藻病毒 ("=FG’的滴定（噬斑测定）：参照张远征等的方法［’’ / ’@］。
!"#"& E347-的粗提：小球藻 <=.>?细胞离心后重悬沉淀，以 #$#’的感染复数接种 ("=FG
’培养过夜；离心弃沉淀，取上清 ’#，###BC;7-，%A离心 .#;7-。上清于 >A顺序加入：@G巯
基乙醇至 @;;,2CE、HIJ?至 %;;,2CE、<8<K 至 @##;:CE、硫酸铵至 >#&饱和度，用 <8LM调

*M至 0$#；>A过夜后同样条件离心，上清于 >A时加入硫酸铵至 .%&饱和度，调 *M至
0$#，>A过夜。’#，###BC;7-，>A离心 ’#;7-，将沉淀溶于含有 ’#;;,2CE JB74GM=2、’;;,2CE
HIJ?、@;;,2CE @G巯基乙醇及 @;: <8<K，*MN$#的溶液中；’#，###BC;7-，>A离心 .#;7-。上
清于 >A透析；透析液 ’#，###BC;7-，>A离心 .#;7-，弃沉淀，上清存于 O @#A。
!"#"’ E347-活力的测定：（’）对 <=.>?细胞壁的降解活性：将 ’;E <=.>?细胞培养物离
心，用灭菌 ""!洗涤两次，溶于 K##!E灭菌的 ""!中；加入 ’%# / @##!: E347-，于 @@A保温
.#;7-后，加入 @;E %& 9I9溶液，室温放置 K#;7-后，测 LIN##。形成原生质球形体的比例

按以下公式计算：&9*6)B,*284+7-: P ’## O［（!"@C!"’）D ’##］；其中，LI’ 为对照组，LI@
为实验组。（@）壳聚糖酶、"G’，KG葡萄糖苷酶、纤维素酶及果胶酶活力的测定：采用 9,;,:37
试剂比色法［’K］。（K）几丁质酶活力的测定：参照 M85Q;8-及 1,2RS)B:的方法［’>］。
!"#"( E347-粗制剂的 T(E=（EU"）纯化：以 9( 9)*68B,4) T84+ T2,V 为阳离子交换填料；
9LWX=H K#Y为阴离子交换填料。按照 (68B;8578 T7-) =6);75824有关说明操作，收集洗脱
峰并对收集样品进行透析。

!"#") 9I9G聚丙烯酰胺凝胶电泳：参照 E8);;27等的方法［’%］。

# 结果和讨论

# %! *+,-.粗制剂的提取
目前国内外尚未见到有关病毒编码的特异性 E347-研究的详细报道［’’，’0］。根据 E347-

在病毒侵染周期中的作用，推测其为多个蛋白的混合物。因此采用了硫酸铵分级沉淀的

方法，从 ("=FG’感染小球藻 <=.>?的细胞裂解液中提取 E347-的粗制剂。实验表明，E3G
47-对 <=.>?的细胞壁具有消解作用（图 ’）。
# %# *+,-./01(&2细胞壁消解指示系统的建立
经过 E347-去壁处理后的小球藻细胞可以部分或全部变为原生质球形体，因此原生质

球形体的生成率可以间接指示 E347-酶活力的大小。
#"#"! 溶液系统：为避免在实验过程中因系统渗透压的改变而导致小球藻细胞原生质球
形体发生溶涨破裂产生假阳性，因此选用灭菌的 ""!作为溶液系统。
#"#"# E347-与小球藻细胞浓度对检测体系的影响：实验发现小球藻细胞浓度与 E347-量
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的比值与原生质球形体生成率成负相关，当这一比值达到 ! " !#$ 个细胞%&##!’ ()*+,时，
原生质球形体生成率可以达到 --.以上。此时检测体系的灵敏度最高（图 &）。

图 ! "#$%&对小球藻 ’()*+,细胞的溶壁作用
/+’0! 123 4355 6755 83’9787:+;, ;< 425;93557 *:97+, =>?@A

B) ()*+, 7,3,C)D3（*）3,4;838 B) EF>GH! ’3,;D3

! :29;I’2 @：>355* :937:38 B) ()*+,（:23 4537,，’933, 4;5;9 5+JH

I+8 *2;6* :23 4355 6755* 8+’3*:38 7,8 4355* B9;K3,）；L 7,8 ?：

>;,:9;5（,; 5)*+, 78838）0

图 - "#$%&.小球藻细胞浓度对酶活检测体系
灵敏度的影响

/+’0& M<<34: ;< :23 97:+; ;< 5)*+,（I’）:; 425;93557 4355

4;,43,:97:+;,（N39 !#$ 4355*）:; :23 *3,*+:+O+:) ;< 5)*+, 74H

:+O+:) *I9O3) *)*:3D

-/-/0 PQP降解小球藻细胞原生质球形体：将 ()*+,与 =>?@A细胞于 &&R保温后，加入离
子去垢剂 PQP（L.）（参照 S,O+:9;’3,公司的原生质球形体构建系统），反应体系由浑浊液变
为清澈透明的绿色溶液（图 !）。因此 ()*+,对小球藻细胞壁具有降解活性。推测该降解
现象的原理是：()*+,作用后的小球藻细胞壁上出现了许多小孔，加入离子去垢剂后，细胞
膜解体导致细胞内含物外泄使反应体系呈现清澈透明的绿色溶液。分别测定实验组、缓

冲液对照组和 FFT对照组的 UQ$##，发现经 ()*+,完全作用后的小球藻细胞形成原生质球
形体的比例超过 --.，这样就建立起了一个操作简单且灵敏度高的 ()*+,H=>?@A细胞壁
消解指示系统的模型。该体系的建立为进一步研究 ()*+,的作用奠定了基础。
- 10 "#$%&酶活的底物范围
小球藻 =>?@A细胞壁组成中，葡萄糖和鼠李糖分别占总糖量的 L!.和 !?.，而半乳

糖、木糖、阿拉伯糖、甘露糖及葡萄糖胺分别占总糖量的 L. V !#.；而且所有病毒敏感型
表 ! 23(4)!特异性的 "#$%&酶活分析

17B53 ! M,C)D3 74:+O+:) 7,75)*+* ;< ()*+, 3,4;838 B) EF>GH! ’3,;D3

PIB*:97:3* ()*+, ()*+,（8374:+O7:38 B) B;+5+,’）

F5I3 >2+:+, WW X
>2+:+, WWW X

Y35N N;5)*744279+83 W X
P;8+ID ,+:9;4355I5;*3 X X

E34:+, X X

=;:3：“ W”A4:+O+:)；“ X”=; 74:+O+:) 0

小球藻细胞株系的细胞壁中都含

有葡萄糖胺成分，占细胞壁总糖

量的 Z. V !Z.［!? V !Z］。病毒能够
穿透小球藻细胞壁，说明可能存

在一些相应的酶类能够降解"H!，
[H葡萄糖苷的多聚物和"H!，@HQH
葡萄糖胺的多聚物，如壳聚糖、几

丁质等。表 ! 的数据表明，几丁
质酶（底物蓝色几丁质）、壳聚糖酶（底物壳聚糖）和"H!，[H葡萄糖苷酶（底物海带多糖）是
()*+,活性的主要组成部分。这与小球藻细胞壁的组成是相吻合的。同时进一步说明小
球藻虽然属真核藻类，但在细胞壁组成上仍同高等植物存在着差异。
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! "# !"#$%的 &’!(纯化
通过硫酸铵沉淀所获得的 !"#$%制剂是一种多蛋白成分的粗提物。为了进一步阐明

!"#$%的作用机制及各组分蛋白的功能，有必要对其进行进一步的分离纯化。分别以
)*++,-.! ’/0（1234*，*45+,-.! 67(-、*4)8+,-.! 67(-、*48+,-.! 67(-）和 8*++,-.! 醋酸钠
（1284*，*4*8+,-.! 67(-、*499+,-.! 67(-、54*+,-.! 67(-）为缓冲液分步洗脱，0:0;’<=>结
果见图 9和图 ?。对原液、穿透峰及各洗脱峰进行的酶活底物范围鉴定（0:0;’<=>法原
位酶活测定）表明：)*++,-.!’/0，*4)8+,-.! 67(-洗脱峰中两条 8) @:和 83 @:的蛋白具几
丁质酶活性，为几丁质酶，并命名为 (A$-（8)@:），(A$)（83 @:）；8*++,-.!醋酸钠，*499+,-.!
67(-洗脱峰中一条 93@:的蛋白具壳聚糖酶活性，为壳聚糖酶。

图 $ %&’() *+,各洗脱峰的 ,-,.*/01
&$BC9 0:0;’<=> 17DDEF% ,G !"#$% GF7HD$,%# E-IDEJ K" ’/0

L7#A$%B KIGGEF

5：’F,DE$% +,-EHI-7F LE$BAD +7F@EF；)：(FIJE 1F,DE$% EMDF7HD；

9：0-,L DAF,IBA GF7HD$,%； ?：*45+,-.! 67(- GF7HD$,%；8：

*4)8+,-.! 67(- GF7HD$,%C

图 # %&’()醋酸钠溶液洗脱峰的 ,-,.*/01
&$BC? 0:0;’<=> 17DDEF% ,G !"#$% GF7HD$,%# E-IDEJ K" #,J$I+

7HED7DE KIGGEF

5：’F,DE$% +,-EHI-7F LE$BAD +7F@EF；)：0-,L DAF,IBA GF7HD$,%；

9：NIJE EMDF7HD；?：*4*8+,-.! 67(- GF7HD$,%；8：*499+,-.!

67(- GF7HD$,%；3：54*+,-.! 67(- GF7HD$,%C

小球藻细胞溶壁实验表明，经 (A$5及 (A$)处理的小球藻细胞并不裂解，但可导致小
球藻细胞由翠绿色变为黄褐色，引起细胞死亡。具壳聚糖酶活性的 93@:蛋白处理的小球
藻细胞没有此现象。实验还发现，经过穿透峰处理的小球藻细胞出现与 (A$5、(A$)处理后
相同的结果，其它洗脱峰均不出现此反应。因此可以认为在 !"#$%裂解小球藻细胞壁的过
程中，几丁质酶和壳聚糖酶，特别是几丁酯酶发挥了重要的作用，但细胞壁的裂解还需要

其它成分的协同作用。

$ 结 论
采用硫酸铵分级沉淀的方法，从 ’/(O;5感染的小球藻 6(3?<细胞裂解液中提取的

!"#$%粗制剂，对 6(3?<细胞壁具有消解作用。本实验中建立的 !"#$%;6(3?<细胞壁消解
指示系统，具有操作简单、灵敏度较高的特点，实现了 !"#$%酶活的即时检测。酶活底物范
围分析表明，几丁质酶、壳聚糖酶和!;5，9;葡萄糖苷酶是 !"#$%活性的主要组成部分，并与
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小球藻细胞壁的组成成分相吻合。!"#$%经 &’!(分离纯化得到分子量分别为 )*+,、)-+,
的两个几丁质酶（(.$/和 (.$*）和一个分子量为 0-+,的壳聚糖酶，溶壁试验证明，在 !"#$%
裂解小球细胞壁的过程中，几丁酯酶和壳聚糖酶，特别是几丁酯酶发挥了重要作用。然而

其确切的作用机制及同 !"#$%中其它酶活性的相互关系还有待于对其进行进一步研究。
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