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氯霉素对集胞蓝细菌 PCC 6803 细胞中羧酶体数目
及其相关蛋白丰度的影响
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摘要　羧酶体是由致密的外壳蛋白包裹着核酮糖Ｇ１,５Ｇ二磷酸羧化酶/氧化酶和碳酸苷酶形成的细胞内蛋白

质小体,是蓝细菌二氧化碳固定的场所.为解析羧酶体在不同培养条件下的功能,本研究构建了原核表达载体

pET２８aＧCcmK２,并在大肠杆菌BL２１(DE３)中诱导表达带有组氨酸标签的CcmK２重组蛋白,制备了其多克隆抗

体,探讨了不同质量浓度氯霉素对细胞内羧酶体数目和羧酶体相关蛋白丰度的影响.首先,确定了不同质量浓

度的氯霉素对集胞蓝细菌PCC６８０３生长的影响,发现５．０μg/mL氯霉素能够完全抑制菌株的生长,但是可以维

持菌株存活.随后,探讨了集胞蓝细菌在葡萄糖异养和光合自养转换过程中,氯霉素对细胞内羧酶体数目及羧

酶体相关蛋白的影响.结果显示:氯霉素的加入抑制了细胞内羧酶体数目对环境碳源的响应;同时,Western
blot检测发现５．０μg/mL氯霉素能够抑制细胞内新的羧酶体外壳蛋白 CcmK２的合成.这些结果表明,氯霉素

可能通过抑制羧酶体外壳蛋白的合成来干扰细胞内羧酶体的形成,细胞内羧酶体对环境碳源的响应存在复杂的

调控机制.
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　　蓝细菌是一种重要的全球光合自养生物,海洋

蓝细菌和其他浮游植物光合产量占全球初级生产力

的近５０％,而拥有如此庞大的光合作用产量离不开

对CO２的高效固定.在漫长的大气环境变化过程

中,地球CO２浓度降低,O２浓度升高,蓝细菌应对环

境碳源变化作出反应的机制一直以来都具有重大的

理论意义和应用价值[１].
当外界CO２浓度很高时,蓝细菌细胞对无机碳

源的运输能力降低,碳酸酐酶活性降低或者消失;而
当生长在低CO２浓度环境中时,会诱导菌株产生特

殊的CO２吸收机制,即二氧化碳浓缩机制(CO２conＧ
centratingmechanism,CCM)[２].CCM 是蓝细菌

为适应地球大气环境中二氧化碳浓度下降、氧气浓

度上升而进化出的高效无机碳源固定系统,主要包

括碳转运子、羧酶体以及调节系统[３Ｇ４].作为 CCM
核心组件的羧酶体是蓝细菌为克服细胞外 CO２浓

度低、O２副反应的竞争以及固定酶 RuBisCO 催化

活性效率低的不足,演变出的各种高效碳源固定途

径的微体化策略的产物[２,５].然而羧酶体如何能够

感受外界环境碳源的变化来增强或减弱碳源的吸收

的调控机制,至今仍不清楚.已知氯霉素是一种翻

译抑制剂,通过扩散进入细菌细胞内,可逆地与核糖

体５０S亚基结合,阻止了氨基酰tRNA 与５０S亚基

A位点的结合,从而抑制肽链的延伸,阻止细菌蛋白

质合成[６].
本研究通过一系列氯霉素抑制实验,探讨氯霉

素对细胞内羧酶体数目和羧酶体相关蛋白丰度的影

响,旨在揭示当羧酶体响应环境碳源改变时,其数量

变化的内在调控机制.

1　材料与方法

1.1　正常光照下菌株生长曲线的测定

供试 菌 株 集 胞 蓝 细 菌 PCC６８０３ 的 野 生 型

WT[７]由华中农业大学农业微生物学国家重点实验

室蓝细菌分室保存[８],而羧酶体荧光标记菌株 CcＧ
mK２ＧEGFP和 RbcLＧEGFP 由 汪 方 奎 博 士 构 建.
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分别将 ３ 个 菌 株 活 化 后 接 种 于 新 鲜 的 １００ mL
BG１１培养基至D５８０为０．０５左右,３０℃、１５０r/min
光照培养.每１２h测１次D５８０,连续测定７２h,绘
制正常光照下菌株的生长曲线.
1.2　氯霉素抑制以及去抑制生长测定

将集胞蓝细菌 PCC６８０３ 的野生型菌株 WT、
羧酶体荧光标记菌株 CcmK２ＧEGFP和 RbcLＧEGＧ
FP各接种于２００mLBG１１培养基中,３０℃光照条

件下生长至D５８０为０．３左右.配制含氯霉素的无菌

BG１１培养基,加入氯霉素后使其终质量浓度分别

为０、１．２５、２．５、５．０、１０．０μg/mL,分装成１０瓶(３０
mL/瓶),接种集胞蓝细菌PCC６８０３的野生型菌株

WT、羧酶体荧光标记菌株 CcmK２ＧEGFP和 RbcLＧ
EGFP后置于光照条件下培养,生长７２h,测量D５８０

并观察表型,再用不含抗生素的无抗 BG１１洗去氯

霉素后使供试菌株光照自养生长７２h测量D５８０并

观察表型.
1.3　不同环境碳源转换下,氯霉素抑制集胞蓝细菌

的表型测定

　　PCC６８０３野生型菌株 WT、羧酶体荧光标记菌

株CcmK２ＧEGFP和 RbcLＧEGFP分别接种于新鲜

２００mLBG１１培养基中,３０℃光照条件下生长至

D５８０为０．３左右.加入０．８mL１mol/LTES、１mL
３０％ Na２S２O３、０．５mL５mmol/L 葡萄糖于培养基

中转入黑暗条件培养,异养期间每天定时光照１０
min.当菌株葡萄糖光激活异养８d以后,恢复光合

自养生长.同时,作为实验组,PCC６８０３野生型菌

株 WT、羧 酶 体 荧 光 标 记 菌 株 CcmK２ＧEGFP 和

RbcLＧEGFP分别转入含氯霉素(Cm)终质量浓度为

０、１．２５、２．５、５．０、１０．０μg/mL的培养基中置于光照

条件下培养.分别在６、１２、２４h取样,然后测定

PCC６８０３野生型菌株 WT、羧酶体荧光标记菌株

CcmK２ＧEGFP和 RbcLＧEGFP 的D５８０,显微镜下观

察菌体形态,同时进行总蛋白抽提,对各羧酶体组分

蛋白的表达水平进行测定.

2　结果与分析

2.1　菌株正常光照下的生长曲线

为了比较汪方奎博士前期构建的羧酶体荧光菌

株与野生型菌株的生长情况,首先测定了正常光照

下BG１１培养基中３个菌株的生长曲线(图１),可以

看出在BG１１培养条件下,羧酶体荧光标记菌株CcＧ
mK２ＧEGFP和RbcLＧEGFP与PCC６８０３野生型菌

株生长趋势一致,没有明显差异,说明 CcmK２ＧEGＧ
FP、RbcLＧEGFP这２个羧酶体荧光标记菌株可用

于后续实验.

图１　集胞蓝细菌PCC６８０３在

BG１１培养基中的光照生长曲线

Fig．１　PhototrophicgrowthrateofSynechocystis
PCC６８０３inBG１１

2.2　菌株在氯霉素抑制条件下的生长曲线

首先确定氯霉素对供试菌株的抑制浓度,分别

测试了 WT、CcmK２ＧEGFP、RbcLＧEGFP等３个菌

株在质量浓度为０、１．２５、２．５、５．０、１０．０μg/mL氯

霉素存在条件下的生长曲线.３个菌株在不同质量

浓度氯霉素下正常光照生长３d的生长状态(图

２A)结果表明,WT 和 CcmK２ＧEGFP、RbcLＧEGFP
菌株的生长状态和菌液颜色在１．２５与０μg/mL氯

霉素时略有不同;但当氯霉素质量浓度提高到２．５

μg/mL时,WT 和 CcmK２ＧEGFP菌株均出现颜色

明显发黄、生长下降的趋势.当氯霉素质量浓度达

到５．０μg/mL时３个菌株呈明显黄色,已基本不再

生长.氯霉素质量浓度对菌株生长的抑制曲线测定

结果(图 ２B)也表 明,当 氯 霉 素 质 量 浓 度 为 ５．０

μg/mL,３个菌株生长停止.
为了进一步确定氯霉素质量浓度为５．０μg/mL

时,３个菌株是生长受到抑制还是已经死亡,通过洗

涤去除了培养基中的氯霉素,再观察３个菌株的生

长,确认其生长得到恢复,如图３所示.结果表明:
与没有加氯霉素的菌体相比,洗涤去除氯霉素后

３个菌株仍然能够生长,但生长慢一些;光照生长

７２h后,D５８０从０．３升高到１．０左右.这从另一个侧

面也表明,在５．０μg/mL氯霉素抑制下,虽然菌株

不能生长但并没有死亡,只是新蛋白质的合成受到

了抑制.
2.3　在氯霉素抑制条件下羧酶体数量的荧光观察

根据笔者所在实验室前期结果,当集胞蓝细菌

在葡萄糖中异养８d后,细胞内羧酶体数目会减少

到１~２个;当恢复光照自养后,细胞内羧酶体的数

８
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　A:不同浓度氯霉素抑制条件下菌株光照生长３d的表型;

B:氯霉素对 蓝 细 菌 生 长 的 抑 制 曲 线.A:Phenotypeofthe

strainafter３dayＧlightgrowthunderdifferentconcentrationsof

chloramphenicol;B:Inhibitoryeffectofchloramphenicolonthe

growthofcyanobacteria．

图２　光照条件下氯霉素对不同菌株生长的抑制

Fig．２　Inhibitionofchloramphenicolonthegrowthof
differentstrainsunderilluminationcondition

图３　不同菌株在光照条件下

去除氯霉素抑制后的生长趋势

Fig．３　Thegrowthtrendofdifferentstrainsafterremoval
ofchloramphenicolunderlightcondition

量迅速增加并回复到正常水平.因此,可以确定在

环境碳源改变的情况下,羧酶体的数量发生了变化,
但此过程中具体的调控机制仍不清楚.笔者在恢复

光照自养过程中,加入氯霉素,通过抑制新生蛋白的

合成,进一步确认羧酶体数量的增加是否由游离的

羧酶体组分蛋白迅速募集组合导致[８].如图４所

示,当不加氯霉素处理时,恢复正常光照自养６h羧

酶体就开始增加,２４h基本恢复到正常光照状态下

的数目.当加入终质量浓度２．５μg/mL氯霉素时,
恢复光合自养１２h,分裂完成的细胞已经有２个羧

酶体;恢复光合自养２４h每个细胞仍然能恢复２~３
个羧酶体;但当加入终质量浓度为５．０μg/mL氯霉

素时,即使恢复光照自养生长２４h,大部分细胞仍

仅含１~２个羧酶体.
分别统计在氯霉素质量浓度为０(２０５个细胞)

和５．０μg/mL(２１８个细胞)时,光照恢复２４h细胞

图４　恢复光照过程中氯霉素抑制条件下羧酶体外壳蛋白CcmK２标记菌株的荧光观察

Fig．４　GFPfluorescenceofCcmK２ＧEGFPinlightrecoverycultivationunderCminhibition

９
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内含有的羧酶体数量(图５),结果表明:当培养基中

氯霉素质量浓度为５．０μg/mL时,大多数细胞内含

有１~２个羧酶体;但当不加氯霉素时,细胞绝大多数

含有５个以上羧酶体,与利用荧光显微镜观察到的

羧酶体数目变化结果一致.

图５　氯霉素抑制条件下光照恢复２４h
羧酶体恢复情况的细胞数量统计

Fig．５　Numberofcarboxysomespercellinlightrecovery
２４hcultivationunderchloramphenicolinhibition

2.4　在氯霉素抑制条件下羧酶体组分蛋白测定结果

　　氯霉素抑制羧酶体组分蛋白合成的同时也影响

了细胞内其他蛋白的合成,进而影响细胞的生长分

裂.为了保证检测结果反映的是平均每个细胞内总

蛋白中羧酶体组分蛋白所占比例的变化,取样相同

细胞数,并且点样时采用相同量的总蛋白,然后进行

Westernblot的检测.如图６B所示,当环境碳源改

　A:总蛋白的凝胶定量;B:Westernblot检测结果.泳道１:光合

自养恢复０h;泳道２、３、４分别是Cm０、２．５、５．０μg/mL时恢复光

合自养６h;泳道５、６、７分别是Cm０、２．５、５．０μg/mL时恢复光合

自养２４h.A:Thegelelectrophoresisoftotalproteins;B:WestＧ

ernblotanalysisofCcmK２．Lane１:０hafterconversiontolight;

Lanes２Ｇ４:６hafterconversiontolightwith０,２．５and５．０μg/mL

Cmrespectively;Lanes５Ｇ７:２４hafterconversiontolightwith０,

２．５and５．０μg/mLCmrespectively．

图６　氯霉素抑制野生型光照恢复过程中

羧酶体组分蛋白表达量的检测

Fig．６　ProteinabundanceofWTcarboxysomein

conversiontolightunderCminhibition

变时,恢复光合自养后,羧酶体组分蛋白 CcmK２的

表达量随着Cm 抑制浓度的升高而降低,特别是当

完全抑制蛋白合成的氯霉素 终 质 量 浓 度 为 ５．０

μg/mL时,恢复光合自养１２h和２４h的CcmK２表

达量没有明显增加.这与在相同条件下,羧酶体数

量的荧光观察结果是一致的.说明当环境碳源改变

时,蛋白质的合成被抑制从而影响羧酶体的组装,这
从另一面证明了羧酶体的组装可能是受到转录水平

调控,而非简单的蛋白水平的募集合成.同时也说

明羧酶体的组装可能是一个非常复杂的过程,受到

多个因素的共同调控.

3　讨　论

羧酶体是存在于所有蓝细菌中的一类细菌微

体,是蓝细菌 CO２ 浓缩机制的核心部分,主要以

RuBP为底物、在 RuBisCO 的催化下产生３ＧPGA,
从而实现二氧化碳的固定和利用[９].有研究表明,
当环境碳源变化时,蓝细菌羧酶体数目也发生改变,
这暗示着在碳源变化的过程中羧酶体可能受到了某

种机制的调控[１０Ｇ１１].
本研究构建了原核表达载体pET２８aＧCcmK２,

并在大肠杆菌BL２１(DE３)中诱导表达带有组氨酸

标签的CcmK２重组蛋白,制备了其多克隆抗体,选
用氯霉素作为蛋白合成抑制剂,研究了集胞蓝细菌

在葡萄糖异养和光合自养转换过程中羧酶体数量的

变化,结果显示:在氯霉素终质量浓度为５．０μg/mL
时,羧酶体组分蛋白的合成被抑制;没有加入氯霉素

的对照组羧酶体数量迅速增加,而实验组的羧酶体

数量不再增加;同时利用 Westernblot检测该过程

中CcmK２蛋白的表达量变化,也印证了羧酶体数

量的变化.因此,我们认为:在环境碳源变化过程

中,羧酶体蛋白可能是受到其他机制的调控重新翻

译合成,而不是简单的自身的蛋白质组分发生募集

与解聚.本研究可为进一步揭示蓝细菌羧酶体响应

环境碳源变化的具体机制提供科学依据.
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Effectsofchloramphenicoloncarboxysomenumberandcellular
abundanceofCcmK２inSynechocystissp．PCC６８０３

LISongbai　ZHIYao　LIPan　WANGFangkui　CHEN Wenli

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Cyanobacteriaplaysasignificantroleintheglobalcarboncycle．Astheplaceforcarbon
dioxidefixation,carboxysomeisaproteinaceouscompartmentthatencapsulatesthecarbonＧfixingenＧ
zymeribuloseＧ１,５Ｇbisphosphatecarboxylase(RuBisCO)andcarbonicanhydrase．Inthisstudy,theeffects
ofchloramphenicoloncarboxysomenumberandcellularabundanceofCcmK２inSynechocystissp．PCC
６８０３wereanalyzed．Abatchoftestwereperformedtostudytheinhibitedeffectofchloramphenicolon
thegrowthofSynechocystissp．PCC６８０３anditsderivatives．Resultsshowedthat５．０μg/mLofchlorＧ
amphenicolinhibited bacterial multiplycompletely．From heterotrophicstatusto photoautotrophic
growth,thenumberofcarboxysomerapidlyincreasedin１２h,buttheadditionof５．０μg/mLchloramＧ
phenicolinhibitedeffectivelytheincreaseofcellularcarboxysomenumber．ResultofWesternblotanalyＧ
sisshowedthattheabundanceofthemostabundantcarboxysomeshellproteinCcmK２wasinhibitedby
thisantibiotics．ItisindicatedthatchloramphenicolcouldinhibitnovelcarboxysomeshellproteinanddisＧ
turbthecarboxysomeformationunderdifferentcarbonenvironment．FurtherstudiesoncarboxysomeasＧ
semblyareneeded．

Keywords　Synechocystissp．PCC６８０３;carboxysome;chloramphenicol;CO２concentratingmechaＧ
nism
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