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专论与综述 

羧酶体的组成、结构、功能和检测及其在脱氮细菌中的意义 

林秋健  郑平*  丁阿强 
(浙江大学环境工程系  浙江 杭州  310058) 

 
 

摘  要：羧酶体(Carboxysome)是一种具有 CO2 浓缩功能的“类细胞器”，它存在于自养型脱氮细

菌中，可增强细菌的自养生长能力。硝化细菌、厌氧氨氧化细菌和部分反硝化细菌都是重要的

自养型脱氮细菌，探明其羧酶体的组成、结构和功能，将有助于揭示自养型脱氮菌的生长规律，

进而强化生物脱氮过程。基于文献阅读和相关研究，本文对自养型细菌中羧酶体在组成、结构、

功能和检测等方面的研究进展进行综述，以期为自养生物脱氮过程的深入理解和优化改进提供

参考。 
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Composition, structure, function and detection of carboxysome and 
their significance to nitrogen-removal bacteria 

LIN Qiu-Jian  ZHENG Ping*  DING A-Qiang 

(Department of Environmental Engineering, Zhejiang University, Hangzhou, Zhejiang 310058, China) 

Abstract: Carboxysome is an organelle-like structure that can concentrate CO2 from the environment. 
It exists in some autotrophic microorganisms and can promote cell growth. Among nitrogen-removal 
microorganisms, nitrifying bacteria, anaerobic ammonia oxidation (Anammox) bacteria and some 
denitrifying bacteria are autotrophic microorganisms. Understanding the composition, structure and 
function of carboxysome is helpful to reveal the growth of autotrophic microorganisms and to optimize 
the process of biological nitrogen-removal. Based on the literatures and our researches, the 
composition, structure, function and detection of carboxysome in autotrophic bacteria are summarized 
in this paper. 
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氮素污染是水体富营养化的主要原因，生物脱

氮已成为废水处理和水体修复的重要手段。由于处

理效果好、运行成本低、二次污染风险小，自养型

生物脱氮广受青睐[1-3]。自养型脱氮细菌是自养型生

物脱氮技术的功能之源，它可将有污染的氮素逐步

转化为无污染的氮气，如硝化细菌可将氨氮转化为

亚硝酸盐和硝酸盐，继而反硝化细菌将亚硝酸盐和

硝酸盐转化为氮气；厌氧氨氧化细菌则可利用氨氮

和亚硝酸盐直接转化为氮气。研究自养型脱氮细菌

将有助于强化自养型生物脱氮过程。 

碳素是构成细胞的主要元素，也是支持自养型

脱氮细菌生长的基石。自养型脱氮细菌的生长有赖

于其对 CO2 的同化，在低 C/N 废水或无机废水中，

CO2 供应不足容易成为自养型脱氮细菌生长的瓶

颈。羧酶体(Carboxysome)是一种具有 CO2 浓缩功能

的“类细胞器”，它存在于部分自养型微生物中，通

过浓缩 CO2，可促进自养型脱氮细菌的生长和代谢。

探明羧酶体的组成、结构和功能，并建立适合的检

测方法，将推进自养型细菌的研究与应用。 

本文基于文献检索和自身研究，对细菌羧酶体

的组成、结构、功能、检测等内容进行综述，探讨

羧酶体对自养型脱氮细菌，尤其是对厌氧氨氧化细

菌的意义，以供同行参考。 

1  羧酶体的组成  

羧酶体是一种广泛存在于原核细胞中类似真

核细胞细胞器的结构，又称为“类细胞器”结构，它

具有蛋白质外壳组成的正面体结构，内部又含有

Rubisco 酶、碳酸酐酶等多种功能酶。1956 年羧酶

体 被 首 次 发 现 存 在 于 钩 状 席 藻 (Phormidium 

uncinatum)中，目前已发现存在羧酶体的细菌涵盖

了 23 个门[4]。根据羧酶体内部所含酶的种类不同，

羧酶体可分为两类，即 α-羧酶体(α-Carboxysome)

和 β-羧酶体(β-Carboxysome)。迄今为止，对羧酶体

的 研 究 大 多 集 中 在 模 式 细 菌 ( 那 不 勒 斯 硫 杆 菌

Halothiobacillus neapolitanus 和 集 胞 球 藻

Synechocystis sp. PCC 6803)上[5]。H. neapolitanus 含

有典型的 α-羧酶体，Synechocystis sp. PCC 6803 则

含有典型的 β-羧酶体。α-羧酶体存在于多种化能自

养型细菌中[6](如自养型硝化和反硝化细菌常含有

α-羧酶体结构)，而 β-羧酶体仅存在于蓝细菌内。据

报道，α-羧酶体和 β-羧酶体的功能并无显著差别[5]。 

羧酶体的主要成分是蛋白质，不含脂质[7-10]。

普遍认为羧酶体中不含核酸[11]。 

1.1  羧酶体中的蛋白质 

羧酶体的内含物和外壳均由蛋白质组成。羧酶

体至少含有 12 种蛋白质，其中核酮糖-1,5-二磷酸羧

化酶——Rubisco 酶(羧酶体内含物)和一种糖蛋白

(羧酶体外壳)占羧酶体总质量的 60%以上[10]。据

Heinhorst 等报道，Rubisco 酶的亚基 CbbL (51 kD)

和 CbbS (9 kD)可占羧酶体总质量的 70%以上；在

每个羧酶体内，Rubisco 酶的数量约 270 个[12]，另

一种内含酶 CsoSCA (又名 CsoS3，60 kD)也约有

80 个[13]，占羧酶体总质量的 2%[14]。组成羧酶体外

壳的 3 种主要蛋白是 CsoS1A (5 kD)、CsoS1B (15 kD)

和 CsoS1C (5 kD)，约占羧酶体总质量的 17%[15]。

在每个羧酶体中，CsoS1A、CsoS1B、CsoS1C 共约

3 510 个，Rubisco 酶的大小亚基共 4 320 个[5]。近

年来发现，CsoS1D (33 kD)、CsoS1E [16]、CsoS2A 

(85 kD)和 CsoS2B (130 kD)也是组成羧酶体外壳

的成分[17]，但占比相对较少[18]。CsoS4A 和 CsoS4B

是羧酶体结构的顶点蛋白，分布在羧酶体正二十面

体的 12 个顶点上，分子质量约为 11 kD[19]。 

组成羧酶体的主要蛋白质种类见表 1。除了表

1 所列的几种主要组成蛋白外，在羧酶体中还发

现了一些含量很少但不可或缺的辅助蛋白。这些

辅助蛋白有助于羧酶体的组装和功能的发挥。 

1.2  羧酶体中的核酸 

真核细胞的细胞器(如叶绿体和线粒体)含有核

酸。作为原核生物的类细胞器，羧酶体是否也含有核

酸呢？1979 年，Westphal 等从硝化杆菌 Nitrobacter 

winogradskyi 的羧酶体中提取了总长约 14 μm 的环

状 DNA[20]。但 7 年后 Holthuijzen 等推翻了羧酶体

含有核酸的结论，他们认为 Westphal 等检测到的

DNA 是粘附在羧酶体外壳上的细胞质 DNA[21]。现

已达成共识，羧酶体中不含有核酸。 
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表 1  主要羧酶体蛋白质的种类 
Table 1  Major proteins in carboxysome 

编码基因 

Genes 

编码蛋白 

Proteins 

分子量 

Molecular weight (kD) 

蛋白质数量 

Protein numbers 

备注 

Comments 
cbbS CbbS 9 2 160 Rubisco 酶大亚基 

Large subunit of Rubisco 

cbbL CbbL 51 2 160 Rubisco 酶小亚基 
Small subunit of Rubisco 

csoS1A CsoS1A 5 共约 3 510 
Total 3 510 

六聚体壳蛋白 
Hexameric shell protein csoS1B CsoS1B 15 

csoS1C CsoS1C 5 

csoS1D CsoS1D 33  − 
 − 

伪六聚体双层壳蛋白 
Pseudo-hexameric shell 
protein 

csoS1E CsoS1E 33 

csoS2 CsoS2A 85 143 外壳蛋白 Shell protein 
csoS2 CsoS2B 130 186 

csoS3 CsoSCA 60 80 二聚体碳酸酐酶 
Dimeric carbonic anhydrase 

csoS4A 
csoS4B 

CsoS4A 
CsoS4B 

11 
11 

共约 60 
Total 60 

五聚体壳蛋白 
Pentameric shell protein 

注：蛋白质数量为组成羧酶体的各种蛋白质在一个羧酶体中的平均数量. −：未提及. 

Note: The values of protein numbers in carboxysome is the average. –: Non-described. 
 

2  羧酶体的结构和功能 

羧酶体具有正二十面体的几何结构(图 1)，大小

为 100−160 nm，质量为 100−350 MD [23]。羧酶体蛋

白 主 要 有 外 壳 蛋 白 和 内 含 酶 蛋 白 。 外 壳 蛋 白

CsoS1A、CsoS1B、CsoS1C、CsoS1D、CsoS1E、

CsoS4A 和 CsoS4B 有序排列成面，构成羧酶体外

壳。外壳厚度约为 4 nm[24]，不足羧酶体直径的 5%。

羧酶体内部包裹着 Rubisco 羧化酶、CA 酶(碳酸酐

酶)和一些辅助蛋白，各蛋白结构与功能见表 2。 

2.1  羧酶体外壳蛋白的结构和功能 

CsoS1 是羧酶体外壳的主要成分。CsoS1A 和

CsoS1C 的初级结构各含 98 个氨基酸残基，而

CsoS1B 的初级结构含有 110 个氨基酸残基。

CsoS1A、CsoS1B、CsoS1C 之间的氨基酸序列相似 

 

 
图 1  羧酶体的结构模型[22] 
Figure 1  Schematic model of the α-carboxysome assembly[22] 
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表 2  羧酶体蛋白的结构及其功能 
Table 2  Structures and their functions of carboxysome 

分类 

Classification 

名称 

Name 

一级结构 

Primary structure 

二级结构 

Secondary structure 主要功能 

Main functions α 螺旋 

α-Helices 

β 折叠 

β-Strands 

外壳蛋白 

Shell protein 

CsoS1A 98 3 4 组成羧酶体外壳，并控制物质进出 

Form carboxysome shell and control the 
substrate in and out of the carboxysome 

CsoS1B 110 

CsoS1C 98 

CsoS1D 256 6 8 

CsoS1E 200 

CsoS2A 870 − − 羧酶体组装 Assemble carboxysome 

CsoS2B 870 

CsoS4A 82 1 5 组成羧酶体外壳，并控制物质进出 

Form carboxysome shell and control the 
substrate in and out of the carboxysome 

CsoS4B 82 

内含酶蛋白 

Encapsulated  
enzyme 

CsoSCA 514 8 10 催化碳酸氢盐产生二氧化碳 

Catalyze bicarbonate to carbon dioxide 
Rubisco 4 784 96 136 固定二氧化碳 Fix carbon dioxide 

辅助蛋白 

Accessory protein 

CsoCbbQ 270 9 5 ATP 酶 ATPase 

CPII 194 6 12 感知环境中的碳酸氢盐 

Sense bicarbonate availability 
acRAFs 164 − − 羧酶体组装 Assemble carboxysome 

注：一级结构指氨基酸数量，二级结构指 α 螺旋、β 折叠结构数量；−：未提及. 

Note: The values of primary structure indicate the total number of amino acids in each protein, the values of secondary structure indicate the 
total number of α-helices/β-strands in each protein; −: Non-described. 

 
性高达 80%[25]。CsoS1A、CsoS1B、CsoS1C 蛋白均

含有 3 个 α 螺旋和 4 个 β 折叠结构，其相互之间的

结构和功能极为相似。6 个 CsoS1A、CsoS1B 或

CsoS1C 单体组成一个六聚体，每个六聚体中间有

直径约 4 Å 的小孔，可控制碳酸氢盐(HCO3
−)、甘

油酸-3-磷酸(3-PGA)和 1,5-二磷酸核酮糖(RUBP)等

进出羧酶体[25]。这些小孔含有带正电的赖氨酸和精

氨酸残基，使得带负电的碳酸氢盐(HCO3
−)相对于

不带电的 CO2 和 O2 而言更易被转运。小孔周围还有

一层水化层，导致 CO2 和 O2 较难进入羧酶体[26]。这

些六聚体具有凹凸正反面结构，凹凸一致的成分结

合形成平面，再构成羧酶体的面状结构[27]。羧酶体

的外壳不仅有构成羧酶体基本骨架的功能，还有控

制物质进出的功能。CsoS1D 和 CsoS1E 也是羧酶体

外壳的蛋白成分，它们首先被发现于原绿球藻中[17]。

CsoS1D 约有 256 个氨基酸残基，CsoS1E 约有 200

个氨基酸残基。CsoS1D、CsoS1E 包含一对蛋白结

构域：羧基端和氨基端[28]。两者在结构和功能上十

分相似。CsoS1D、CsoS1E 是三聚体，三聚体两两

聚合，形成类似 CsoS1A 组成的六聚体的伪六聚体

(图 1)，伪六聚体两两堆叠，形成双层壳蛋白。这种

双层蛋白的孔径约为 14 Å，允许大分子物质进出羧

酶体，但独特的双层构造可通过侧链的旋转开启或

关闭小孔，对大分子物质有一定的选择性[28]。因此，

CsoS1D、CsoS1E 在控制物质进出羧酶体中起着重

要且独特的作用[29]。 

CsoS2 对羧酶体的形成和维持起着重要的作

用，csoS2 基因被敲除后则无法形成羧酶体。csoS2
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基因通过移码突变[30]可以编码 CsoS2A 和 CsoS2B

两种结构和功能不同的蛋白。用电镜观察发现，

CsoS2 大多位于羧酶体的边缘，其主要成分是

CsoS2B[30]。CsoS2 有 3 个蛋白结构域：氨基端、中

段和羧基端。中段的结构较氨基端和羧基端的结构

复杂，这是因为 CsoS2 中段的结构形式具有很高的

灵活性，一般都有 1−2 个 α 螺旋和 4−6 个 β 折叠[31]。

α-羧酶体通过 CsoS2B 羧基端的作用，与羧酶体外

壳 紧 密 结 合 于 羧 酶 体 外 壳 内 部 边 缘 ， 并 通 过

CsoS2B、CsoS2A 与 Rubisco 酶之间的相互作用，

将 Rubisco 酶封装在羧酶体中。在羧酶体组装过程

中，β-羧酶体恰恰相反，其先通过 Rubisco 酶的自

聚集成核，再将外壳蛋白连接成平面[32-33]。 

CsoS4A、CsoS4B 是组成羧酶体外壳的顶点蛋

白。CsoS4A 单体通过羧基末端相互结合，组成对

称的五面体。五面体边长约 42 Å，厚度约 30−35 Å，

圆盘中心有一个直径约 3.5 Å 的圆孔。同源蛋白

CsoS4A 和 CsoS4B 结构相似，CsoS4A、CsoS4B 位

于羧酶体二十面体的顶点。若敲除 csoS4A 基因，

则会形成棒状羧酶体或不含顶点的正二十面体的

羧酶体[5]。这些形态结构异常的羧酶体对 CO2 的固

定效率很低[34]。通过现代生物信息学手段发现，在

细菌编码羧酶体外壳蛋白的基因序列之间常包含

编码 Rubisco 酶活化酶的基因[4]。这说明羧酶体外

壳除了有作为骨架和控制物质进出的作用外，可能

还具有酶活化功能。 

2.2  羧酶体酶的结构和功能 

2.2.1  碳酸酐酶(CA 酶)的结构和功能 

由于进化上的差异，自然界中碳酸酐酶主要包

括 α、β、γ、ε 四种类型[35]。其中 α 型羧酶体只含 β

型碳酸酐酶，即 CsoSCA[36]。CsoSCA (碳酸酐酶)

含有 514 个氨基酸，有 3 个主要的蛋白结构域：氨

基端、中段和羧基端。CsoSCA 的氨基端与羧酶体

外壳紧密连接[31]。中段含有锌离子催化中心，可催

化碳酸氢盐水解，它是执行碳酸酐酶催化功能的重

要结构域。羧基端与中段的结构相似[37]。在羧酶体

中，CsoSCA 通常以二聚体形式存在[38]。催化过程

中，HCO3
−的氧原子首先与 CsoSCA 的锌离子结合，

随后被分解为 CO2 和 OH−，溶剂中的水分子结合了

逸出的 CO2 位点，使整个催化过程得以循环。 

CsoSCA 与羧酶体外壳蛋白联系紧密。CsoSCA

与 2 个 CsoS1 六聚体壳蛋白相互结合。尽管 CsoSCA

与 CsoS1 之间有紧密连接，但它并不对羧酶体的形

成起决定作用。在敲除 csoS3 基因(编码 CsoSCA 的

基因)后，羧酶体仍能形成。这是由于羧酶体内 pH

较细胞质更低[12]，因此游离的 H+仍可与 HCO3
−结

合而释放 CO2，使羧酶体继续发挥功能[36]。 

进一步的研究表明，在羧酶体中，碳酸酐酶转

化 CO2 的总速率远远超过 Rubisco 酶固定 CO2 的总

速率，羧酶体的功能并非受限于碳酸酐酶[39]；将碳

酸酐酶量缩减到 1/4，羧酶体对 CO2 的固定能力也

不会明显减弱。既然如此，为何羧酶体中还含有大

量碳酸酐酶？其原因至今不明。 

2.2.2  核酮糖-1,5-二磷酸羧化酶(Rubisco酶)的结

构和功能 

自然界中存在 4 种形式的 Rubisco 酶，而迄今

发现的羧酶体内只含 I 型 Rubisco 酶，其中 α-羧酶

体包含 IA Rubisco 酶，β-羧酶体包含 IB Rubisco 酶[40]。

I 型 Rubisco 酶由 8 个大亚基和 8 个小亚基组成。大

亚基可分为氨基端和羧基端 2 个蛋白结构域，

Rubisco 酶的 Mg2+催化活性位点位于大亚基的羧基

端[41]。同时大亚基结构决定了 Rubisco 酶能否被封

装在羧酶体内部。小亚基由 123 个氨基酸组成，不

存在酶活性位点，与 Rubisco 酶的催化功能无关，

但小亚基能结合并通过调节大亚基的位置暴露其

活性位点，从而提高 Rubisco 酶催化活性[42]，小亚

基的突变会大大降低 Rubisco 酶的催化效率。相较

于常见的 I 型 Rubisco 酶，羧酶体内的 Rubisco 酶

活性更高，约为前者的 2−10 倍[43]。 

Rubisco 酶对 CO2 的转化效率低(酶的转化数约

为 1−10 s–1)[44]、亲和力低、选择性低。而且，由于

CO2 与 O2 结构上的相似性，当有 O2 竞争时，Rubisco

酶可与 O2 作用产生磷酸乙醇酸而非磷酸甘油酸，

从而导致碳固定效率的降低 [12]。一个循环中，
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Rubisco 酶每固定 5 个 CO2 分子理论上可固定 2 个

O2 分子[45]。究其原因，可能是 Rubisco 酶出现时地

球还处于厌氧环境。在 3.5 亿年漫长的进化中，随

着地球上 CO2 浓度降低和 O2 浓度升高[46]，生物进

化形成了一套适应机制，即 CO2 浓缩机制，并由羧

酶体承担。 

2.3  羧酶体内辅助蛋白的结构和功能 

除了碳酸酐酶(CA 酶)和核酮糖-1,5-二磷酸羧

化酶(Rubisco 酶)外，羧酶体内还存在一些重要却又

往往被忽视的辅助蛋白。 

近年来的研究发现，在编码羧酶体的相关基因

之中，存在许多以前被误认为是沉默基因的重要基

因。在编码 α-羧酶体的基因序列中发现了编码

AAA+结构域的 CsoCbbQ 蛋白基因[47]。CsoCbbQ

同样通过团聚形成六聚体，但其形成的六聚体边长

(55 Å)远大于 CsoS1 六聚体的边长(36 Å)。因此，

CsoCbbQ 不能直接组成羧酶体的平面，然而一致的

对称性可让 CsoCbbQ 附着在羧酶体外壳。免疫印

迹法也证实了 CsoCbbQ 与羧酶体外壳蛋白之间的

紧密联系。CsoCbbQ 具有 ATP 酶的功能，又与外

壳蛋白联系紧密，这一蛋白的发现深化了对现有羧

酶体的理解。除此之外，羧酶体中独特的 CPII 蛋白

可以感知环境中的碳酸氢盐[48]，类似喋呤-4α-甲醇

氨脱氢酶(被命名为 acRAFs)的蛋白有助于 Rubisco

蛋白的装配[49]。 

2.4  羧酶体的功能  

羧酶体存在于原核生物细胞内，用于加强细胞

固定 CO2 的能力。细胞膜上存在的 CO2 和 HCO3
−

转运蛋白(图 2)可以从细胞外单向转运 CO2 和

HCO3
−至细胞内，使细胞质中的无机碳(DIC)浓度提

高为外界的 40−1 000 倍[50]。其中，细胞内大部分无

机碳以 HCO3
−形式存在，这是由于 HCO3

−离子的质

膜通透性高，便于积累[51]。小部分吸收的 CO2 水解

为 HCO3
−，被羧酶体吸收[52]。羧酶体壳蛋白对碳酸

盐有很好的渗透性，但可有效阻止 CO2 溢出。由于

Rubisco 酶的催化底物是 CO2，而细胞中大部分无

机碳为碳酸盐，不能被 Rubisco 酶利用，因此 HCO3
−

被吸收后必需在羧酶体内由碳酸酐酶转化为 CO2。

随后通过卡尔文循环，将 1 分子 CO2 固定，加到

1 分子 1,5-二磷酸核酮糖(RUBP)上，产生 2 分子甘油 

 
图 2  羧酶体的功能[29] 
Figure 2  Functions of carboxysome[29] 
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酸-3-磷酸(3-PGA)[53]，产物直接排出羧酶体供细胞

使用。CO2 浓缩机制提高了 Rubisco 酶的基质浓度，

从而提高了 CO2 的固定效率，同时隔离了 O2 的竞

争(图 2)。羧酶体具有团聚效应，细胞内的多个羧酶

体往往自成团簇[54-55]，形成集群效应。团簇结构可

使羧酶体中泄漏的 HCO3
−被相邻的羧酶体快速利

用[56]，从而提高 CO2 固定效率。 

3  羧酶体的检测 

3.1  羧酶体的观察检测 

自养型脱氮细菌以 CO2为唯一碳源合成细胞物

质，拥有固定 CO2 的能力。CO2 固定能力与细胞内

羧酶体的形状、数目、结构和功能密切相关。以正

常条件下羧酶体的性状作为参照，观察不同条件下

羧酶体的形状、结构和数目的差别，可推测自养型

脱氮细菌的生长代谢活性。 

据文献报道，利用透射电镜、冷冻电镜对亚硝

化 单 胞 菌 属 (Nitrosomonas) 、 亚 硝 化 螺 菌 属

(Nitrosospira)、亚硝化球菌属(Nitrosococcus)等多个

硝化菌属[57]以及硫氧化菌属(Thioalkalivibrio)等[58]

多个反硝化菌属[55]进行检测，可观察到 1−4 个羧酶

体。羧酶体的数目越多，细胞对 CO2 的固定能力越

强。在蓝细菌中，检测到的羧酶体数目为 2−15 个，

平均为 7 个[59]，有时多达 21 个[52]。在化能自养菌

Thiomicrospira crunogena 细胞中，观测到的羧酶体

数目甚至可达 80 个，数量众多的羧酶体保障了细

胞在低无机碳浓度(20 μmol/L)下的快速生长[60]。在

低无机碳胁迫条件下，自养型细菌会增加羧酶体数

量，以维持自身生长的需要[61]。在化合物诱导下，

羧酶体形状会发生异常变化[62]，从正常的正二十面

体转变为棒状或其他不规则结构使其固碳能力大

大下降。因此观测细胞中羧酶体的数量和形状，对

推断自养型脱氮细菌的生长状况具有重要的参考

意义。 

3.2  羧酶体活性的监测 

羧酶体的活性强弱是指固定利用 CO2的能力强

弱。以正常条件下羧酶体的无机碳固定能力为基

准，检测羧酶体对无机碳的固定利用速率可判断羧

酶体活性，从而推断脱氮细菌的生长代谢状态。 

羧酶体原位活性测定需要对细胞进行透性化

处理。处理后的细胞既保持了细胞内含物和结构的

完整性，也增强了细胞膜的通透性[63]。在加入一定

量透性化细胞的体系中，加入 NaHCO3 促使细胞活

化，随后注入 50 μmol/L NADH、0.25 μmol/L RUBP

作为基质，利用分光光度计在波长 340 nm 处监测

NADH 的变化。参照每分子 RUBP 羧化需氧化 2 分

子 NADH 的比例测算羧酶体活性。通过同位素标记

法也可原位测定细胞的羧酶体活性[64]。在透性化细

胞液中加入一定量 NaH14CO3、RUBP 作为反应物，

反应 30 min 后加入盐酸终止，并加热驱赶 CO2，通

过液体闪烁计数仪计数，根据稳定的[14C]-3-PGA 的

产生量计算羧酶体活性。 

羧酶体异位活性测定需要将羧酶体进行提纯。

将细胞进行氯仿提取或超声破碎处理后，通过密度

梯度离心，可从裂解液中提取完整的羧酶体[65]，再

经过凝胶层析或凝胶电泳进一步提纯。同理，以单

位时间内基质中 3-PGA[66]的增加量也可推算羧酶

体活性。 

4  厌氧氨氧化细菌中的羧酶体 

厌氧氨氧化菌是一种可在厌氧条件下将氨和

亚硝酸盐转化为氮气的化能自养细菌[67]。虽然许多

自养型细菌含有羧酶体，但迄今还未在厌氧氨氧

化细菌中见到羧酶体。究其原因，一则可能是由

于现已发现的厌氧氨氧化菌种类不多，只有 5 个属

10 个种[68]，不能排除未发现的厌氧氨氧化菌具有

羧酶体的可能；二则可能是因为现研究较多的厌氧

氨氧化菌种 Candidatus Brocadia anammoxidans、

Candidatus Kuenenia stuttgartiensis 等采用还原性乙

酰辅酶 A 循环途径固定 CO2
[69-70]，并不采用卡尔文

循环固定 CO2，无需羧酶体。对 Candidatus Scalindua 

profunda 进行宏基因组学分析发现，虽然这种厌氧

氨氧化菌的固碳途径是还原性乙酰辅酶 A 循环[71]，但

在该菌中发现了编码 Rubisco 酶和 CA 酶的基因[72]；
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转录组学分析也表明，Rubisco 酶基因的转录水平

很高。在海洋中新发现的厌氧氨氧化菌 Candidatus 

Thioglobus autotrophicus 中也发现了 Rubisco 酶、

CA 酶基因的编码区，且其具有卡尔文循环全部酶

的编码基因，作者据此推测该菌的主要固碳途径是

基于 Rubisco 酶的卡尔文循环[73]。以卡尔文循环作

为主要固碳方式的厌氧氨氧化菌有可能含有羧酶

体，对厌氧氨氧化菌中羧酶体的深入研究可促进厌

氧氨氧化菌的生长，从而推动厌氧氨氧化工艺的探

索和应用。 

5  研究展望 

自养型细菌广泛存在于自然界，其中自养型脱

氮细菌在氮素循环中起着重大作用。然而，由于其

生长缓慢、细胞得率低、对环境条件变化敏感，导

致相关研究进展缓慢。自养型脱氮细菌的生长与其

CO2 固定能力密切相关，而 CO2 固定能力又与羧酶

体联系紧密。以先进的非培养技术开展针对典型脱

氮细菌(硝化细菌、自养反硝化细菌、厌氧氨氧化细

菌等)的基因组学、转录组学、蛋白组学以及代谢组

学的探索，可从理论上推进脱氮细菌的研究。以羧

酶体为研究对象探索自养型脱氮细菌的生长特性，

有助于理解自养型脱氮菌的生长代谢并优化生物

脱氮过程，推进生物脱氮工艺的开发。 

随着研究范围和层次的不断扩展，对于羧酶

体，仍存在以下应用方面的障碍和具有科学价值的

问题值得今后深入研究： 

(1) 羧酶体中不同组成成分的区别和各自是否

具有未知的独特功能仍是困扰研究者们的问题。在

羧酶体不同外壳蛋白之间结构和功能高度一致的

表象下，是否各自有着不可替代的独特功能？羧酶

体中碳酸酐酶数量为何远远超过需要？细胞中的

羧酶体如何高效精准地完成自组装？  

(2) 将羧酶体的众多基因在宿主细胞中高效地

激活、表达，并使表达产物(羧酶体组分)有序组装，

形成羧酶体结构并发挥应有功能仍然是一个技术

难题。研究和应用自养脱氮菌中羧酶体无疑会加快

自养型脱氮菌生长，加强其生物脱氮功能；但由于

羧酶体组分和组装过程均较为复杂精密，致使在自

养型脱氮菌及一些异源宿主中表达羧酶体并发挥

功能依然极具挑战[74]。目前，已实现模式菌大肠杆

菌作为宿主培育出具有羧化能力的大肠杆菌[75-77]，

但成功率不高；通过分析蛋白结构域的相互作用，

人工构建嵌合蛋白，简化羧酶体结构，成功缩减了

羧酶体形成所需的基因，降低了遗传调控与代谢压

力[78]，提高了转化的成功率[79]。要进一步提高羧酶

体在自养型脱氮细菌及一些异源宿主内的转化成

功率，其障碍不仅在于上文所述的简化羧酶体相关

基因表达(包括羧酶体外壳相关基因的简化，内含酶

Rubisco 酶相关基因表达，细胞膜上无机碳转运酶

基因表达的强化，游离碳酸酐酶基因表达的抑制)，

还在于促进羧酶体有序团聚等难题[45,80]。 

(3) 将羧酶体作为一种模式“类细胞器”，把该

种结构拓展应用到其他领域是新的研究热点和发

展方向。通过羧酶体，自养型脱氮细菌的碳同化过

程可更为紧凑而高效。作为一种“类细胞器”，羧酶

体在纳米微反应器和分子支架等一系列前沿科技

研究中具有很高的应用价值[81]。以羧酶体为模式

的“类细胞器”设计细胞内反应、构筑细胞微反应

体系 [82]，除了应用于自养型脱氮细菌的同化生长

上，也可应用于自养脱氮细菌的其他代谢生长和其

他微生物的代谢和生长上。  

(4) 通过研究羧酶体，探明生物演化的谜底、

揭示进化本源的关系是新的尝试。伴随着微生物的

进化，羧酶体呈现出稳定可遗传的变异。厌氧氨氧

化菌、氨氧化古菌等自养脱氮细菌、古菌的系统发

育学研究是目前的热点之一，对于这些微生物羧酶

体的结构功能研究可在其中起到“管中窥豹”的作

用。探明羧酶体的进化机制和羧酶体的分化[83]，对于

揭示自养型脱氮细菌系统发育的谜底至关重要[84]。 
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