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[摘要 ] 研究了高温处理对菠菜类囊体膜蛋白亚基和光谱特征的影响.结果显示, 高温处理后,内周天线 CP43、

放氧外周蛋白 33 000降解明显,而外周天线 LHC II发生聚集;随着处理温度的增高, 菠菜类囊体膜的吸收光谱和

荧光发射光谱明显下降 ,而且峰位发生蓝移, 这说明高温处理破坏了类囊体膜的结构, 影响到对光能的吸收. 而

35 高温处理下, 随着处理时间的延长,吸收光谱和荧光光谱也呈现下降趋势, 但与不同温度处理相比 ,下降程

度略缓, 这说明类囊体膜在 35 长时间处理表现出的耐受性比在高温短时间处理条件强.
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Abstrac t: The e ffect o f h igh tem pera ture on prote in subun it and spectra charac teristic of thy lako id o f spinach w as studied

in this paper. The resu lt show ed that CP43 subunit, ex trins ic oxygen evo lution subunit 33 000 degraded ma rked ly but

LHCII agg rega ted under high tem perature treatm ent. The abso rption spectra and fluorescence spectra decreased signifi

cantly, and the peak po sition b lue shifted. It dem onstrated tha t the structure of thy lako id and light abso rption we re de

stroyed w ith increase of tem pe rature. The abso rption spectra and fluorescence spectra also decreased under 35 trea t

m ent w ith pro longation o f treating tim e. In contrast, the decrease extent o f absorption spectra and fluo rescence spectra

w as sm a ller than that o f under different high temperature treatm ent. It ind icated that the to lerance ab ility o f thy lako id un

der long tim e treatm ent a t 35 w as h igher than that o f under sho rt tim e trea tm en t at h igh tem pera ture.
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已有的研究表明,在高温胁迫引起的众多生理变化中,光合作用是最敏感的,进一步研究证实,叶绿体

高温处理后导致光合反应的热失活是在不耐热的类囊体膜上
[ 1- 3]

. 类囊体膜的稳定性对高温逆境中植物

的光合效率有直接作用,它的稳定性在很大程度上影响着其他生物膜的稳定性, 具有高温逆境信号的放大

作用. 因此类囊体膜的稳定性可能与高温伤害密切相关. 植物类囊体膜上的光系统 II复合物 ( photosystem

II com plexes, PSII)和光系统 I复合物 ( photosystem I com plexes, PSI)是进行光合作用的重要场所. PSII的主

要功能是吸收光能,进行光诱导的电荷分离、电子传递和催化水的光解. PSI吸收的光能诱导电子从膜内

侧的质体蓝蛋白传递至基质侧的铁氧还蛋白, 还原的铁氧还蛋白可被 Fd NADP
+
氧化还原酶所利用而生

成 NADPH.菠菜 (Sp inacia oleracea L. )为耐寒性蔬菜,温度高于 25 时生长受阻,它是研究光合作用的模

式植物.高温对蔬菜等作物的影响已有很多报道
[ 4- 6]

, 但对菠菜的类囊体膜蛋白亚基和光谱特征报道不
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多.作者对高温胁迫下菠菜类囊体膜 PSII和 PSI的蛋白亚基和光谱特征进行了研究, 初步探讨高温对菠菜

的伤害机理.

1 材料和方法

1 1 材料

材料为菠菜 ( Sp inacia oleracea L. ),购自南京本地市场. 参照笔者
[ 7, 8 ]
的方法,制备具光化学活性的类

囊体膜.高温胁迫处理方法参照 Tang等
[ 9]
的方法.

1 2 SDS PAGE

按照 Shan等
[ 10]
的方法,分离胶和浓缩胶的浓度分别为 15%和 4%.分离胶中加入 6mm o l/L尿素以提

高分辨率,先用 80 V稳压电泳, 溴酚兰进入分离胶后再改用 120 V稳压.

1 3 光谱测定

吸收光谱用天津港东 UV4501分光光度计进行检测,扫描速率为 100 nm /m in, 分辨率为 0 5 nm; 样品

中 Chl浓度调至 10 g /mL.荧光光谱用天津港东W GY 10荧光分光光度计检测,样品中 Chl浓度调至 10

g /mL. 激发光波长为 436 nm,激发狭缝和发射狭缝分别是 10和 5 nm.

图 1 不同温度处理 5m in后的类囊体膜蛋白

复合体的 SDS PAGE

Fig. 1 SDS PAGE of thylako id com plexes after treating w ith

different tempera ture for 5m inutes

2 结果与分析

2 1 不同温度处理的类囊体膜蛋白亚基组成

由图 1可以看出,类囊体膜复合物的主要多肽

包括 PSI反应中心蛋白质亚基 PsaA和 PsaB; PSII

中相对分子量分别为 47 000、43 000和 28 000的内

周天线蛋白 CP47、CP43和外周天线蛋白 LHC II, 32

000的 D2蛋白,此外, 还包括相对分子质量分别为

33 000、23 000和 17 000的 3个放氧外周蛋白,这与

前人的研究结果一致
[ 11]

. 随着温度的升高, 放氧外

周蛋白 33 000降解明显,这可能是导致高温处理后

类囊体膜蛋白质复合体放氧活性丧失的主要原

因
[ 12]

;此外, 45 外周天线 LH C II含量增加, 这可

能与高温处理后的外周天线聚集有关
[ 9]

;但高温处

理后的内周天线 CP43消失.

2 2 不同温度处理和不同时间处理的类囊体膜吸

收光谱

从图 2可以看出, 25 处理后的类囊体膜吸收

光谱主要有 3个吸收峰: 436 nm, 470 nm和 675 nm. 436 nm和 675 nm主要是 Chl a的吸收峰; 470 nm主要

是 Chl b和胡萝卜素类的吸收峰
[ 13]

. 从图上还可看出,类囊体膜吸收峰的面积随处理温度的增加表现出下

降趋势,红区最大吸收峰发生蓝移,这说明高温处理破坏了类囊体膜的结构,影响到对光能的吸收.

从图 3可以看出, 35 条件下,与处理 15 m in相比, 在处理 30m in后的类囊体膜吸收峰的面积略有下

降;随着处理时间的进一步延长,吸收峰的面积下降明显,但峰位没有变化. 这说明, 35 处理下,随着处理

时间的延长,尤其是 45 m in后,类囊体膜的捕光能力明显下降; 但峰位没有变化,这说明类囊体膜在 35

长时间处理表现出的耐受性比在高温短时间处理条件强.

2 3 不同温度处理和不同时间处理的类囊体膜荧光发射光谱

从图 4可以看出, 25 处理后的类囊体膜的荧光发射光谱主要有 2个荧光发射峰, 685 nm和 750 nm.

685 nm是类囊体膜 PSII的荧光发射峰; 750 nm是类囊体膜 PS I的荧光发射峰. 温度的升高, 685 nm的荧光

发射峰明显降低,并发生蓝移;这说明,类囊体膜 PS II的荧光发射光谱对高温非常敏感,尤其是 45 后,荧

光发射峰更是显著降低. 685 nm表示了内周天线 CP43、CP47和 PS II反应中心色素之间达到单线激发态

平衡的荧光
[ 14]

,其明显降低可能与内周天线 CP43在高温条件下受到破坏有关 (图 1) .而 PSI的荧光发射
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峰略有下降,这说明 PSI对高温的耐受性比 PSII强.从图 5可以看出, 35 处理条件下,随着处理时间的延

长,类囊体膜蛋白复合体的 PSII荧光发射峰也呈现下降趋势, 但与不同温度处理相比, 下降程度略缓,这

说明类囊体膜 PSII在 35 长时间处理表现出的耐受性比在高温短时间处理条件强.但高温短时间处理

下,类囊体膜的 PSI荧光发射峰基本没有变化.

3 讨论

本文的研究结果表明, 菠菜类囊体膜对高温变化比较敏感,尤其是高温 45 处理后, PSII荧光发射峰

明显降低, 685 nm表示了内周天线 CP43、CP47和 PSII反应中心色素之间达到单线激发态平衡的荧光
[ 14 ]

,

其明显降低可能与内周天线 CP43在高温条件下受到破坏有关 (图 1). 从图 1还可看出, LHC II蛋白随温

度处理的升高, 含量增加. 这可能是在高温胁迫下 LH C II通过聚集实现热耗散的一种保护方式, 这与

Tang
[ 7 ]
的研究结果一致. 从荧光发射光谱 (图 4和 5)可以看出, PSI对高温的耐受性比 PSII强; 电泳结果

也表明,高温处理下, PS I反应中心蛋白质亚基 PsaA和 PsaB并没有发生降解, 其耐热能力较强.此外,从
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荧光发射光谱可看出,在 35 条件下,菠菜类囊体膜对处理时间的延长表现出的耐受性比温度变化强.这

可能与在一定高温范围内,类囊体膜脂对类囊体膜蛋白复合体的保护有关. 在高等植物中, 膜脂也是植物

细胞中重要的组成部分,关于通过脂质体模拟膜蛋白所在的膜脂环境, 研究膜脂和膜蛋白在高温胁迫下的

交互作用,目前正在研究中.
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