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摘要
�

研究了盐生杜氏藻细胞的光合特性获知
�

��� 在 � �� 一��� �� 波长范围
,

出现三个吸收

峰
,

分别位于 ���
,

� �� 和 � �� � � 处 � ��� 测定了该藻细胞内 �冲 � � ���比值
,

钒酸钠处理可以提

高 �仰 � ��� 比值 � ��� 以培养液为反应介质
,

测出该藻细胞的光合放氧
,

钒酸钠抑制放氧速

率
�
�� �用调制式荧光计测出该藻细胞的 ��

,

�� 以及经间隔饱和光脉冲引起的 ��
,

表明盐生

杜 氏藻具有正常的光系统结构
�
��� 该藻细胞可诱导可逆的光状态转换

,

光系统 �� 电子传递抑

制剂 �� �� � 和磷酸醋酶抑制剂 � �� 均阻止光状态 �� 向光状态 �转换 � �� 提取了该藻细胞和

经氯霉素处理的细胞类囊体膜蛋白制剂
,

经 � � �一�� � �分析表 明
,

两者蛋白带的分布有所差

异
。
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一� ��一� � ! ���� � �� �一� �

盐生杜 氏藻 � �� �� ��� � 、�� ��� 系单细胞绿藻
,

能在较高盐浓度下 ��� �� � �� 的培 养液

中生长
,

其细胞 内大量胡萝 卜素和甘油的可利用性受到人们重视 �’
,

� �
。

�
�

, �� �� � 细胞只含

有一个叶绿体
,

对于研究光合膜结构和功能的关系
,

亦显示其制备简单快速
、

制剂中叶绿

体发育均一等优越性
。

光合能量转换的几个重要步骤反应都是在叶绿体类囊体膜上进行

的
。

高等植物叶绿体类囊体膜结构的形成及其影响因子的研究一直受到人们的重视
。

相

比较 �
�

、�� �� “
光合特性的研究甚少报道

。

在研究叶绿体类囊体膜蛋 白质生物合成 过程

中
,

作者较为系统地研究 了 �
�

、�� �� � 的光合特性
。

� 材料和方法

�
�

� 细胞的培养和生长 �
�

� �� �� �
接种在改进的 � �� 等�� 的无菌培养基内培养

,

温度为

� �℃
、

光照强度为 � � ��
, �飞

�

��
一 ’� 一 ’,

光暗周期 �� � � �  
,

培养 ��一 �� �
。

每隔 � � 取样
,

分

别进行细胞生长量
、

叶绿素量和蛋白质量的测定
。

获得结果 如下
�

�� 在 �� �� � �的 � ��

中
,

细胞 的生长量 随生长期的延长呈相对的直线关系
� �� 在 ��

�

�
,

�
,

�
,

�
�

�
,

�� � � �� � �� 四种

盐浓度的培养液 中
,

培养 � � � 左右
,

叶绿素量达到最高
� �� 蛋 白质含量在生长期为 �� � 时
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�
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达到最高
,

其后呈下降趋势
。

据此
,

采用含 �� �� � �的 �� � 培养基进行培养
。

分离提取膜

蛋白采用生长期为 � � � 的藻细胞
,

荧光测定则用生长期为 �� 的藻细胞
。

�
�

� 级霉素处理 在培养 ��一 ��� 的藻培养液中
,

加人用乙醇溶解 的氯霉素
,

使其最终浓

度为 �
�

�� �� � �
,

再培养两天后测定
。

�
�

� 吸收光谱的测定 采用 � � 一� � � �双波长双光束分光光度计测定藻细胞的吸收光谱
,

波长范围为 � � �一 � � �
� �

·

�
�

� � � � � � �  比值的测定 将藻体细胞悬浮于含 �� � �� � � � � ��
,

的培 养液 内
,

分装成

每管 �� �
,

叶绿素浓度为 �
�

�� � � � �
,

在 � �℃照光 ��� �� 后置沸水浴 �� �� 杀死
,

再加 �� �

沸水
,

冰浴冷确后超声破碎 �� ��
,

置 一 �� ℃的冰箱备用
� 钒酸钠处理是在照光 �� �� 后加

人钒酸钠 �最终浓度为 � � � �� ��� 再照光 �而
�

。

��� 和 � �〕�的测定按王维光等 �� 方法
。

�
�

� 依赖 � �
�

的光合放氧的测定 经 � � � � �� � �� 离心收集的藻体悬浮于新鲜的培养液 内
,

叶绿素浓度为 �� 协�� � �
,

用氧电极法进行测定 �� 
。

�
�

� 叶绿素
�
荧光的测定 取叶绿素含量为 �

�

�� � � � � 藻细胞
,

按 � � ���
�

�� �等的方法
,

在室温条件下
,

用调制式荧光仪 �� �� �英国 �
��� � �� �� 公司制造 �进行叶绿素

� 荧光动力学

的测定
。

状态转换的测定�� 取接种后培养两天的 �
�

、�� �� � ,

测定前先暗适应 �� � �� �
诱导

�� 则用每间隔 】� � 加饱和脉冲光照 ��
。

远红光 �大于 � �  � � �光照处理 �� � � �
使用抑制

剂的浓度
,

�〔� � 为 ��卜� � �� �
,

�� � 为 � � � � � �� �
,

处理时间均为 ��� ��
。

�
�

� 类囊体膜蛋 白的分离和提取 将 �
�

� �� ��� 培养液经 � � � ��� � � 离心 � � � 
,

收集藻细

胞
,

用 � � � ��
�

�� � �� � ��� � � � ,

��   �!∀ # ∃ %& �,

l o

tnm

o
l / L K C I

,

p H 7

.

8
) 缓冲液洗 涤一

次
,

再经 80 00r/m in离心 10m in
,

收集的藻细胞用 T K 缓冲液 (20m m
ol/ L T ri s

,

1 0

mm

o
l / L

KC

I

,

p H 7

.

8 ) 悬浮至叶绿素为 o
.
sm g/m L 左右

,

在冰浴 中超声破碎 3m i
n ,

然后经 Z0 00r/m in

离心 Zm in
,

弃去沉淀
,

上清液再经 18 00 0r/ m i
n离心 20 m in

,

收集沉淀用少量 ST K 悬浮
,

加人

cH A P s 使其最终浓度为 2% (v/ v)
,

叶绿素浓度为 1
.
om g/m L

,

在冰浴中搅拌 30 m in 后
,

经

18 x 10 , g 的离心
,

沉淀经悬浮后对 T K 缓冲液透析过夜
,

次 日经 Zo00r/ m in 离心 10 m in
,

收

集上清液即为膜蛋白制剂
,
一 2 0 ℃保存备用[8]

。

L S 其他测定 A仰 酶活性 的测定按参考文献 [91 的方法
。

叶绿素和蛋 白质的测定及

S
DS

一P A G E 按前文[8] 所述进行
。

结果和讨论

2. 1 吸收光谱

根据细胞光谱学原理
,

用分光光度计对 D
.
、
al i

na 细胞进行吸收光谱测定
,

在 680
、

4
85

和 4 40nm 波长处有三个吸收峰
,

叶绿素
a的吸收峰在 680 nln 和 44 0fim 处

,

类胡萝 卜素的吸

收峰在 485 nTn 处
,

这与高等植物叶绿体的吸收光谱极为相近
,

表 明 D
.
、
al i

na 的叶绿体结

构与高等植物叶绿体的结构相近 (图1)
。

2.
2 细胞内A T P /A D P比值的变化

细胞 内的 A TP /A D P比值反 映了细胞内产生 A 仰 和消耗 A仰 之间的平衡
,

是细胞 内

能量转换
、

物质代谢及相 关细胞器活动状况的一项具有生理生化意义的指标
。

从实验结

果可见
,

正常的 D
.
、
al in a 细胞内的 A仰/A D P比值为 0

.
21

,

而经细胞质膜腺三磷酶的抑制
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剂钒酸钠处理后 的细胞 内 A TP /A D
P比值有所提高

,

达到 0
.
28

,

这可能因 D
. :al ina 的细胞

质膜腺三磷酶受钒酸钠的作用
,

使 A TP 的积累增加
,

或者 A TP 的消耗减少
。
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2. 3 光合作用放氧

光合放 氧涉及光合电子传递
、

磷 酸化和碳素固定
,

取决于光合器 内同化力 的形成

以及 光合器内外膜 的完整
。

利用氧电极法测定小麦 叶肉组织
、

完整 叶绿体和蓝藻细胞

的光合放氧 已有报告 [l2]
。

收集培养的 D
. :al in “

,

以培 养液为反应介质
,

进行 了光合放

氧的测定
,

经光照出现诱导期
,

而后放氧速率趋 向最大
。

测试前加人钒酸钠到反应介质

内
,

发 现 钒 酸 钠 明显 延 长 D
.

、
al in a 细 胞 光 合 作 用 放 氧 的诱 导 期

,

同 时 亦 抑 制 放

氧 (图2)
。

2. 4 叶绿素
a
荧光变化

植物体内叶绿素荧光信号包含了十分丰富的光合作用信息
,

而且极易受外界环境条

件的影响而变化
。

叶绿体光系统 n 还原其原初醒受体 Q
A以及氧化 心 的能力均可通过光

照和暗适应而诱导的叶绿素
a
荧光的变化反映出来

。

利用调制式荧光动力学计测定 了 D.

sal l’n a 细胞的叶绿素 a荧光动力学曲线
。

首先按不同光量密度对 D
. :al ina 细胞的 Fv 压h

l

的比值的影响进行 了测定 (图 3)
,

这个 比值反映了光系统 n 的活性
。

即随着光量密度的增

加
,

Fv
/

Fm

的 比值 下降
。

在 300
,

6 7 5 和 12 00卜m o l
.
m

一 ’s 一 ‘

三种光量密度 的光作用下
,

D

.

sa lin

a 细胞的 Fv /Fm
比值下降至最低点处

。

在 1200“m of
.
m

一 ’s 一 ’

光照后的 10而
n ,

据此选

用 1200卜m ol
.
m

一 ’s 一 ’

光量密度进行藻细胞叶绿素
a
荧光动力学 的测定 (图 4)

。

调制式荧光

计可测出藻细胞的瓦值
,

一般认为
,

光系统 n 在暗适应期间可用极其微弱的光激发而处于

开启状态
,

瓦则代表在此状态下所测出的叶绿素 a荧光的暗水平
,

由饱和光脉冲引起的最

大荧光 Fm
及其后每 间隔 lm in 的光脉冲所引起的蛛

,

均表示 D
.
sa lin

。 细胞具有如高等植

物叶绿体光系统 n 相近的结构和功能11
’]

。
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2. 5 光状态转换

在上述实验结果的基础上
,

研究 了 D
.
、
al in a 细胞内与激发能在两个光系统之间分配

有关联的光状态转换
。

暗适应后的藻细胞经饱和光脉冲出现最大荧光 R
ll, 即处于状态 IIa

停止饱和光脉冲
,

加照远红光 10 m in 后
,

则可诱导出现光状态 I
。

从图 5 可见
,

状态 I的 R
ll

值要高于状态 n 的
。

较为准确的是 以荧光参数 Fm /巩比值来表示
。

在状态 n
,

Fm

/ 瓦=

1
.
95

,

而在状态 I这个 比值为 2
.
17

。

一般情况下这种光状态的转换是可逆的
。

S
ch rei be

r

等[v]

曾在蓝藻细胞加远红光照射诱导出现光状态 I
,

D

.
,
al in a 的实验的结果与 Sc hrei be

r等是

一致的
。

在远红光照前加入磷 酸醋酶抑制剂 Na F
,

则严重抑制这种可逆 的转换
,

表明 D.

sa li na 细胞内的磷 酸醋酶的活性左右着其光状态的转换
。

在样 品中加人光系统 n 电子传
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