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提 要

用光合膜片增溶和 , � �一聚丙烯酞胺凝胶电泳方法
,

从固氮蓝藻 击
� 二, 际“

。 ��� � � �。分离

到 � 条色素带
。

迁移率较慢的五条叶绿素蛋白复合体带
,

具有相同的吸收光谱和室温荧光光谱特性
。
它

们的红区最大吸收峰在 � �� 尸鱿 蓝区最大吸收峰在 � � � 川”
。

它们的室温荧光发射最高峰在

�夕�一� � �
� � � 在 � � � , � � � 和 � � � �

� � 都有小峰
。

这些是 �〕� � 叶绿素听特有的
。

我们认为这 �

条带都是属于光系统 � 的叶绿素蛋白复合体
。

另一条迁移率稍快的叶绿素蛋白复合体带为 ��� �。 它的红区最大吸收峰在 �� � � � � 蓝区

最大吸收峰在 � � � � �
。

与 ��� 带相比
,

两个峰均向短波端偏移
。

它们的室温荧光发射最高峰

在 �夕知�
,

没有 � �� 所特有的小峰
。

这些性质说明此带和 � �� 带不同
,

而是和光系统 �� 反应

中心相关的一个复合体
。

迁移率最快的带是游离色素带
。

� � � � 年 � �� �
�

等用 �� � 一聚丙烯酸胺凝胶电泳分 离到两个叶绿素蛋白复合体
,

证明

叶绿素是和蛋白质结合的 �� 。

随着电泳技术的不断改进
,

对叶绿素蛋 白复合体的了解 也

不断深人
。

发现光合膜的叶绿素吸收光谱是复合的
,

并指出色素是以几种不同状态或形

式存在于体内
〔� �。

每一种叶绿素蛋白复合体包含一群以上的叶绿素分子
,

这些叶绿素分

子具有共有的键和独有的吸收特性
。

完整膜的吸收光谱是代表所有这些叶绿素分子群的

吸收总和
〔�� 。

不同植物种由于它们的叶绿素蛋 白复合体的组成及叶绿素分子在其中的排

列不同
,

使它们具有各 自的吸收光谱
。

蓝藻是一类只有叶绿素
� ,

没有叶绿素 � ,

并以藻蓝素和类胡萝卜素为捕光色素的低

等植物
。

与高等植物的垛叠式类囊体膜相比
,

它具有一个简单的膜片结构
。

研究蓝藻光

合膜的叶绿素蛋白复合体
,

对于叶绿素遗传和光合作用演化都具有一定的意义
。

为此
,

我

们选用蓝藻为材料
,

分离了它的叶绿素蛋白复合体
,

并对它们进行了光谱分析
。

本文缩写 � �� � 叶绿素 � � �’� 叶绿素蛋白复合体 � �� � 卜 � 聚丙烯凝胶 电泳 二 �,� 泛

�� ��� 光系统 �� � � � �� 十二烷基磺酸钠 �
‘

� ��� 三羚甲基氨基甲烷
。

吸收光谱承武汉大学化学系冯勇跃同志测定 �胶条原位扫描承我所朱兰菲同志测定
。

院北京植物所储仲稀
、

许春辉和李桐柱等同志的帮助
。

在此一并致谢
。

�� � 年 � 月 � � 日收到
。

藻蓝素 � �� �� 光系统

工作巾还得到中国科学

�, 二
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材 料 和 方 法

�一� 实 验 材 料

固氮蓝藻 才解撇印�� �
�

夕��  用修改的 �� ���
一

� � �� 培养基于 �� ℃ 通空气培养
。

用 � 文

�� � 日光灯和 � �� � 钨丝灯交替光照
,

光强为 �
,

�� ��
� ,

每天光照 �� 小时
,

生长 � 天收集
。

�二 � 光合膜片的分离

离心收得的藻体
,

悬浮于少量 。
�

�� �� 磷酸缓冲液 �� � �
�

�� 中
,

转放到液氮 中冻结
,

然后取出在冰箱中融化
,

反复 �一� 次
。

离心后弃去蓝色上清液 �或加硫胺沉淀供研究藻

蓝素用 �
,

立即用蒸馏水洗绿色沉淀表面一次
,

除去残留的藻蓝素
。

此沉淀即为光合膜片
,

贮于液氮中待用
。

�三� �� �
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳

采用不连续系统管状 �� � 一聚丙烯酸胺凝胶电泳
,

以 � �� ��
��� 阴 的方法为基础稍加修

改
。

凝胶管 �
�

� � � ��
。

分离胶组成
� 斗� �� � � � ��一� � � ��� �

�

� � �
, �

�

� � 多 过硫酸胺 �� �
�
� 和 �

�

� �多 �
,

� ,

�’
,

�’
一

四甲基乙二胺 �� �� � � ��
�
�

, �
�

�并 �� �
。

胶浓度为 �
�

�务
。

浓缩胶组成
� � �  � � � ���一� � � �� � �

�

� � �
, �

�

� � 务过硫酸胺 �� �
�
� 和 �

�

� � � �
,

�
,

�
, ,

� 仁四甲基乙二胺 �
�

� � �
、

�
�

�多 �� � 。 胶浓度为 � 多
。

丙烯肤胺
� �

,

�
‘一

亚 甲基
一

双丙烯酸胺一 � �
� �

�

�� � �� �
。

上槽电解缓冲液为 �� � � � �� 用硼酸调整 � � 至 �
�

��
,

加 �
�

�务 �� � 。 下槽电解缓

冲液为 � � � � � �
� �� ,

用 � �� 调整 � � 至 �
�

� � �

样品处理
�
取光合膜片制剂以 �

� ��� � � � �� � � , � � 的 比 例 加 人 �外 � � ��� � 一 � � � �

� �� 
一

�� � � 抗坏血酸增溶液
,

在冰箱中用磁力搅拌增溶 �� 分钟
,

离心去沉淀
。

上清液为

叶绿素蛋白复合体制剂
,

加蔗糖使最后浓度为 �� 多
。

每管加样 � �� �
,

电流 � 毫安
,

电泳

持续时间为 �
�

�一� 小时
,

在 �℃ 条件下进行
。

�四 � 光谱分析

吸收光谱测定
�
将凝胶柱中的色带分别切下

,

直接用岛津 ��一 � �� 二波长双光束分

光光度计进行可见光扫描
,

扫描波长 �”一夕� �� �
。

室温下荧光光谱测定
�
将数条凝胶柱的相同色素带切下

,

用增溶液浸泡
,

浸出液用

��一 � � � 数字显示荧光分光光度计测定
。

胶条原位吸收光谱扫描用 ���� 卿
��� � � �� 测定

。

实 验 结 果

�一 � 光合膜的叶绿素蛋白复合体

在我们的 �� � 一聚丙烯酞胺凝胶电泳的条件下
,

从 � � ��召。貂 ��
�

� �� � 的光合膜分离
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犷卜离�
� �� �

图 � � 二
�� 配

� � � �
�

� �� � 叶绿素蛋白复合体的
�� �

一�� � � 柱
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.
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得到 7 条含叶绿素带
,

其中 6 条为叶绿素蛋白复合体
,

主要含叶绿素
a
和少量类胡萝 卜

素 ;一条为游离色素
,

它含有少量的叶绿素和藻蓝素
,

大部分为类胡萝 卜素
。

根据它们的

迁移率
,

我们将它们分别命名为 e PIb、 e P I
a 、

e P I

、

e P I
C 、

c P I d

、

e p
。

和 Fp (图 l ,
2

)

。

( 二) 叶绿素蛋 白复合体的吸收光谱

SD S一聚丙烯酞胺凝胶电泳从 A 械b讹解
,
P

.

夕12 0 的光合膜中分得的 7 条含叶绿素带

中
,

5 条迁移率较慢的为 c PI 群叶绿素蛋 白复合体带
,

它们的吸收光谱很相似 (图 3)
。

红

区的最大吸收峰在 676nm ,

蓝区最大吸收峰在 斗3 8 n m ; 在 500
nm 处有较宽的肩峰

,

这是

类胡萝 卜素所致
。

它们在 6夕o
n m 的原位扫描(图 2)

。

从它们的电泳迁移率和吸收光谱来

看
,

和高等植物的 p 二 。一
e h l

a 一

蛋白复合体
【, , ‘’, “

,
‘5 ,
相似

。

迁移率稍快的 CPa 带的吸收光谱和 cPI 带的吸收光谱不一样 (图 4)
。

它的红区吸收
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,

蓝区最大吸收值在 436
nm 。

与 CPI 比
,

两个峰值均偏向短波段
。

它

和 50Onm 的峰都没有 CPI的那么明显
。

从它的特征看
,

和 A nde
rso n〔, , 用 SD S

了Z/j
汉甘罗
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电泳从菠菜类囊体膜分离到的 CP a 带相似
,

乃是和光系统 11 反应中心有关的叶绿素蛋白

复合体
。

( 三 ) 叶绿素蛋白复合体的室温荧光光谱

我们用各叶绿素蛋白复合体的凝胶切片浸出液测了室温荧光激发光谱和荧光发射光

谱
。

激发波长为 435
nm 时

,
e p l 的发射最高峰在 6夕2一6夕3

n m
,

在 710
,

7 3 2 和 74 0n m 都

有小峰(图 SA );而 cP
a
的发射光谱(图 SB )和 c PI 的不同

,

它只有一个发射峰位于675
nm 。

两者的激发光谱有些相似(图 6)
。

以 67 onm 为发射波长
,

它们在 414
nm 和 435nm 都

有激发峰
,

只是 CPI 在 414nm 的激发峰较 435
nm 的峰高

,

在 38 , n m 有一小峰
,

而 CPa 的

414nm 和 435nm 峰差异较小
,

3 8 5
n

m 只是一个肩吐条
。

丁

B 一厅|
!|11

架洲卡粼常见粉

65() 7 00 7 5() 650 7 OQ

会z支长(nll飞 )

图 5 c PI
,

c P a

胶切片浸出液的室温荧光发射光谱
。

激发波长 435
n n , 。

A 为 C p l, B 为 C p a

Fig
.
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5 C J
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无论从荧光激发光谱还是发射光谱来看
,

蓝藻 才na占a e , ‘ s
p
.
夕一2 0 的 ep l 带和 M oh

anty

等
『8J
所测得的菠菜 P700 一

c h l
a 一

蛋 白复合体的荧光光谱很相似
。



水 生 生 物 学 报 第 9 卷

AAAAA

iii

444144444

{{{{{{{
rrr 可可可

绷燕长粼龙亚去

另5 0 4 00 4 5 0 3 5()

波长 (;1, n 〕

吐0 0 吐异,

图 6 C PI 、
c

Pa 胶切片浸 出液的室温荧光激发光谱
。

发射波长 67Onl ll
。

A 为 c PT ,
B 为 c P〕

F 1 9
.

6 F l
u o r e s e e n c e e x e

i
t a t

i
o n s p

e e t r a o
f C PI

a n
d C p

:。 一:n
(1
。 r r o o z l l t e 一1 , p e r a t t 一:分

i
n P A G E g e l

s
l i
e e e x t r a e t

.

’

]

’

l

i e
e

t l l

i

s s

i

o n

w

a v
e

l

o
n

g
r

h i

、
6 7 0

n
m

,

A i

、 c P x
,

B 1
5 ( Z P

; .

讨 论

蓝藻是一种原核生物
。

从核相来看
,

它比较原始;从它的色素组成来看
,

它没有叶绿

素 b 而有大量的藻蓝素
,

能在不破坏膜结构的情况下把它们除去
,

使膜制剂含较少的色素

组成
。

因此
,

研究这种膜中叶绿素的组成较高等植物方便
。

蓝藻光合器的组成和功能与高等植物十分相似
〔6 , 。 它也含有两个光合系统和一个相

同的光合电子传递组分
。

如将蓝藻的叶绿素蛋白复合体与高等植物及光合细菌的进行比

较
,

它与前者更为密切[ls1
。

我们从 A na ba 胡a sP
.
7 12 0 分离到的几条叶绿素蛋白复合体的

色素组成和吸收光谱
、

荧光发射光谱及激发光谱特性
,

都与高等植物十分相似
〔7 ,8, 11 ,l2

,
14 ,l , , ,

也证实了这一点
。

我们从 A加ba
。: a s p

.
7 1 2 o 的光合膜中分离到的 CPI 和 CPI

a
带的吸收光谱与 A nd ers on

( 19 75 )
〔‘, 从菠菜中分得的 ep l和 Cpla 带

、

R
e
i
n
m

a n 和 T hornber( 1979 )
L, 。J
从蓝藻 尸h o , m

-

id 扬m 扬厅面。 分得的 A
、

A
一n 带类似

。

它们的室温荧光激发光谱和发射光谱和 M oh an ty

等 ( 197 7)
〔8 , 测得的 p

70 。一C h l a 一蛋白复合体带的室温荧光光谱相近
。

在 710
,

7 3 0 和 7斗o n m

都有荧光发射峰
。

这些峰恰恰是 CPI 叶绿素所特有的
〔81 。 除这 2 条带外

,

我们还分离到

3 条 epl 带
,

即 e p lb
、

e p l
e 和 eP Id

。

它们的吸收光谱和荧光光谱都和 Cpl 及 Cpla 带十

分相似
,

但它们的电泳迁移率不同
,

这可能是叶绿素与不同的多肤相结合所致
。

根据这些

性质
,

我们推测 Cp la 、 C P x b
、

C P I
c

和 Cp ld 为 cp l 的不同寡聚体
。

由此说明 A , a b a e , a

sP

.

7 1 2 。的光合膜中属于光系统 I的叶绿素蛋白复合体至少有 5 个
。

另一 条 Chl a一蛋白复合体带是 cPa 带
。

它的吸收最高峰在 672
n m 和 436

nm
,

都较
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C PI 带向短波段偏移 ;室温荧光光谱只有 675
nm 一个峰

,

没有远红光的几个小峰 (710
,

73
2 和 74onm )

。

这些性质说明 CP
a
带显然与 C PI 带不同

,

它不是和 PSI 反应中心相关的

蛋白复合体
。

从 Cpa 带的光谱性质看
,

与 R einm am 和 T hornber ( 19 79)
〔, o , 的 A 一

2 带
、

A
n
d
e r s o n

(
1 9 7 5

)

〔‘,
的 Cp

a
带及 Brow n ( 19 50)〔

‘, 的 Cp
a;
带相近

。

说明我们从 A , a b a 。。a s p
.

夕1 2 0

光合膜分得的 CPa 带可能是与光合系统 n 反应中心相关的一个复合体
。

从反复分离 中发现 CP
I 的 , 条带的色素浓度比例并不恒定

,

但这些变化不影响其光

cP a 带极不明显
,

似与生长期有关
,

尚须进一步研究
。
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