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提要   于 1998 年 3 月在青岛市太平角采集裙带菜孢子体,通过破碎、离心制备类囊体膜。

用去污剂 SDS、DOC、DMG 和 DIG 增溶裙带菜类囊体膜, 经 PAGE 分离色素- 蛋白质复合

物,并测定其光谱特性。结果表明, 电泳分离效果与所用的去污剂的种类有关。去污剂不同,

分离到的同一类型复合物的吸收光谱有差异, 捕光色素- 蛋白质复合物的数目、种类及吸收

光谱明显不同。电泳中产生的游离色素的多少也随去污剂种类而异。在 4 种去污剂中, 以

DMG 和 DIG增溶的效果最好, 经 SDS-PAGE 分出 6 种色素- 蛋白质复合物,游离色素较少。
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1977年, Barrett和 Anderson首先用非离子去污剂 T riton X-100 增溶褐藻辐射昆布

( Ecklonia r adiata) ,通过蔗糖密度梯度离心得到 4种色素- 蛋白质复合物( Barret t et al ,

1977)。20年来,不同研究者已用各种方法对其进行了分离和研究, 但到目前为止,从褐

藻的类囊体膜上分离到色素- 蛋白质复合物只有 3 ) 5种, 其中通过聚丙烯酰胺凝胶电泳

( PAGE)技术最多分离到4条色素- 蛋白质复合物( Peyriere et al , 1984)。与高等植物相

比,不仅分离的色素- 蛋白质复合物种类少, 而且不同研究者分离的色素- 蛋白质复合物

数目和种类也不同。有关褐藻光合作用特性的研究, 在国内只有光合作用与光强关系的

研究报道(曾呈奎等, 1981)。由此可见,至今褐藻的色素- 蛋白质复合物分离技术还不很

完善。为此,作者用去污剂十二烷基硫酸钠( SDS)、脱氧胆酸盐( DOC)、癸基- N- 甲基葡

萄糖胺( DMG)和毛地黄皂苷( DIG)作增溶剂, 旨在分析不同增溶剂对裙带菜色素- 蛋白

质复合物分离效果及性质的影响, 以期为进一步完善褐藻的色素- 蛋白质复合物分离纯

化技术提供依据。

1  材料与方法
1. 1  裙带菜( Undar ia p innat if ida )

1998年 3月采自青岛市太平角低潮带石沼。

1. 2  叶绿体的制备

按 Strbac等( 1994)的方法进行。
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1. 3  类囊体膜制备

参考储钟稀等( 1980)方法并稍加修改,类囊体膜悬浮液为含 10%甘油的 50mmol/ L

的 Tricine-NaOH( pH= 8. 0) , - 70 e 冰箱存放备用。

1. 4  叶绿素( Chl)含量的测定

按 Jef frey 等( 1975)的方法进行。

1. 5  类囊体膜的增溶
将类囊体膜与一定浓度的去污剂混匀, 使SDSBChl为 10B1, DOCBChl为 60B1, DMGB

Chl为 20B1, DIGBChl为 50B1( W / W) , 4 e 冰箱内 SDS 增溶 10m in,其他去污剂增溶 2 )

3h, 以上为本实验的最佳增溶条件。

1. 6  凝胶电泳

对Laemmli的 SDS-PAGE( Caron et al , 1987)进行了修改。凝胶由分离胶和浓缩胶

组成。浓缩胶含有 4%的丙烯酰胺( Acr) , Acr 与甲叉双丙烯酰胺( Bis)之比为 30B0. 8,缓

冲液为 250mmol/ L 的 Tris-HCl( pH = 6. 8)。分离胶含有 10%丙烯酸胺, AcrBBis= 30B
0. 8, 缓冲液为 50mmol/ L Tris-HCl( pH= 8. 5)。电极缓冲液为 25mmol/ L Tris-甘氨酸( pH

= 8. 7) ,其中上槽含 0. 05% SDS。电脉在 4 e 条件下进行。

1. 7  原位光密度扫描

在室温下, 用日立 CS-910型双波长薄层层析扫描仪对电泳后的凝胶柱直接进行原位

光密度扫描,扫描波长为 675nm。

1. 8  吸收光谱的测定

将电泳条带切下,用岛津 UV-3000型紫外可见双波长双光束自动记录分光光度计测

定室温吸收光谱。狭缝宽度为 2nm, 扫描速度为 200nm/ min。

1. 9  荧光发射光谱的测定

将电泳条带切下,在低温( 77K)下用日立 F-4500型荧光分光光度计测定。狭缝宽度

为 5nm ,扫描速度为 240nm/ m in。

2  结果
2. 1  去污剂对电泳分离效果的影响

裙带菜类囊体膜在 4 e 条件下用不同去污剂增溶,经 PAGE 分离到的色素- 蛋白质

复合物如表 1。这里需要说明,由于褐藻的色素- 蛋白质复合物电泳条带尚未定名, 在本

文中 PSI 代表光系统 I的色素- 蛋白质复合物, PSI I代表光系统 II 的色素- 蛋白质复合

物, LHC代表捕光色素- 蛋白质复合物。不同去污剂增溶后都能分离到PSI、PSII和

表 1 不同去污剂增溶后的电泳结果比较

Tab. 1  The comparison of the PAGE result s solubilized by different detergents

去污剂/叶绿 电泳结果

去污剂
素( W / W )

增溶时间
电泳条带

复合物数目与种类
游离色素带

PS I PS II LH C

SDS 10B1 10min 5 1 1 2 1

DOC 60B1 2 ) 3h 10 1 1 4 4

DMG 20B1 2 ) 3h 7 2 1 3 1

DIG 50B1 2 ) 3h 7 2 1 3 1
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图 1 不同去污剂增溶的 PSI

复合物吸收光谱(室温)

Fig. 1  Absorption spectra of PS I complexes

solubilized by dif ferent detergents ( at room temperature)

a. DMG; b. SDS; c. DIG; d. DOC

LHC 组分, 但增溶所用去污剂不同,

电泳分离得到的色素- 蛋白质复合

物的条带数目和种类也不同, 游离色

素的含量与去污剂的种类直接相关。

例如 SDS 增溶后, 电泳得到 4 条色

素- 蛋白质复合物带, 1条游离色素

带。DMG和 DIG增溶后得到 6条色

素- 蛋白质复合物带, 1条游离色素

带。DOC 增溶后的电泳条带数目为

10条,但游离色素量很大, 电泳凝胶

中出现 4条不同颜色的游离色素带。

2. 2  去污剂对 PSI复合物的影响

采用 4 种去污剂增溶,经 PAGE

都分离到 PSI 复合物, 但 PSI 复合物

的光谱特性存在一定差异 (图 1、表

2)。在吸收光谱方面, 用 SDS、DMG

和 DIG增溶后, 分离的 PSI复合物叶

绿素 a 在蓝区的吸收峰位于 432 )
436nm, DOC 增溶后吸收峰的位于 432nm。不同去污剂增溶后的 PSI 复合物在红区的吸

图 2  不同去污剂增溶的 PSI

复合物荧光发射光谱( 77K)

Fig. 2  Fluorescence emission spect ra of PS I com-

plexes solubil ized by dif ferent detergents at 77K

a. SDS ; b. DIG; c. DMG; d. DOC

收峰也有差别, 例如 SDS 和 DIG 的吸收峰位于

673nm, DOC和 DMG 的吸收峰位于 675nm。其

中DOC增溶的 PSI复合物在蓝区还有445nm 肩

峰,来源于叶绿素c。4 种去污剂增溶后, PSI 复

合物在红区的 632nm 吸收峰来源于叶绿素c, 在

490nm左右的吸收是来自 PSI 复合物上的 B-胡

萝卜素。在77K荧光发射光谱方面,不同去污剂

增溶后的 PSI 复合物的特性也表现出一定差异

(图 2)。这些复合物都有 2 个荧光发射峰, 分别

位于 675 ) 680nm 和 715nm 处。但不同去污剂

增溶后, PSI 复合物的短波荧光发射峰有差别。

例如 SDS增溶的荧光发射峰位于 677nm, DMG

的位于 676nm, DOC 的位于 675nm, DIG 的位于

680nm。从图 2看出,去污剂对长波荧光发射峰

峰位没有影响, 都在 71 5nm 处。但不同去污

剂在峰高上有区别 , 它们从大到小的顺序依

次为 DMG > DOC> DIG > SDS。

2. 3  去污剂对 PSII复合物的影响

经过 4种去污剂增溶后, 分离到的 PSII 复
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图 3  不同去污剂增溶的 PSI I

复合物吸收光谱(室温)

Fig. 3  Absorpt ion spect ra of PSII complexes solubilized

by dif ferent detergents ( at room temperature)

a. DM G; b. DIG; c. DOC; d. SDS

合物在 77K 的荧光发射峰位于

683 ) 685nm 之间(表 2)。但这些复

合物的吸收光谱差异较大 (图 3)。

例如 DMG 和 DIG增溶得到的 PSII

复合物在 500 ) 550nm 之间有墨角

藻黄素的吸收, 480nm(肩峰)是紫堇

黄素的吸收。除 SDS增溶的 PSII复

合物以外, 其他都有 445nm 肩峰,来

源于叶绿素 c。这些 PSII 复合物的

叶绿素 a 在红区吸收峰差别不大,

位于 670 ) 672nm ; 在蓝区的吸收峰

存在一定差异, 例如 DOC 增溶的位

于 427nm, DMG的位于 430nm, SDS

的位于 432nm, DIG 的位于 433nm。

去污剂不影响叶绿素 c 在红区的吸

收,它们都位于 632nm。

2. 4  去污剂对捕光色素- 蛋白复合

物的影响

在实验中, 捕光色素- 蛋白复合物对去污剂最敏感。采用不同去污剂增溶,得到的捕

图 4  DMG 和 DIG增溶的捕光色素-

蛋白复合物吸收光谱(室温)

Fig. 4  Absorpt ion spect ra of light-harvesting complex es

solubilized by DMG and DIG ( at room tem perature)

a. LHC1; b. LHC2; c. LHC3

光色素- 蛋白复合物条带数目和种

类明显不同 (表 1、表 2)。SDS 增溶

得到 2条捕光色素- 蛋白复合物,颜

色为黄绿色, 其吸收光谱中 432nm

和 670nm 吸收峰来源于叶绿素a ,

445nm(肩峰)和 632nm 吸收峰属于

叶绿素c。DOC增溶后经电泳得到 4

个捕光色素- 蛋白复合物带,颜色均

为黄绿色, 它们的吸收光谱特性一

致,都有来源于叶绿素a的 432nm和

672nm 吸收, 445nm (肩峰)和 632nm

吸收峰来源于叶绿素 c。DMG 和

DIG增溶得到 3 个捕光色素- 蛋白

质复合物带, 颜色分别为桔黄色、褐

色和黄绿色,这 3个捕光色素- 蛋白

复合物的吸收光谱差异很大(图 4)。

黄绿色条带吸收光谱分别与 DOC和

SDS 增溶的捕光色素- 蛋白质复合

物基本一致。桔黄色条带在红区 672nm 的吸收来源于叶绿素a, 叶绿素a 在蓝区没有明
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显的吸收峰,448nm 和636nm 的吸收属于叶绿素c ,在 500 ) 550nm 间的吸收来自墨角藻

黄素, 480nm(肩峰)是紫堇黄素的吸收。褐色捕光色素- 蛋白复合物的叶绿素a 吸收峰

位于 435nm 和 670nm处,叶绿素c的吸收峰位于 450nm(肩峰)和 640nm, 480nm(肩峰)和

500 ) 550nm 的吸收分别来自紫堇黄素和墨角藻黄素。

表 2 去污剂对裙带菜色素- 蛋白质复合物特征的影响

Tab. 2  T he effect of detergents on propert ies of pigment- pretein complexes from Undaria p innatif id a

去污剂
去污剂/叶 吸收峰( nm) 荧光发射峰( 77K) ( nm)

绿素( W/ W ) PSI PS II LHC1 LHC2 LHC3 PSI PSII LHC

SDS 10B1 435 432 432 432 677 683 675

490* 490* 445* 445* 715

632 632 630 632

673 672 671 672

DOC 60B1 432 438 432 675 683 676

445* 445* 445* 715

490 490* 632

632 632 672

675 671

DMG 20B1 436 430 448 435 432 676 685 676

490* 445* 480* 450* 445* 715

632 480* 500 ) 550* 480* 632

675 500 ) 550* 636 550 ) 550* 672

632 672 640

670 670

DIG 50B1 436 433 432 432 430 680 683 674

490* 445* 450* 445* 445* 715

632 480* 480* 480* 632

673 500 ) 550* 500 ) 550* 500 ) 550* 672

632 632

670 672

  注: * 为肩峰

3  讨论
3. 1  根据本文的实验结果, 4种去污剂对褐藻裙带菜类囊体膜上色素及色素- 蛋白质复

合物的影响是不同的。PSI和 PSII 复合物对去污剂的增溶相对较稳定, 4种去污剂增溶

都可分离到 PSI和 PSII 复合物。捕光色素- 蛋白质复合物对去污剂的增溶敏感,不同去

污剂增溶后的结果差异明显。

Barret t等( 1977)报道褐藻的捕光色素- 蛋白复合物与大多数绿藻和高等植物不同,

为墨角藻黄素- 叶绿素 a/ c- 蛋白质复合物(即 FCPC)。以后的研究证实, FCPC在其他

褐藻中( Berkalof f et al , 1981, 1990; Caron et al , 1988; Passaquet et al , 1991; Douady et

al , 1994)普遍存在。作者以 SDS和 DOC为增溶剂, 电泳中分别得到 2条和 4条捕光色

素- 蛋白复合物带, 这些复合物的吸收光谱特性一致, 只有叶绿素 a 和c 的吸收峰,与A-l
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berte等( 1981)报道的通过 PAGE分离糖海带( L aminaria saccharinia)的捕光叶绿素 a/ c

- 蛋白质复合物相同。电泳中没有分离到 FCPC的原因是由于去污剂的影响所致, 即

SDS 和 DOC破坏了捕光色素- 蛋白质复合物中墨角藻黄素与蛋白质的结合, 使其游离于

电泳凝胶柱中。SDS和 DOC 增溶后电泳产生大量含墨角藻黄素的游离色素也充分说明

这一点。Katoh等( 1990)用温和去污剂( octyl sucrose)增溶褐藻幅叶藻( Petalonia f asci-

a) , 通过蔗糖密度梯度离心分离FCPC,同时也得到了黄绿色叶绿素 a/ c- 蛋白质复合物,

他们认为叶绿素 a / c- 蛋白质复合物是 FCPC 的解离产物。DMG和 DIG都是非离子去

污剂,它们对色素及色素- 蛋白质复合物的影响较小。经过 DMG和DIG增溶后,电泳都

得到 3条捕光色素- 蛋白复合物带,它们的吸收光谱明显不同。根据其光谱特性,迁移距

离最大的黄绿色条带( LHC3)为叶绿素 a/ c - 蛋白质复合物。迁移距离最小的桔黄色条

带( LHC1)的吸收光谱与 Passequet 等( 1991)报道的锯齿形墨角藻( Fucus serr atus )捕光色

素- 蛋白质复合物相同, 是 FCPC。中间的褐色条带( LHC2)的吸收光谱与 LHC1 的基本

相似,也是 FCPC。

3. 2  高等植物 PSI 复合物在 77K 条件下有 730nm 长波荧光发射峰 ( Kuang et al ,

1984)。本文分离的褐藻 PSI 复合物缺少 730nm 的长波荧光发射峰,其长波荧光发射峰

位于 715nm 处。此结果与某些褐藻的 PSI 复合物的长波荧光发射峰也有所不同。例如

圆锥顶孢藻( Acr ocarp ia paniculata) ( Barrett et al , 1980a)的位于 728nm。而锯齿形墨

角藻, 同一个实验室的不同研究人员得出的结果也不同, Berkalof f 等( 1981) 报道位于

728nm;Peyriere 等( 1984) 报道位于 720nm; Caron 等( 1985)报道为 726nm; Berkaloff 等

( 1990)在图中位于 715nm, 而文字报道是 720nm。裙带菜 715nm 长波荧光发射与其他杂

色藻如硅藻三角褐枝藻( Phaeodactylum tr icor nutum ) ( Caron et al , 1987)和黄藻肋胞藻

( Pleurchlor is mei ringensis ) ( Wilhelm et al , 1988)的结果相同。关于不同去污剂增溶的

PSI复合物长波荧光发射峰峰高的不同, 以及褐藻 PSI复合物长波荧光发射峰的蓝移变

化,还需进一步研究。

1980年, Barret t 和 T horne 首先报道圆锥顶孢藻的 PSII 组分, 其荧光发射峰位于

694nm( Barret t et al , 1980b)。本文分离的裙带菜 PSII 复合物在 77K的荧光发射峰位于

683 ) 685nm,该结果与糖海带的 PSII复合物的荧光特性相似( Douady et al , 1993)。

3. 3  褐藻类囊体膜色素- 蛋白质复合物的深入研究有赖于分离技术的改进和完善。根

据实验结果,作者认为影响褐藻色素- 蛋白质复合物分离技术的关键是增溶过程中去污

剂的选择和使用问题。DMG和 DIG增溶后,电泳中游离色素较少,而且分离出的色素-

蛋白质复合物多达 6种。因此,在这 4种去污剂中, DMG和 DIG是增溶裙带菜类藻体膜

的理想去污剂。
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EFFECT OF DETERGENTS ON ELECTROPHORETIC SEPARATION AND

PROPERTIES OF PIGMENT-PROTEIN COMPLEXES FROM A BROWN

ALGA UNDARIA PINNATIFIDA

LI A-i Fen,  CHEN M in,  ZHOU Ba-i Cheng
( I nst itut e of Oceanology , T he Chinese A cad emy of S ciences, Qingdao, 266071)

Abstract  T he thylakiod membranes iso lated from a brown alg a Undar ia p innatif ida were solubilized by

deterg ents sodium dodecyl sulfate ( SDS) , deoxycholate ( DOC) , decanoy-l N-methylglucamide ( DMG) and

digitonin ( D IG) at different concentrations ( SDSBChl= 10B1, DOCBChl= 60B1, DMGBChl= 20B1, DIGBChl

= 50B1) . T he pigment-protein complexes were separated by t he SDS-PAGE, and their spectrum characteris-

tics w er e determined. T he results of PAGE separation varied with deter gents. DOC so lubilization yielded 10

pigment- containing bands and resulted in a larg e number of fr ee pigments. SDS solubilization y ielded only 5

pigment- containing bands and lo ts of fr ee pigment were produced. Comparing w ith SDS and DOC, DMG and

DIG solubilization resulted in 7 pigment- containing bands and only a little free pigment. When thylako id mem-

branes were solubilized by different kinds of deterg ents and separ ated by SDS-PAGE, the same pigment-pro-

tein complexes had different absorption and fluorescence emission spectra. The absorpt ion max ima of chloro-

phyl-l a in PSI complexes w ere different in blue and red lights, and its short-wavelength fluorescence emission

max ima at 77K also varied w ith detergent . PSI I complexes tr eated with DMG or DIG had absorption of fucox-

inthin. The light-harvesting pigment-protein complexes ( LHC) w ere also different in number, type and ab-

sorption spectrum. T wo Chl a/ c-protein complexes w ere resolved by SDS and four by DOC, but no fucox-

inthin-Chl a/ c-protein complexes ( FCPC) were separated by SDS or DOC. DMG or D IG solubilization can

yield thr ee types of LHC, of which were tw o FCPC and one Chl a/ c-protein complexes. According to the

PAGE results, t he best separ ation was obtained by using DMG or DIG, in which 6 pigment-protein complexes

w ere r eso lved and a little free pigment w er e produced.

Key words  Undar ia p innatif ida, Detergent, SDS-PAGE, Pigment-protein complexes, Absorption spec-

tra, Fluorescence emissions spectra
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