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提要 采用蔗糖密度梯度离心法分离纯化大叶藻类囊体膜，经10％ SDS增溶后，用蔗糖密 

度梯度超速离心分离其色素蛋白质复合物。经稳态光谱分析、DCIP光还原活性测定及 P㈣、 

差示光谱检测结果表明，20％蔗糖层的CP3和40％蔗糖层(上)的CP4为PSⅡ复合物，具有光化 

学活性；40％蔗糖层(下)的CP5为PS I复合物，其 特征吸收峰位于695nm处。CP3和CP4的 

DCIP光还原活性：CP3为34．27微电子当量／(mg chl·h)，CP4为7．29微电子当量／(n1g c}ll·h)。 
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类囊体膜具有一些功能不同的色素蛋白质复 

合物，如PS I、PsⅡ和B f等。其中Ps I和PsⅡ 

分别由它们的反应中心复合物和捕光色素．蛋白 

质复合物组成，起光能吸收、传递和转化的作用， 

因而在光合作用中占有关键的地位。目前已对陆 

生高等植物 Ps I、PsⅡ的组成、结构以及能量传 

递过程进行了较为深人的研究，但是对于海洋生 

物光合作用的研究比较少。 

大叶藻(Zostera marina L．)是在海洋中进行 

沉水生活的高等单子叶植物，具有完整的根、茎、 

叶结构，在海水中完成整个生活史，包括开花、传 

粉和结果等。一般认为，陆生植物起源于海洋(储 

钟稀等，1986；仵小南等，1991)；然而大叶藻等 

海草却是从陆地起源，推测是光合生物从海洋进 

化到陆地后，陆地光合生物中有一部分重返海洋， 

逐渐适应了海洋环境(周百成等，1995)。因此， 

开展大叶藻的研究对人类认识陆生单子叶植物 

(如水稻、小麦等经济作物)的抗盐机制、光合生物 

进化以及大叶藻在生态系统中的作用等方面有重 

要的启示作用。 

目前有关大叶藻的研究主要在其解剖结构、 

生理学和生态学方面，如研究大叶藻与其附生生 

物之间的互生关系，作为环境污染指示植物的研 

究，研究大叶藻在生态系统中的作用，及其限制因 

子的研究等(Beer et al，1980；Maria et al，2000； 

Burkholder et al，1992；Zimmerman et al，1991)。 

大叶藻耐盐机制的研究也有少量报道(叶春江等， 

2002；Fukuhara et al，1996；Beer et al，1980)。而 

在大叶藻光合作用方面的研究很少，高振泮等 

(1995)曾用ca 和胰酶处理大叶藻叶绿体膜，研 

究激发能在 PSⅡ和PS I之间分配变化的机理。 

有关大叶藻光系统结构与功能的研究目前尚未见 

报道。作者以大叶藻为材料，分离得到具有天然 

光谱活性和光化学活性的PS I、PSⅡ复合物，为 

深入研究大叶藻的光合生理，进而揭示陆地生物 

重返海洋后对海水环境的适应机制奠定基础。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

新鲜大叶藻(Zostera marina L．)于2002年 3 

月采自青岛汇泉湾，洗净后置于 一20~C冰箱中冷 

冻保存或置冰箱内加适量海水浸泡备用。 

1．2 叶绿体的制备 

参考Zoltan等(1991)、Hualing等(1995)，并 

略有改进：按 1g材料加入 lOml提取液(50mmol／L 

Tris—HC1， pH 7．6， 10mmol／L NaC1， 5mmol／L 

MgC1，，2mmol／L EDTA—Na，0．33mol／L山梨醇)， 

组织捣碎机高速捣碎5min。匀浆液过滤，滤液离 

心(500g，5min，4~C)，将所得上清液离心(8000g， 

20min，4~C)；所得叶绿体沉淀以适量提取缓冲液 

悬浮，于一70~C冰箱中保存备用。 

1．3 类囊体膜的纯化 

参照刘洪艳等(2004)，叶绿体悬液超声波 

(强度为400W)处理 5min，然后离心(20 000g， 

20min，4oC)、沉淀悬浮(缓冲液：50mmol／L Tris— 

HC1，10mmol／L NaC1，5mmol／L MgC12，2mmol／L 

EDTA·Na，pH 7．6)，再进行蔗糖密度梯度离心 

(140 000g，4h，4cC)，蔗糖密度梯度为：60％、 

50％、40％、30％。将类囊体膜取出，透析 24h去 

除蔗糖，再离心(20 O00g，20min，4~C)。沉淀悬 

浮于缓冲液中，并在 一70~C冰箱中保存备用。叶 

绿素含量按 Arnon(1949)方法测定。 

1．4 色素蛋白复合物的分离 

按 Mullet等(1980)方法并有所改进，类囊体 

膜SDS增溶后蔗糖密度梯度离心(140 000g，15h， 

4~C)。SDS／叶绿素为10：1(W／W)；类囊体膜增溶 

液：0．3mol／L Tris—HC1，10％甘油，1％ SDS(Ande~ 

son et al，1978)，pH 8．0；增溶时间 10min。蔗糖 

密度梯度为：60％、50％、40％、30％、20％、15％、 

10％。所分离的各色带分装保存于 一70~C冰箱， 

以便进行下一步实验。 

1．5 可见光吸收光谱、常温荧光光谱的测定 

类囊体膜以及15h超速离心后所分离得到的 

各个层带，采用岛津uV一240型扫描式分光光度计 

测定吸收光谱，窄缝宽度为2rim；采用13立 850型 

荧光分光光度计测定常温荧光发射光谱和荧光激 

发光谱，窄缝宽度为5nm。 

1．6 DCIP光还原活性测定 

DCIP(2，6-Dichloroindophenol；2，6一二氯靛 

酚)光还原活性的测定和计算按 Kuwabara等 

(1982)的方法，测定反应液照光 2min前后A ∞的 

变化，根据 DCIP消光系数 A = 12．9／(mmol· 

cm)来计算被还原的DCIP量，光还原活性单位 

以微电子当量／(mg chl·h)表示。 反应液组成： 

300mmol／L 蔗 糖、10mmol／L NaC1、25mmol／L 

Hepes—NaOH、0．06mmol／L DCIP、 1 mmol／L DPC 

(1，5一Diphenylcarbohydrazide；1，5一联苯碳酰肼)， 

pH 6．0。叶绿素浓度调整为 101xg／ml。光照强度 

为15 000 lx，时间为2min。 

1．7 P鲫和 P7彻差示光谱 

化学氧化还原差示光谱参照王健等(1992)方 

法 检 测，反 应 液 为 50mmol／L Hepes—NaOH， 

2．5mmol／L MgC12，10mmol／L KC1，0．5mmol／L高 

铁氰化钾，0．5mmol／L抗坏血酸，pH 7．0。用 

Beckman DU-650分光光度计测定。 

2 结果与分析 

2．1 类囊体膜的分离纯化 

大叶藻类囊体膜经过4h的蔗糖密度梯度离心 

后，呈现出3条色带：40％蔗糖层褐色带、5o％蔗糖 

层浅绿色带和60％蔗糖层深绿色带。将3条色带 

分别取出，进行光谱分析。在可见光区中，40％层 

带没有吸收峰，不具有类囊体膜色素蛋白成分； 

50％和60％层带的吸收谱线相似，具有436nm、 

680nm吸收峰和418nm、465nm肩峰，为类囊体膜， 

其中436nm、680nm处吸收峰来自于 chl口，418nm 

来源于Pheo chl口，465nm肩峰来 自chl b(图 1)。 

其出 chl b为1．96。各色素的特征吸收峰见表1。 

米 

图 1 类囊体膜吸收光谱 

Fig．1 Absorption apeetra of thylakoid 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


448 海 洋 与 湖 沼 35卷 

常温发射光谱( =436nm)，发射峰为687nm 

(图2)；常温激发光谱(E =680nm)，最大吸收峰 

445nm,490nm(图2)，分别来自于chl o、管藻黄素。 

／nm 

图2 类囊体膜常温荧光发射光谱(E =436nm)和 

荧光激发光谱(E =680nm) 

Fig．2 Fluorescence emission spectra of thylakoid 

(E =436nm)and fluorescence excitation spectra of 

thylakoid at loom temperature(E =680rim) 

1．荧光发射光谱；2．荧光激发光谱 

2．2 色素蛋白复合物的分离及其色素组成 

大叶藻类囊体膜经 SDS增溶，15h蔗糖密度 

梯度离心，从中得到6条色素蛋白复合物带：10％ 

蔗糖层 CP1为绿色的色素复合物；20％蔗糖层 

CP3和40％蔗糖层(上)CP4为浅绿色的PsⅡ复 

合物；15％蔗糖层 CP2也有少量的 PSⅡ颗粒； 

40％蔗糖层(下)CP5，为深绿色 PS I复合物；处于 

50％和60％蔗糖层之间的CP6，为未被增溶的类 

囊体膜。其 chl a／chl b分别为：CP2 2．14，CP3 

1．87，CP4 1．78，CP5 3．19。 

2．3 色素蛋白复合物光谱特征 

2．3．1 吸收光谱 (图 3) CP1吸收峰为 

418nm、540nm和670nm；CP2、CP3和 CP4光谱相 

似，吸收峰为436nm、465nm和670nm；CP5吸收峰 

为436nm和670nm，主要来源于chl 0，另有少量 

来源于chl b，没有看到属于管藻黄素的吸收峰。 

各蔗糖层色素蛋白复合物所对应的吸收峰详细数 

据见表2。 

图3 色素蛋白复合物吸收光谱 

Fig．3 Absorption spectra of chlorophyll· 

protein—complexes 

1．CP1；2．CP2；3．CP3；4．CP4；5．CP5 

表2 类囊体膜和色素蛋白复合物的吸收峰 

Tab．2 The absorption of thylakoid and chlorophyll·protein·complexes 

为肩峰 
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2．3．2 荧光发射光谱(图4)和荧光激发光谱(图 

5) CP1荧光发射峰在 687nm，荧光激发光谱 

400---600nm没有吸收；CP2荧光发射峰在 700nm 

处，荧光激发峰为645nm，520nm处有一个肩峰； 

慧 

莨 

2／nm 

图4 色素蛋白复合物常温荧光发射光谱(E =436nm) 

Fig．4 Fluorescence emission spectra of chlorophyl1． 

protein—complexes at room temperature(E =436nm) 

1．CP1；2．CP2；3．CP3；4．CP4；5．CP5 

CP3和 CP4荧光发射峰在 695nm处，其荧光激 

发光谱中呈现一个505--500nm肩峰；CP5荧光发 

射峰在 700nm 处，荧光激发峰 为 505nm。见 

表3。 

骥 

靛 
口  
■ 

X／rim 

图5 色素蛋白复合物常温荧光激发光谱 

(E =670nm) 

Fig．5 Fluorescence excitation spectra of 

chlorophyll··protein··complexes at room temperature 

(E =670nm) 

1．CP1；2．CP2；3．CP3；4．CP4；5．CP5 

表3 类囊体膜和色素蛋白复合物的常温荧光发射峰和激发峰 

Tab．3 The fluorescence emission peak and excitation peak of thylakoid and chlorophyl1．protein．complexes 

为肩峰 

2．4 色素蛋白复合物的PSⅡ和PS I活性 

通过蔗糖密度梯度离心分离大叶藻色素蛋白 

复合物，得到具有光化学活性的 PSⅡ复合物。分 

离到的五条色素带分别进行了光化学活性测定， 

实验检测到 CP2、CP3和 CP4的色素蛋白复合物 

具有 DCIP光还原活性，其中CP3的DCIP光还原 

活性为34．27微电子当量／(mg chl·h)，CP2的 

DCIP光还原活性非常低，为0．4微电子当量／(mg 
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chl·h)。CP4的DCIP光还原活性为7．29微电子 

当量／(mg chl·h)[图6，作图方法参照王俊等 

(1991)]。利用化学法氧化还原差示光谱测定 

P伽，CP3和CP4在680nm处有明显的吸收峰(图 

7)，这与DCIP光还原法测定的结果一致。以上结 

果证明，通过蔗糖密度梯度离心，成功分离到了具 

有光活性的PSⅡ复合物。 

图6 CP3和CP4 DCIP光还原活性 

Fig．6 DCIP photoreduction activity of CP3 and CP4 

崔!l 

2／rim 

图7 CP3、CP4和CP5的P680差示光谱 

Fig．7 Differential spectra of P6so from CP3， 

CP4 and CP5 

1．CP3； 2．CP4； 3．CP5 

P 00差示光谱显示 CP5有较高的695nm吸收 

峰，与高等植物 P 。。吸收峰相比较发生了5nm的 

蓝移，为PS I复合物。 

3 讨论与结语 

3．1 大叶藻类囊体膜的分离纯化 

类囊体膜粗提液，分别用不同功率的超声波 

处理不同的时间，然后经过 4h蔗糖密度梯度离 

心，类囊体膜均分布于 50％和 60％两个蔗糖层 

处，其色素组成和光谱性质一致；而陆生高等植物 

类囊体膜则只分布于50％—60％蔗糖层处。这可 

能由于大叶藻为适应海水生活，类囊体膜结构发 

生了相应的变化。 

3．2 色素蛋白复合物的分离和活性测定 

大叶藻类囊体膜纯化后，通过 SDS增溶，然后 

经过 15h蔗糖密度梯度离心分离到 6个层带。 

DCIP光还原活性测定和P 。化学氧化还原差示光 

谱一致证实了CP3和 CP4为 PsⅡ复合物。其中 

CP3 chl a／chl b为1．87；CP4 chl a／chl b为 1．78， 

与陆生高等植物PSⅡ颗粒的chl a／chl b一致(杜 

林方等，1991)。CP2也有少量 PsⅡ复合物的分 

布，具有很低的DCIP光还原活性，P 。差示光谱未 

检测到680nm峰，其 chl a／chl b为2．14，明显高 

于CP3和CP4，说明CP2主要是捕光复合物，含有 

少量的PsⅡ复合物，可能来源于CP3 PS I1颗粒的 

污染。 

P7oo差示光谱证实 CP5具有 P 。。的特征峰，在 

695nm处，与陆生高等植物相比发生了5nm的蓝 

移，其 chl a／chl b为3．19，与陆生高等植物 Ps I 

复合物的 chl a／chl b为5．0-_6．0的结果相差较 

大(Hawo~h et al，1983)。这与大叶藻的特殊生 

境相关，由于大叶藻生活在海洋低潮带，为适应海 

水中以蓝光为主的弱光环境，提高 chl b的含量以 

增加光合效率，因为 chl b对蓝光的吸收非常有 

效。 

大叶藻作为海洋中的高等植物，为适应海水 

生活，其光合作用特性与陆生高等植物相比发生 

了变化。一般用蔗糖密度梯度离心法分离高等植 

物的内囊体膜，仅出现一条带；而用蔗糖密度梯度 

离心分离大叶藻类囊体膜时，却发现了两条带，分 

别位于两个不同的蔗糖密度层处，而且其吸收光 

谱和荧光光谱完全相同。大叶藻的 Ps I差示光 

谱的P 。。特征峰在695nm，与陆生高等植物相比发 

生了5nm的蓝移(王健等，1992)。在色素组成方 

面，大叶藻具有陆生高等植物没有，而海洋管藻目 

绿藻特有的管藻黄素，而且其色素组成的比例也 
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发生了很大的变化，大叶藻类囊体膜的chl a／chl b 

为 1．96，而陆生高等植物菠菜类囊体膜的chl a／ 

chl b为2．8—3．0(陈敏等，2001)。本文中以温 

和的蔗糖密度梯度离心方法分离得到具有天然光 

谱活性和光化学活性的 PS I、PSⅡ复合物，并对 

其光谱特性和色素组成作了初步的研究，为进一 

步的深入研究打下了基础。 
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ISoLATIoN AND II)ENTIFICATIoN oF PS I AND PSⅡ 

CoM口E'LEXES FRoM EELGRASS Z0 E冠A  ̂ f：̂ L． 

WANG Wen．Jun，WANG Guang．Ce’，HUANG Bo’ ，ZENG Cheng．Kui(C．K．Tseng)’ 

(Institute ofOceanology，Chinese Academy ofSciences，Qingaao，26~71； 

Graduate School，Chinese Academy ofSciences，Beijing，100039) 

’(Institute ofOceanology，Chinese Academy ofSciences，Qingdao，266071) 

”(Ocean Institute ofHainan University，Haikou，570228) 

Abstract Eelgrass Zostera marina L．is one of a few higher plants that live in seawater at depth of 4—_5 

meter．It has complete root—stem—leaf structure that higher plants possess，and its whole life history(blooming， 

pollinating，fruiting etc．)，takes place entirely in the sea．In this living environment，Z．marina L．has 

gained a number of special physiological characteristics，and plays an important role in marine ecology．In ad— 

dition，it is also important for its place in evolution of photosynthetic organisms． 

It is widely believed that the most of higher plants that live on the land were originated in the ocean at the 

beginning of plant evolution．However，Z．marina L．and other seagrasses originated on the land．This sugges— 

ted that，since photosynthetic organisms evolved from the sea to the land，some of them returned to the sea and 

gradually adapted to marine environment．The study of the photosynthetic characteristics of Z．marina L．is， 

therefore，of great interest． 

In this study．Z．marina L．sample was first disaggregated by supersonication(400W for 5 minutes)and 

isolated by sucrose density gradient centrifugation for 4 hours．Then two main bands located on the 60％ and 

50％ of the sucrose densities were collected respectively．The absorption，fluorescence emission and excitation 

spectra of the two bands were exactly the same，indicating that the two bands were the thylakoid membrane al— 

though their sedimentation rates were different．After that，the isolated thylakoid membrane was solubilized in 

SDS solution，which contains 0．3mo~L Tris—HC1，10％ glycerol，1％ SDS，pH 8．0，for 10 minutes，and then 

the pigment—protein—complexes were isolated by sucrose density gradient centrifugation for 1 5 hours．After cen— 

trifugation，six bands clearly appeared at different sucrose densities．Th e complexes，except for the scraps of 

the thylakoid membrane between 60％ and 50％ of the sucrose densities，were named CP1，CP2，CP3，CP4， 

CP5 corresponding to the different sucrose densities：10％，15％，20％，40％ (upper)and 40％ (1ower)． 

Th e absorption，fluorescence emission and excitation spectra were determined in order to study the spectral 

characteristics of these pigm ent—protein—complexes．Th e DCIP photoreduction activity of each complex was 

measured to identify PS II particles．The data showed that CP3 with the DCIP photoreduction activity of 34．27 

E／(mg chl·h)and CP4 with that of 7．29~E／(mg chl·h)were PS II complexes，which was further con— 

firm ed by P680 differential spectrum．P700 differential spectrum determ ination confirm ed that CP5 has an absorp— 

tion peak at wavelength 695 nm，suggesting that CP5 was PS I complex．In comparison with the P700 absorption 

of continental higher plants，there is a 5 nm blue shift．All results indicated that PS I1 with photoreduction ac． 

tivity and PS I complexes can be successfully isolated by sucrose density gradient centrifugation at 20％ and 

40％ (1ower)of sucrose densities，respectively． 

Key words Eelgrass Zostera ma rina L．，Thylakoid membrane，Photosynthesis，PS I complex，PS II com． 

plex 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

