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P S五外周蛋 白在光能传递及转化中的作用
`

余 辉 匡廷云 “ 李良璧 唐崇钦 汤佩松
(中国科学院植物研究所光合作用研究中心

,

北京 1(刀的3)

摘要 研 究了 18
,

24 和 33 ku 3 个外周蛋 白对光系统 n 的影响
.

观 测到去除 3 个

外周蛋 白
,

光系统 n颗粒 的 2
,

6
一

二氯酚靛酚光还原活性下降
,

并可由外加 1
,

5
一

二苯卡

巴拼予以恢复
,

表明光系统 n 氧化侧受影响
.

荧光诱导动力学分析表明
,

去除 3 个外

周蛋 白
,

荧光上升速率下降
,

可变荧光减小
,

光系统 fl 原初光能转换效率降低
.

此外
,

还观察到去除 3 个外周蛋 白对光系统 n 颗 粒的吸收光谱
、

荧光光谱有明显的影响
.

讨论 了 3 个外周蛋 白对维持和保护类囊体膜功能完整性的重要作用
.

关键词 外周蛋白 光还原 光能转化 C hl a 荧光诱导动力学

光系统 11 (邢 11 )颗粒由许多 内周蛋 白和 3 个分子量分别为 18
,

24 和 33 ku 的外周蛋白组

成 〔̀ 〕
.

有证据表明
,

位于高等植物 邢 11 类囊体膜囊腔 内侧 的 3 个外周蛋 白能够影响水氧化系

统的特性图
.

33 ku
蛋白在所有的放氧生物中都存在

,

18 和 24 ku 外周蛋 白目前发现仅存在于

高等植物和绿藻中
,

蓝藻 (
C y a l l o l〕ac et ir a

)中还没发现过 s[]
.

现已知
,

在催化水 的氧化反应过程

中
,

3 个外周蛋白并不起关键作用 [’]
.

外加非生理浓度的 c l
一

和 c扩
十 ,

仅含 内周蛋 白的 玲且

样品仍然可以放氧
,

因此
,

V e

~
s
等人认为

,

外周蛋白的生理功能之一可能是增强这些辅助无

机离子在生理浓度条件下 邢 n 的放氧作用
,

在水的光氧化过程中 3 个外周蛋 白仅有结构和调

节的作用而不是催化的作用以
4 〕

.

尽管 3 个外周蛋 白在 sP n 中的功能作用有过许多报道
,

但

大都集 中在与放氧有关的研究
.

3 个外周蛋白对高等植物 邢 n光能的吸收及光能转化 的影响

则未见报道
.

我们对此进行 了研究
.

1 材料与方法

( l) 玲 11 颗粒 ( PP )制备采用市售新鲜菠菜按文献「5」的方 法进行
.

制备的 邢 11 颗粒用

S M N 介质 ( 0
.

4 m o F L 蔗糖
,

0
.

0 5 mo F L M e s ,

0
.

0 15 mo F L 阮e l
,

p H = 6
.

5 )悬浮
.

去除 3 个可溶性

蛋白前
,

PS n 颗粒样品改用 A 液 ( 0
.

3 m 0 F L 蔗糖
,

0
.

01 mo F L N ac l
,

0
.

05 m 0 F L M es
,

p H = 6
.

5)

悬浮
,

然后按文献〔6 」方法用 N aC I洗涤 邢 n 颗粒
,

获得缺 18
,

24 ku 蛋白的 邢 n 颗粒 (
一 1 824

即 )
,

接着按文献〔6
,

7」的方法再分别用尿素和 CaC 12 洗涤
一 1 8 24 PP

,

分别获得两种部分缺 33

ku 蛋 白的 SP ll 颗粒 (
一 33 UPP 和 一 33 C即 )

.

制备分离上述样 品时均在弱光和 O 一 4℃下进行
.

1卯 8
一

肠
一

23 收稿
,

199 8
一

10
一

28 收修改稿
` 国家自然科学基金重大资助项 目(批准号

: 39 8如 3卯 )

“ 联系人
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( 2) PS n颗粒多肤组分分析按文献「s] 用 S D S
一

PA E G技术进行
,

巧% 的分离胶加人 6 mo F L

尿素以提高分辨率
.

电泳前
,

样品的叶绿素浓度均调为一致
,

电泳上样量为 50 拌L
.

电泳后
,

凝

胶用考马斯亮蓝 R 25 0 染色
,

7 % 乙 酸脱色
.

( 3 ) 吸收光谱的测定用 C on otr
n

VU
一

94 3 双波长双光束分光光度计于室温及避光条件下进

行
,

扫描速度 100
l u l口而

n ,

分辨率 0
.

5 lnn
.

( 4 ) 荧光光谱的测定用 iH act hi F 45 00 型分光光度计分别于室温和低温 ( 77 )K 下进行
,

激

发光波长为 43 6 lnn ( 4 80 urn 波长激发的结果与 43 6 mn 波长激发的结果相似 )
.

(5) 叶绿素瞬态荧光动力学曲线的测定用本中心组装的动力学荧光计 P F M
一

101 回进行
.

光强
: 1 16 “ .E

, 一 ’
·

m 一 2 ,

采样数据 (样品 引x 】〕个点数
,

1
.

2 。 / 点 )经 自动平均
,

方差分析和用各

曲线自己的固定荧光 0F 均一化后得到一条平均的动力学曲线和平均的荧光参数
.

D C IP 光还

原活性的测定按文献「5」的方法进行
.

叶绿素浓度及 c hi 盯 b 比值的测定按 A rn o n
的方法 〔’ 0] 进

行
.

2 结果

2
.

1 4 种不同玲亚颗粒的多肤组成分析
4 种不同 玲 11 颗粒多肤组成 的 sD S PA GE 分析结果 如 图 1 所示

,

图中的结果表明
,

用

1 mo F L N aC I处理 玲 n 颗粒 ( PP )
,

可完全去除 18 和 24 ku 蛋白 ;用 U er a
或 CaC 12 接着处理已去

ku 除 18 和 24 ku 蛋白后的 SP n 颗粒 (
一 1

824 PP )
,

可去

9 4

6 7 攀脚 攀科 脚漪

舞 翠翠

要面 。 份

除大部分 33 ku 蛋白
,

其中用 C aC 儿处理去除 33 ku 蛋

白的效果比使用 Uear 更佳
.

2
.

2 比较 4 种不同玲 l 颗粒的 C bl a/ b 比值

4 种 SP n 颗粒的 叶绿素 C h la/ b 比值分别列 于

表 1
.

表中的数据 表 明
,

分 离提 纯 的 邢 且颗粒 的

c扭犷b 比值为 2
.

0
,

与 uK 州山脚 等人 s[] 的报道一致
.

t

检验显示 了 4 种 邢 11 颗粒 C址盯b 比值差 异极不 显

著
.

这说明上述 3 种制备方法基本上不会对样品的

C hi 犷b 比值造成影响
.

粼耘
~

气. 触脚 2
.

3

2 3 4
`

5 2
·

3
.

1

光谱分析

吸收光谱 4 种 巧 11 颗粒在室温下的吸收

光谱如图 2 ( a) 所示
,

SP n 颗粒红 区吸收峰为 6 78
.

0

图 1 4 种 sP n 颗粒 sD s p AG E 照片 nnI
,

蓝 区为 4 35
,

s unr
; 一 1 8 24 PP 吸收光谱的光吸收

1

— 标准分子量蛋白
,

2

一PP
,

3

—
一 1 824 PP

,

强度下降
,

吸收峰在蓝区红移 1
.

o lnn
,

红 区红移 0
.

5

~
一 33

uPP
,5

一
一 33

cPP nrn
; 一 33 Up p 和 一 33 c即 吸收光谱光吸收强度下降

更大
,

吸收峰红移也增大
,

两者蓝区吸收峰均红移 l
.

S lun
,

红区吸收峰
一

33 C PP 红移 ( 1
.

s lnn )

比 一 3 3 U PP 红移 ( 0
.

s lnn )更明显
.

4 种 SP H颗粒吸收光谱红 区四 阶导数光谱图如 图 2 ( b) 所示
,

图中可见
,

SP n 颗粒红区

67 8 lnn 处的吸收主要由两种不同存在状态 的叶绿素分子所贡献
,

一种是反应中心色素 6P 80
,

即原初电子供体
,

其吸收峰为 68 0 mn
,

另一种是吸收峰为 670 lnn 的叶绿素
a ,

其功能仍不十分
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明确
,

或许是天线色素
,

或许是次级电子供体〔川
.

去除 3 个外周蛋白蛋白后
,

6 so lnn 处的吸收

峰强度逐渐降低并产生红移
,

67 0 lnn 处的吸收峰没有变化
.

表 1 4 种不同的 SP n 颗粒 CH 盯 b 比值的比较 a)

样品 一 1 8 24 PP
一 3 3 U P P 一 33 C PP

C l ll 盯 b
日

t

2
.

(州幻 2 2
.

0 1 1 5

0
.

47 8 2

2
.

工1 3

0
.

3 5 0 6

1
.

97 3 9

1
.

以 5 7

a

) 阴 盯 b 比值为 6组数据的平均值
, t
值为样品与 PP 之 比

050403020100

孚督

邻
誉

3 5 0 4 0 0 4 5 0 5 0 0 5 50 6 0 0 6 5 0 7 0 0 7 5 0 6 5 0 6 6 0 6 7 0

波 长 n/ m

6 8 0 6 9 0

波长 n/ m

( b )

70 0 7 1 0

图 2 4 种 玲 11 颗粒室温吸收光谱 (a) 和红区四阶导数光谱图 (b)

— 为 PP
, · ·

… 为
一 1 8抖 PP

,
-

- - -

一为
一 33 UPP

, · ·
- 二为

一 33 CI 乎

.2 .3 2 荧光光谱 室温和低温 ( 77 )K 下用 4 36 nln 波长光激发 4 种不同的 邢且颗粒
,

其荧

光发射峰的峰位都在 6 82 mn 处
.

但与对照 ( PP )相 比
,

去除 3 个外周蛋 白后
,

3 种不同 玲且颗

粒荧光发射峰的强度 (荧光相对产量 )逐渐下降 (图 3 )
.

9 0 0 0

8 0 0
.

0

7 0 0 0

6 00
.

0

5 0 0
.

0

4 0 0
一

0

3 00
.

0

20 0
.

0

10 0
.

0

0
.

0

6 6 0
一

0 6 8 0
.

0 7 0 0
.

0 72 0
.

0 7 4 0
.

0 7 6 0
.

0

4 00
.

0

3 50
一

0

3 0 0
.

0

2 5 0
.

0

2 0 0
.

0

15 0
.

0

10 0
.

0

5 0
.

0

0
.

0

侧似裂霉报韧侧翻禽ō琴米粼

波长 n/ m

6 6 0刀 6 8 0
.

0 7 0 0
.

0 7 2 0
.

0 7 4 0刀 7 6 0刀

波长 n/ m

图 3 4 种颗粒室温 (a) 和低温 77 (K b) 荧光发射光谱图

1

— PP
,

2

—
一 1 8 24 PP

,

3

—
一 3 3 U P P

,

4

一
一 3 3 C P P

2
.

4 叶绿素荧光诱导动力学

从图 4 所示的 4 种 玲 11 颗粒叶绿素荧光诱导动力学曲线可以看出
,

随着 3 个外周蛋白的

去除
,

可变荧光 ( F
v

)迅速减小
,

荧光上升速率减慢
.

由于 F
、

随时间的变化与 SP n 电子受体

Q
A 的氧化还原状态有关 仁̀

2〕
,

去除 3个外周蛋 白后 F
,

的变化说明
,

来 自邢 n 反应 中心的电子
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可能减少了
.

同时
,

反映玲 n 原初光能转化效率的 vF / F m
值显著减小 (表 2 )

.

表 2 4 种不同的 sP ll 颗粒 F v/ F 二 比值的比较

样品 F
v

/ F m F之 F m

保留的百分比

P P 0
.

8印 士 0
.

田 5

一 1 8 24 P P 0
.

7印
士 0

.

0 10

剑紧贫似霉长

一 33 Ul
〕

P 0
.

5 90
士 0

.

创刃

一 33 CP P 0
.

5 70
土 0

.

田 8

图 4 4 种颗粒的 Chi a

荧光诱导动力学曲线

1

— PP
,

2 ,
.

一
一 1悦其 PP

,

3一一一 一
33 t IPP

,

伞一一 一
33 C PP

1 00 % 10 0% 10 0% 10 0%

2
.

5 2
.

-6 二抓酚靛酚 ( D C IP )光还原活性的比较

图 5 表示 4 种 PS n 颗粒以水为电子供体时的

D C IP 光还原活性
,

与对照 ( PP )相比
, 一 1 82 4 PP 光

还原 活性 下降 37 %
, 一 33 UPP 下 降 74 %

, 一 33

C PP 下降 78 %
.

外加低浓度 (50 料m o F L )的人工

电子供体 1
,

5
一

二苯卡 巴麟 ( D CP )后
, 一 1 8 24 PP

的 D C IP 光还原活性可以恢复到对照水平
,

而 一 33

U PP 和 一 33 C PP 的 D C IP 光还原活性仅得 以部分

恢复
,

外加更高浓度 (70 拼m o F )L 的 DCP
, 一 33 U PP

和 一 3 3 C即 的 D CI P 光化学活性也能恢复到对照

水平
.

nùnùn曰O氏
J..且

2060400

纽佘七划遥鹅日兴d一又ì

P P 一 18 2 4 P P 一 3 3 U P P 一 33 C P P

图 5 4 种 SP ll 颗粒 D C IP 光还原活性比较

口

—
未加 D p C

,

.

—
加人 50 1

~
F L D p c

,

圈

— 加人

7 0 尸m o l/ L D P C

3 讨论

本 文的实验结果表 明
,

去除 3个外周蛋 白可对邓 n 光能的吸收和转化产生 明显的影响
.

D CI P 光还原法检测表明
,

去除 3个外周蛋白后 SP n 颗粒 D CI P 光还原活性下降可 由外加人工

电子供体 D代 予 以恢复
,

这说明去除 3 个外周蛋 白后
,

巧 n 氧化侧受损
,

水光解受抑制
.

hC la

荧光诱导动力学检测进一步表 明
,

去除 3 个外周蛋白
,

还影响 SP n 原初光能转化效率
.

这些

结果说明去除 3 个外周蛋白
,

水光解受抑制
,

有可能造成 巧 so
十

及 Z
十

积累
,

改变了供体侧 (氧

化侧 )反应 的动力学〔 ”̀】
,

减缓 了电子传递到 6P so
+

的速率
,

导致 6P so
+

和 Q元之间产生电荷重

组
,

Q元浓度下降
,

荧光上升速率变慢
,

F
v

迅速减小 【̀4 一 ’ “ 〕
,

原初光能转化效率 ( vF / F m
)严重下

降 (图 5 )
.

反应 中心捕获的光能转化为化学能的效率降低
.

许多研究表明
,

33 ku 蛋白与 玲 n 上的许多内周蛋 白包括 lD
,

D Z
,

C4P 3
,

C 4P 7
,

C ybt 5 59 及

sP bl 编码 的蛋白都直接相连阁
.

18 和 24 k u 两个外周蛋白除了与 33 ku
蛋 白相连外

,

还与外周

天线 LH c ll 相连「’ 7 〕
.

从本文的实验结果可以看出
,

去除 3 个外周蛋 白后
,

sP ll 颗粒光 吸收及
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荧光光谱下降
.

由于去除 3个外周蛋 白后会使其周围的拓扑结构发生改变
,

并使 SP 且的内周

蛋 白组分跨膜螺旋构型发生变化川
,

这种微环境 的变化可能改变叶绿素分子在叶绿素
一

蛋白复

合体内非共价结合状态及在类囊体膜上有序的排列方式
,

致使激子在天线系统内的传递 出现

非辐射碎灭
,

影响能量从天线向反应 中心迁移
.

系统中微环境的变化
,

也有可能造成叶绿素分

子间距离改变
,

激子在系统中的传递出现障碍
,

影响了激发能向反应 中心传递
.

去除 3 个外周

蛋白后其周围的拓扑结构改变
,

也有可能导致产生新的激发能耗散的途径
,

造成荧光碎灭
.

此

外
,

SP n 颗粒在 68 0 lnn 处的光吸收出现红移
,

说明上述变化有可能还影响了反应 中心叶绿素

分子的能级
.

由于供试的 4 个样品都具有相同的叶绿素浓度
,

卜检验证明了去除 3 个外周蛋

白并不造成 Cm盯b 的变化
.

因此
,

去 除 3 个外周蛋白对 邢 且光能吸收
、

转化 的影 响排除 了可

能与叶绿素浓度或 Cih 盯 b 变化有关等因素
.

我们的实验结果表明
,

3 个外周蛋白在 邢 且上的功能 比较复杂
,

不仅与光合放氧有关
,

甚

至可能与维持和保护类囊体膜功能的完整
,

包括 电子传递
、

光能吸收及转化等有很大的关系
.

3 个外周蛋白中 33 k u 蛋白显得更为重要闭
.

我们的实验结果也证实
,

33 k u 蛋白对 邢 n 的电

子传递
,

光能吸收和转化 的影 响比 18 和 24 ku 两个外周蛋 白大 ; 而且 33 ku 蛋 白去除越多
,

对

SP 且的影响也越大
.
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