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提要 通过 °��∞分离管藻目绿藻刺松藻和假根羽藻的 °≥�复合物 ≤°�¤t和 ≤°�o二次电泳

分析得到了多种亚复合物组分 o其中包括 °≥�捕光复合物 ��≤�和不含 ��≤�的核心复合物 ≤≤�

等 ∀该方法研究为进一步研究管藻目 °≥�复合物的结构打下了基础 ∀
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第一作者 }陈敏 o出生于 t|yy年 o海洋生物学博士 o副教

授 ∀ ∞p °¤¬̄}¦«̈ ±°¦̄°� tyvq±̈ ·

收稿日期 }ussup tsp t{~修回日期 }ussvp svp u{

早在 {s年代人们就发现 o管藻目绿藻的叶绿体

和类囊体膜缺少作为高等植物 °≥�标志的 zvs ±°长

波荧光 ∀说明其 °≥�的结构可能具有特异性 o因而为

研究植物光合系统结构和进化提出了新的问题 ∀这一

问题的阐明有赖于对其 °≥�结构的分析和比较 ∀但是

由于分离技术等多方面的原因 o目前对管藻目绿藻

°≥�及其亚复合物结构了解甚少 o只有 ≤«∏等 ≈t 报道 o

采用蔗糖密度梯度离心方法分离出一种未定名松藻

k Χοδιυµ ¶³ql的 ��≤�∀为此 o本文采用聚丙烯酰胺凝

胶电泳k°��∞l法 o通过二次电泳分析 o在不同条件下

对管藻目绿藻刺松藻和假根羽藻的 °≥�及亚复合物

进行了分离 o并对分离物的属性和光谱特性进行了研

究 o以期为研究管藻目绿藻 °≥�的结构特异性提供更

多的依据 ∀

t 材料与方法

tqt 叶绿体及类囊体膜制备

刺松藻k Χοδιυµ φραγιλεl和假根羽藻k Βρψοπσισχορ2

τιχυλανσl采自青岛汇泉湾 ∀将新鲜藻体用过滤海水洗

净后 o去假根 o剪碎 o加入等体积的分离介质 kxs

°°²̄r�°�≥缓冲液 o³� zquo含 sqw °²̄r�山梨醇 !ts

°°²̄r��ª≤̄ u !xs °°²̄r��¤≤̄ l o间歇匀浆约 t °¬±o

依照 �±§̈µ¶²±方法 ≈u 制备叶绿体和类囊体膜 ∀ 类囊

体膜经过充分洗涤之后 o在 �̈ ¦®°¤±离心机上 tu sss

µr°¬± ts °¬±收集膜碎片 o然后重新悬浮在含 t ªr�甘

油的 xs °°²̄r �×µ¬¦¬±̈ p �¤��悬浮液中 o³� {qso调

节叶绿素浓度至 tqs ªr�∀于 p zs ε 冰箱贮存备用 ∀

tqu 类囊体膜的增溶

增溶液为 sqv °²̄r �×µ¬¶p �≤̄ 缓冲液 o³�{qso

含 t ªr�甘油和 zqx ªr�≥⁄≥∀ 以等体积与类囊体膜

制剂混合后 o置冰浴中增溶 z ∗ { °¬±∀增溶后的溶液

立即在 ×��p ty{台式离心机或日立 �¬²©∏ª̈ u{� ≥上

{ sssµr°¬±离心 ts °¬±后 o迅速将清液上样 ∀

tqv 色素蛋白复合物的 °��∞分离

类囊体膜上色素蛋白复合物的分离 o参照李桐

柱等 ≈v 方法稍加改进 }分离胶k华美进口分装l浓度为

ts h ~假根羽藻分离时堆积胶 ³�为 yq{~电泳管长 tt

¦°o内径 yqx °°o上样量 ys ∗ {s Λ�r管 ∀

tqw °≥�复合物的再电泳分离

将首次电泳后的 ≤°�¤ t 色素蛋白复合物条带切

下 o采用以下两种不同的方法处理 }ktl将凝胶切片直

接上样 o每管 v ∗ w片 o电泳的条件和体系与复合物

°��∞分离相同 o 只在堆积胶中加入 x °°²̄r �的

�ª
u n ∀kul 凝胶切片置于 w ε 冰箱中 o在含有 t ªr �

⁄��k癸基 p �p甲基葡萄糖胺l的悬浮液中 k³�{qsl

浸泡 tx ∗ us °¬±o然后采用与第一次电泳完全相同

的条件进行再电泳 ∀

tqx 叶绿素浓度及 ≤«̄ ¤r¥比值的测定

取叶绿体 ! 类囊体膜以及电泳后充分抽提的样
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表 1  ΠΣΙ色素蛋白复合物的二次电泳分离结果

Ταβ .1  Πιγ µεντ − προτειν χοµ πλεξεσ οφ ΠΣΙ σεπαρατεδ βψτωο στεπσ οφ ΠΑΓΕ

复合物

分离方法

刺松藻 ≤°�¤t

� ª
u n堆积胶 ⁄� �处理

假根羽藻 ≤°�¤t

� ª
u n堆积胶 ⁄� �处理

≥≤°�¤p tk黄绿色l ≥≤°�¤p tχk黄绿色l ≠ ≤°�¤p tk黄绿色l ≠ ≤°�¤p tχk黄绿色l

亚复合物 ≥≤°�¤p uk绿色l ≥≤°�¤p uχk绿色l ≠ ≤°�¤p uk绿色l ≠ ≤°�¤p uχk绿色l

条带 ≥≤°�¤p vk浅褐色l ≠ ≤°�¤p vk浅褐色l

≥≤°�¤p ¬k黄绿色l ≠ ≤°�¤p ¬k黄绿色l

复合物

分离方法

刺松藻 ≤°�

� ª
u n堆积胶 ⁄� �处理

假根羽藻 ≤°�

� ª
u n堆积胶 ⁄� �处理

亚复合物 ≥≤°�p tk绿色l ≠ ≤°�p tk绿色l

条带 ≥≤°�p uk绿色l ≥≤°�p uχk绿色l ≠ ≤°�p uk绿色l ≠ ≤°�p uχk绿色l

≥≤°�p vχk浅黄色l ≠ ≤°�p vk浅褐色l ≠ ≤°�p vχk浅黄色l

存在有利于捕光复合物从 °≥�复合物上解离 ∀假根羽

藻和刺松藻的 ≤°�¤ t复合物 o在含 �ª
u n的堆积胶中第

二次电泳后的分离情况相似 o除了前沿的两条游离色

素外 o各得到 v条色素蛋白复合物的条带 o依迁移率

由小到大分别称为 ≥≤°�¤p tk黄绿色l !≥≤°�¤p uk鲜

绿色l !≥≤°�¤p vk浅黄褐色l和 ≠≤°�¤p t ! ≠≤°�¤p u !

≠≤°�¤p v~而经 th ⁄��浸泡处理后再电泳 o分离到

与各自的 ≤°�¤p t和 ≤°�¤p u对应的 ≤°�¤p tχk黄绿

色l和 ≤°�¤p uχk鲜绿色l两种条带 o第 v条带 ≤°�¤p ¬

的迁移速度比含 �ª
u n堆积胶中的 ≤°�¤p v要快得多 o

几乎接近游离色素 ∀假根羽藻 ≤°�样品在含有 �ª
u n的

电泳胶上也呈现 v条与 ≤°�¤ t 中类似的色素蛋白条

带 o 依迁移率由小到大分别称为 ≠≤°�p tk绿色l !

≠≤°�p uk绿色l和 ≠≤°�p vk浅黄褐色l ∀但是从刺松

藻的 ≤°�复合物只分离到 ≥≤°�p tk绿色l和 ≥≤°�p u

k绿色l两个条带 ∀刺松藻和假根羽藻 ≤°�经 th ⁄��

浸泡处理后 o各得到一条绿色的 ≤°�p uχ和一条浅黄

绿色的 ≤°�p vχ o它们的颜色和迁移率分别与 ≤°�p u

和 ≤°�p v相似 ∀菠菜和软丝藻的 ≤°�复合物再分离 o

除了游离色素外 o都只能得到一条绿色的中心复合物

条带k结果未显示l ∀

uqv °≥�色素蛋白亚复合物的鉴定

刺松藻和假根羽藻的 °≥�亚复合物 ≤°�¤p t和

≤°�¤p tχ呈黄绿色 o吸收光谱与各自的 ≤°�¤复合物

相似k图 toul o只是 ≤«̄ ¥在蓝区的吸收峰略有变化 o

从 wzs ±°移到 wyx ±°o这可能与捕光复合物 ��≤�的

脱离有关 ∀但是 ≤«̄ ¤在红区的吸收峰位与起始材料

≤°�¤t相比没有发生变化 o仍然在 yzy ∗ yz{ ±°∀此外

与电泳之前的 ≤°�¤ t复合物相比 o ≤«̄ ¥和类胡萝卜

素的吸收峰均明显降低 o ≤«̄ ¤r ¥比值大约在 vqs ∗

wqs∀峰形类似于第一次电泳中的 ≤°�¤v ∀因此推测是

未完全解离的 ≤°�¤复合物 ∀

绿色的亚复合物 ≤°�¤p u和 ≤°�¤p uχ应是从

≤°�¤t中解离出来的中心复合物 ≤°�o其常温吸收光

品液 squ °�o依 �µ±²±
≈w 方法处理并计算叶绿素浓度

及 ≤«̄ ¤r¥比值 ∀

tqy 常温吸收光谱测定

叶绿体和类囊体膜悬浮液 o以及电泳后含有复

合物的凝胶片 o都采用 �∂ p vsss双波长双光束分光

光度计测定吸收光谱 o窄缝宽度为 u ±°∀

tqz 低温荧光发射光谱 !激发光谱测定

电泳后立即切下的凝胶片 o直接插入低温管中 o

在液氮温度 kzz�l下 o采用 ƒ p wxss荧光分光光度计

测定低温荧光光谱 o窄缝宽度为 x ±°∀

tq{ 多肽组成分析

复合物条带于样品处理液中煮沸 ts °¬±o作为

样品直接上样 o依 �¤̈ °°̄¬
≈x 方法进行多肽分析 ∀

u 实验结果

uqt °≥�复合物的 °��∞分离

采用 ≥⁄≥或 ⁄��增溶 o均可从刺松藻和假根羽

藻藻类囊体膜上分离到 tt种色素蛋白复合物 o其中

≤°�¤ t pv和 ≤°�为 °≥�复合物 o绿色的 ≤°�为 °≥�的中

心复合物 o v条黄褐色的 ≤°�¤复合物由 ≤≤�及 ��≤�

构成 ∀各复合物的性质在前文中已有报道 ≈y  ∀

uqu °≥�色素蛋白亚复合物的分离

采用两种不同的方法将刺松藻和假根羽藻的最

大的 °≥�复合物 ≤°�¤ t和 °≥�中心复合物 ≤°�进行了

再分离 o所有亚复合物条带的分离情况列于表 t中 ∀

⁄��是一种温和的非离子性去污剂 o而 �ª
u n的
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图 t 刺松藻 ≤°�¤亚复合物吸收光谱

ƒ¬ªqt �¥¶²µ³·¬²±¶³̈¦·µ¤²©¶∏¥¦²°³̄ ¬̈̈¶µ̈¶²̄√̈ §©µ²°

≤°�¤¦²°³̄ ¬̈²© Χ. φραγιλε

tq≤°�¤t ~ uq≤°�¤p t~ vq≤°�¤ p u

图 u 假根羽藻 ≤°�¤亚复合物吸收光谱

ƒ¬ªqu �¥¶²µ³·¬²±¶³̈¦·µ¤²©¶∏¥¦²°³̄ ¬̈̈¶µ̈¶²̄√̈ §

©µ²° ≤°�¤¦²°³̄ ¬̈²© Β .χορτιχυλανσ

tq≤°�¤t ~ uq≤°�¤p t~ vq≤°�¤ p tχ

图 v 刺松藻 ≤°�亚复合物吸收光谱

ƒ¬ªqv �¥¶²µ³·¬²±¶³̈¦·µ¤²©¶∏¥¦²°³̄ ¬̈̈¶µ̈¶²̄√̈ §©µ²° ≤°�

¦²°³̄ ¬̈²© Χ. φραγιλε

tq≤°�~ uq≤°�p t~ vq≤°�p u

图 w 假根羽藻 ≤°�亚复合物吸收光谱

ƒ¬ªqw �¥¶²µ³·¬²±¶³̈¦·µ¤²©¶∏¥¦²°³̄ ¬̈̈¶µ̈¶²̄√̈ §

©µ²° ≤°�¦²°³̄ ¬̈²© Β . χορτιχυλανσ

tq≤°�~ uq≤°�p t~ vq≤°�p u

在刺松藻和假根羽藻的 ≤°�p t !≤°�p u和 ≤°�p

uχ中只含有 ≤«̄ ¤o其吸收峰位于 wvw ∗ wv{±°和 yzy

∗ yz{ ±°o与再分离之前的 ≤°�相比 o基本没有变

化 ∀它们的光谱中几乎看不到 ≤«̄ ¥的吸收k图 v !w !

xl o尤其是经 ⁄��处理后的 ≤°�p uχ中 o连同 w{s ∗

xss ±°附近的类胡萝卜素的吸收都明显降低 ∀多肽

组成分析表明 o它们主要含有 yy ®∏和 xy ®∏多肽 o

≤°�中原有的 uw ∗ u{ ®∏��≤�多肽都已检测不出来

k图 yl ∀因此可以判定 o这些复合物应是纯净的 °≥�核

心复合物 ≤≤�∀

亚复合物 ≤°�¤p v和 ≤°�p v的吸收光谱显示 o

两者都含有大量的 ≤«̄ ¥和少量管藻黄素等类胡萝卜

谱与 ≤°�基本相似k图 toul o但 ≤«̄ ¤r¥比值比 ≤°�要

高 o在 yqx ∗ zq{左右 ∀可能是由于二次电泳后 ≤°�

中 ��≤�的解离程度更大 ∀
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图 x ⁄��处理的刺松藻和假根羽藻 ≤°�亚复合物吸收光谱

ƒ¬ªqx �¥¶²µ³·¬²±¶³̈¦·µ¤²©¶∏¥p¦²°³̄ ¬̈̈¶µ̈¶²̄√̈ §©µ²° ≤°�¦²°³̄ ¬̈²© Χ.φραγιλε ¤±§ Β . χορτιχυλανσ·µ̈¤·̈§¥¼ ⁄��

k�l tq≥≤°�p uχ~ uq ≠ ≤°�p uχ~ k�l tq≥≤°�p vχ~ u ≠ ≤°�p vχ

素 k图 zl o是特殊的管藻黄素 p ≤«̄ ¤r ¥p蛋白复合

物 ∀由于它们分别来自 °≥�复合物 ≤°�¤和 ≤°�o因此

判断它们是 °≥�的捕光复合物 ��≤�∀同样 o假根羽藻

≠≤°�¤p v的吸收光谱中叶绿素的最大吸收峰分别在

wvwowwsowzxoyxx和 yzt ±°o而 ≠≤°�p v在 wwsowzxo

yxy和 yzu±°o ≤«̄¤r ¥比值分别为 tqu{和 tquto含

uzqx ®∏!uy ®∏≅ u及 uw ®∏w种多肽k图 yl ∀

将刺松藻 ≤°�采用 ⁄��浸泡处理后电泳 o分离

出的 ≥≤°�p vχ的颜色为浅黄色 o迁移率大于绿色的

≥≤°�p uχo因而推测也是 ��≤�成分 o但是它的吸收光

谱与分离出的其它 ��≤�条带不同 ∀由于刺松藻的

≤°�复合物中只含有 uw ∗ ux ®∏和 u{ ®∏两种多肽 o

我们推测该复合物可能是由这两个多肽组成的 o多肽

组成有待测定 ∀

v 讨论

高等植物 °≥�是核心复合物 ≤≤�和外周天线k捕

光复合物l��≤�构成的 o由于 ��≤�的剥离程度不同 o

因此在电泳过程中可以形成分子量不同的 °≥�复合

物 ∀本文尝试采用二次电泳的方法 o在不同的分离条

件下 o将首次电泳得到的刺松藻和假根羽藻最大的

°≥�复合物 ≤°�¤t和中心复合物 ≤°�进行再电泳 o无论

图 y ≤°�亚复合物多肽分析图谱

ƒ¬ªqy °̈ ³·¬§̈¶¤±¤̄¼¶¬¶²©¶∏¥¦²°³̄ ¬̈̈¶µ̈¶²̄√̈ §©µ²° ≤°�¦²°³̄ ¬̈

k�l 刺松藻 }tq标准蛋白 ~ uq≤°�p t~ vq≤°�p u~ wq��≤� k�l 假根羽藻 }tq��≤�~ uqƒ°~ vq≤°�p u~ wq≤°�p t~ xq �¤µ®̈µ

k�l Χ. φραγιλε : tq�¤µ®̈µ~ uq≤°�p t~ vq≤°�p u~ wq��≤�k�l Β . χορτιχυλανσ }tq��≤�~ uqƒ°~ vq≤°�p u~ wq≤°�p t~ xq �¤µ®̈µ
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图 z 假根羽藻 ��≤�吸收光谱

ƒ¬ªqz �¥¶²µ³·¬²±¶³̈¦·µ¤²©��≤�¦²°³̄ ¬̈©µ²°

Β . χορτιχυλανσ

tq ≠≤°�¤p v~ uq ≠≤°�p v

采用 ⁄��处理还是在堆积胶中加入 �ª
u n

o都分离到

了 ��≤�亚复合物 k≥≤°�¤p v ! ≥≤°�¤p ¬! ≥≤°�p vχ和

≠≤°�¤p v ! ≠≤°�¤p ¬! ≠≤°�p v ! ≠≤°�p vχl o和不含

��≤�的 °≥�核心复合物 ≤≤�k≥≤°�p u ! ≥≤°�p uχ !

≠≤°�p u和 ≠≤°�p uχl ∀从吸收光谱来看 o分离物基本

保持了天然状态 ∀因此 o该方法的研究为进一步研究

管藻目绿藻 °≥�复合物的结构打下了基础 ∀
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