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隐藻藻蓝蛋白与类囊体膜的动态结合模型 

徐  伟, 梁  源, 陈  敏, 王  宁 

(烟台大学 生命科学学院, 山东 烟台 264005) 

摘要: 隐藻藻胆蛋白在类囊体腔中的存在状态始终存在争议, 为了深入了解这一问题, 作者以含有藻

蓝蛋白(PC645)的蓝隐藻(Chroomonas placoidea)活体细胞及充分洗涤过的类囊体膜为材料, 测定其室

温吸收光谱、荧光谱以及 77K 低温荧光光谱, 并根据光谱数据分析了 PC 在类囊体腔中的存在状态。

结果显示, 蓝隐藻的类囊体膜上始终紧密结合着一定量的 PC, 并且很可能是以 PC 的 β 亚基与膜相接

触, 证实藻胆蛋白在类囊体腔中不是完全游离的, 与膜的接触也并非完全无倾向性排布; PC 既可将激

发能传递给光系统(PS)II, 但也可传递给 PSI, 相较于叶绿素(Chl)a 和 Chl c, 在 PSI 长波荧光中 PC 的贡

献更明显, 而 Chl c 吸收的光能, 更倾向于传递给 PSII 或者短波长 Chl a; 蓝隐藻细胞中表现出超比例

的 PC 荧光发射, 说明除了结合在膜上的 PC 外, 有一部分 PC 是游离的, 其存在对于隐藻捕光功能来说

可能是有冗余的; 游离的 PC 可与类囊体膜重新接触而恢复能量传递功能。根据实验结果以及前人的报

道, 提出了隐藻藻胆蛋白与类囊体膜的结合是动态的观点, 并给出了相应的模型。 
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在光合系统中捕光复合物(light-harvesting com-

plex, LHC)的功能是负责吸收和传递光能, 并将激发

能经特定的方式和途径传递给反应中心用于光合作

用。绿色植物和杂色植物的 LHC分别为脂溶性的叶

绿素(Chl)a/b-蛋白复合物和 Chl a/c-蛋白复合物, 而

红蓝植物为水溶性的藻胆蛋白, 可以确定它们均以

不同的方式结合于叶绿体的类囊体膜上[1]。但杂色植

物隐藻却非常特殊, 除了膜上的 Chl a/c2-蛋白复合

物外, 还含有水溶性的藻胆蛋白。与红、蓝藻中的藻

胆蛋白相比 , 隐藻藻胆蛋白有许多特异之处: 只含

有隐藻藻红蛋白(Cr-PE)或隐藻藻蓝蛋白(Cr-PC), 不

含异藻蓝蛋白(APC); 通常以二聚体(α1α2ββ)形式存

在 , 而非三聚体或六聚体; 不形成藻胆体样结构等

等。而最突出的差别是隐藻藻胆蛋白存在于类囊体

腔内, 而不像藻胆体那样附着于类囊体膜外表面[2-3]。

但目前对于隐藻藻胆蛋白在膜腔内的存在状态, 以及

与膜的关系却争议很大。主要有以下几种看法: (1)紧

密结合在类囊体膜的内表面上 [4]; (2)一部分与膜结

合, 其余游离或者散布在类囊体腔中[5]; (3)以某种方

式结合并横跨膜腔内部, 边缘与光合系统 II(PSII)接

触并为其提供能量[6]; (4)均匀地填充于类囊体腔中, 

彼此之间以及与膜上 Chl-蛋白复合物之间没有倾向

性的结合关系[7-8]。 

目前, 与研究较为透彻的红、蓝藻藻胆蛋白及藻

胆体相比 , 对隐藻藻胆蛋白的了解要少得多 , 尤其

是隐藻藻胆蛋白与膜上另一套捕光复合物 Chl a/c2-

蛋白复合物以及 PSI 和 PSII 反应中心之间的相互接

触方式不明, 使能量传递机制更无法最终确定。作者

以含有隐藻藻蓝蛋白 PC645 的蓝隐藻(Chroomonas 

placoidea)为材料, 根据室温和低温光谱测定和分析

结果, 提出对这一问题的看法。 

1  材料与方法 

1.1  蓝隐藻的培养及藻体细胞的收集 

蓝隐藻在实验室采用 F/2培养基自行培养, 温度

20~25℃, 持续通气、光照培养, 16W日光灯, 光照强

度约 2 000 lx。取培养至 4~5 d达到对数生长期的培

养液, 于 3 500 g离心 10 min收集藻体细胞, 用分离

介质(pH7.2的 50 mmol/L磷酸缓冲液, 含有 0.3 mol/L

的蔗糖, 0.1 mol/L NaCl和 MgCl2)洗涤两次。 
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1.2  蓝隐藻类囊体膜的制备 

在清洗后的藻体细胞中加入悬浮液(50 mmol/L, 

pH8.0 的 Tricine-NaOH)后, 用 French Pressure Cell 

Press(美国 SLM Aminco)破碎细胞 , 相对压强为

6.897 MPa。破碎后的溶液在 1 000 g离心 10 min去

除残余细胞及大颗粒, 于 5 000 g离心 10 min收集类

囊体膜。以悬浮液悬浮, 小心搅拌, 清洗 2~3 次, 以

除去膜中残留的游离 PC, 直至离心上清液中不再有

蓝色出现为止。加入含 50% 甘油的悬浮液, 参照

Jeffrey 公式[9]调整叶绿素浓度为 0.8~1.5 g/L, 于–80℃

冰箱冻存备用。以上所有操作在 4℃避光进行。 

1.3  藻蓝蛋白 PC645 的制备 

细胞破碎后的溶液离心收集去除类囊体膜后的

上清液于 12 000 g再次离心 10 min, 上清液为含有

PC645 的粗提液。采用 50%饱和度硫酸铵沉淀去除叶

绿素等组分, 80%饱和度下得到 PC645沉淀, 12 000 g

离心 15 min收集沉淀, 加入少量 PBS缓冲液溶解备

用。经 Sephadex G-100 分子筛层析纯化, 洗脱液为

50 μL/L的 PBS缓冲液得到初步纯化的 PC645。 

1.4  室温吸收光谱测定 

蓝隐藻藻体、类囊体膜用悬浮液适当稀释后, 使

用 TU-1900双波长双光束紫外可见分光光度计(北京

普析通用)测定室温吸收光谱。 

1.5  室温荧光光谱测定 

加入悬浮液将蓝隐藻藻体、类囊体膜适当稀释, 

使用 LS55 荧光分光光度计(Perkin Elmer)测定室温

荧光光谱。扫描速度 500 nm/min, 激发和发射狭缝宽

度 10.0 nm。 

1.6  77K 荧光光谱测定 

将蓝隐藻藻体或类囊体膜离心去除悬浮液后 , 

加入含 60%甘油的悬浮液悬浮, 或者于悬浮液中加

入甘油至 60%(V/V), 混匀后置于低温石英管中, 用

LS55 荧光分光光度计在液氮温度下测定荧光光谱。

扫描速度 500 nm/min, 测定发射光谱时激发狭缝

15.0 nm, 发射狭缝 10.0 nm; 测定激发光谱时发射狭

缝 20.0 nm, 激发狭缝 10.0 nm。 

1.7  SDS-PAGE 

将低温保存的类囊体膜解冻后, 用悬浮液清洗, 

去除游离的 PC 后, 用悬浮液重新悬浮, 调整叶绿素

质量浓度 0.8 g/L。参照 Laemmli[10]方法加入等体积

样品裂解液, 于 37℃增溶 30 min, 36 000 g离心 10 min

去除膜碎片。上清液加入 80% 丙酮/乙醇(V/V)洗涤

抽提脂类和叶绿素, 三氟乙酸沉淀蛋白, 40 000 g离

心 15 min收集沉淀。沉淀及 PC样品参照 Laemmli[10]

方法进行 SDS-PAGE, 只是采用 10%~20%线性梯度

胶分离。电泳结束后先用硫酸锌染色观察有荧光的

条带并拍照, 然后以 7% 冰乙酸脱色至背景透明后

再用考马斯亮蓝染色, 0.5 mol/L NaCl脱色后拍照。 

2  实验结果 

2.1  吸收光谱 

在蓝隐藻完整藻体细胞中(图 1), 436(438)nm和

677(679) nm的吸收峰源自 Chl a; 495 nm处吸收峰来

自类胡萝卜素; 而 586、647 nm 两个吸收主峰和 1

个 626 nm的肩峰都属于 PC(581、626和 645 nm), 为

典型的 Cr-PC645类型。463 nm左右的吸收峰与 Chl 

c的蓝区吸收有关, 但其在红区吸收峰(630 nm附近)

被 PC645的吸收所掩蔽。在活体细胞中, PC吸收峰

的高度超过 Chl a, 表明 PC在活体细胞中含量很高, 

是藻体内主要的捕光复合物。Chl c在红区的吸收可

由 PC取代, 但在蓝区的吸收比 Chl a更靠近绿光区。

这与隐藻多生长于以蓝绿光为主的深水环境相适应, 

大量的 PC以及一定量的 Chl c的存在, 有利于藻体

捕获水体弱光环境中的有效光能, 以弥补 Chl a吸收

的不足[11]。充分洗涤过的类囊体膜中(图 2)Chl a 红

区吸收红移至 679 nm, 在 580~650 nm附近依然能看

到属于 PC的吸收峰存在(对应于导数光谱中的 690、

634和 650 nm倒置峰), 但与 Chl a吸收相比, 相对强

度明显降低。这是由于叶绿体破碎后存在于类囊体

腔中的 PC大部分流失造成的。这种保留有藻胆蛋白 

 

图 1  藻体和藻蓝蛋白室温吸收光谱 

Fig.1  Absorption spectra of cells and PC645 at room tem-
perature 
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图 2  类囊体膜室温吸收及其导数光谱    

Fig.2  Absorption and derivative spectra of thylakoids at 
room temperature 

 

的类囊体膜样品, 在以往的报道中都未有提及。只是

这部分 PC的存在状态, 单纯通过吸收光谱不能确定, 

可能与膜结合, 但也可能处于游离状态与类囊体膜

片共存。 

2.2  藻体室温荧光光谱 

如图 3A藻体的室温发射光谱中, 当给予 435 nm 

(对应 Chl a的吸收)、460 nm(对应 Chl c的吸收)激发

光时, 均只发射源于 PSII的 Chl a的 686~687 nm附

近荧光, 没有 640 nm附近源于Chl c的荧光发射, 说明

活体状态下 Chl c吸收的能量几乎 100%传递给 Chl a。

Chl c 作为辅助色素通常与 Chl a 及膜上蛋白结合, 

组装形成 Chl a/c-捕光蛋白复合物, 围绕于反应中心

外部, 上述结果说明, 膜上脂溶性的 Chl-蛋白复合

物与反应中心之间的能量传递效率是极高的。当给

予 580 nm(对应于蓝隐藻 PC 吸收)的激发光时, 在

686 nm产生一个属于 Chl a的荧光发射。说明 PC吸

收的能量可以传递给 Chl a。尽管 Chl a在 580 nm附

近也有一小部分吸收, 但 580 nm 激发光所产生的

Chl a荧光发射强度远远高于 435 nm激发光(相对荧

光强度之比可达 1.5~1.8倍), 表明这部分 Chl a荧光

发射主要来自于 PC的激发而非 Chl a。此外, 580 nm

光激发下还产生 1个 662~667 nm的源自 PC的特征

荧光峰, 其相对荧光强度接近甚至超过 Chl a的发射

峰(F667/F686=1.05~1.2), 说明藻体内的 PC 可以把

吸收的能量传递给 Chl a, 但在测定时的激发光强度

下, 也有超过半数的激发能以剩余荧光形式发射掉

了。由于藻胆蛋白是在没有足够用受体的情况下才

会以发射荧光的方式消耗激发能, 而据报道隐藻藻

胆蛋白与 Chl a 之间的能量传递效率很高 , 可达

98%~99% [7], 因此活体细胞中发射这部分 660~667 nm

剩余荧光的 PC 应该是以某种方式中断了与光合系

统之间的能量传递关系。 

激发光谱反映的是荧光物质在不同波长的激发

光照射下, 对所产生的发射波长的荧光强度的贡献, 

往往与该物质的吸收光谱中的峰形变化一致, 可以

反映色基之间的能量偶联情况[12]。如图 3B所示, 在

700 nm 发射波长下, 藻体细胞的激发光谱与吸收光

谱很相似, 在蓝区 436、458和 495 nm(导数光谱 447、

473和 502 nm)处可看到小的源自于 Chl a、Chl c和

类胡萝卜素的激发峰, 只有导数处理后的结果中可

看到位于 679 nm的 Chl a红区激发峰, 说明 Chl c及

类胡萝卜素和 Chl a之间存在能量偶联, 只是对该荧

光贡献较小。活体细胞激发谱中, 最强的 582 nm和

646 nm(导数光谱 592和 662, 631 nm对应于 625 nm吸

收肩峰 )的激发峰显然源自 PC, 说明藻体内对

700 nm 长波荧光发射贡献比例最高的是 PC。在

520~550 nm(导数光谱 529 nm和 543 nm)的变化, 据

报道与 PC内部偶联的色基对相互作用有关[13-14]。 

2.3  藻体 77K 荧光光谱 

室温下通常只能观测到属于 PSII的荧光, PSI在

室温下不产生显著的荧光峰[15], 因而采用 77K 液氮

低温条件测定, 以区分 PSI 和 PSII 的差别。活体细

胞 77K 低温荧光发射谱与室温相比, 峰形、峰位和

相对强度都有所变化(图 3C), 其谱峰十分特别, 表

现在以下几个方面: (1)当给予 435 nm和 460 nm激发

光时, 发射主峰在属于 Chl a的 694~696 nm附近, 与

高等植物和绿藻相似, 是源自于 PSII 内周天线的典

型发射峰[16]。此结果与以往对隐藻的报道不同, 含有

PC的蓝隐藻 Chroomonas CCMP270以及含有 PE的

Rhodomonas CS24 的活体细胞在 77K 低温下属于

PSII的荧光峰都在 683或者 686 nm处, 这一现象被

认为是由于隐藻 PSII 光合系统特异而导致的[7, 17], 

但作者的测定结果说明, 不同种属的隐藻, 其 PSII

的荧光特性可能是多样化的。在这两种激发波长下, 

700 nm 以上的长波发射基本看不到, 说明 Chl a 和

Chl c激发后的能量似乎更倾向于传递给 PSII或者短

波长 Chl a。但 Chl c激发后只产生 Chl a的荧光, 说

明 77K低温没有影响 Chl c向 Chl a之间的能量传递

效率。 

(2) 当给予 580 nm 对应于蓝隐藻 PC 的激发光

时, 除了产生 695 nm源自 PSII的荧光发射之外, 还

产生 720~725 nm 荧光 , 该荧光发射被认为源于

PSI[18-19]。此结果与 Mimuro 等[16]报道的不同隐藻的 
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图 3  藻体细胞室温(A, B)和 77K(C, D)荧光发射(A, C), 激发(B, D)及其导数光谱 

Fig. 3  Fluorescence emission (A, C), excitation (B, D) and derivative spectra of cells at room temperature (A, B) and77 K (C, D) 

A、C.激发波长 435nm(——), 460nm(------), 580nm(——), 580nm激发的导数光谱(); B. 发射波长 700nm(——), 导数光谱(); D.

发射波长 720nm(——), 导数光谱() 

A, C. Excitation wavelength 435nm(——), 460nm(------), 580nm(——), derivative spectra at 580nm(); B. Em = 700nm(——), deriva-

tive spectra(); D. Em= 720nm(——), derivative spectra() 

 
活体细胞中 PSI 的 77K 特征荧光发射峰通常位于

715~730 nm相一致。说明蓝隐藻完整藻体细胞中的

PC可将激发能同时传递给 PSII和 PSI反应中心附近

的 Chl a。藻体中对 700 nm以上长波荧光的贡献主

要来自于 PC, 说明 PC 将相当一部分激发能传递给

了长波 Chl a。 

(3) 580 nm 光激发后的发射主峰位于 666 nm, 

是属于 PC 的特征发射峰, 该荧光峰比来自 PSI 和

PSII 的 Chl a 的发射峰高的多(F666/F695 平均可达

5.0, F666/F725=6.0), 而相对荧光发射强度是 Chl a

激发时的 4~5倍。与室温荧光发射光谱相比较, 属于

PC的发射比例大幅度增加。蓝隐藻细胞中这种发射

超高比例藻胆蛋白荧光的现象与某些隐藻相似[7, 17], 

但与蓝藻或红藻相比则显得特异[20-21]。其原因可能

是由于低温导致了 PC 与膜相关的能量传递途径阻

碍, 致使 PC 激发后的大部分激发能没有传递下去, 

表现为 666 nm发射强度相对 Chl a的发射强度大幅

度升高。由于低温条件下阻碍的是活体细胞内的生

物过程或者动态过程, 而光物理和光化学过程仍可

进行。推测生理条件下 PC与膜组分之间的能量传递

可能借助了某些低温下可被阻断的动态相互作用 , 

而红、蓝藻藻胆体因为是附着在光合膜上的, 因而受

低温的影响相对要小。 

PC激发对长波荧光的贡献, 在发射波长为 720 nm

时藻体细胞 77K 激发光谱(图 3D)中体现得更为明

显。此时, 在 440~470 nm之间属于 Chl  a和 Chl  c

的激发峰几乎不可见, 只在导数处理的谱峰中可以

看到 687nm处对应于长波 Chl  a的激发贡献。主要

的激发峰在 580~650 nm, 激发峰形与 PC645的吸收

谱图很相似(图 1)。而 77K下 PC的激发光谱更精细, 

呈现 581、611、632和 649 nm多个 PC的激发峰, 在

导数处理后更为明显。对于隐藻 PC645 吸收光谱中

3 个典型的吸收谱峰与藻胆素色基之间的对应关系

一直存在争议 ,  但最近的一些报道倾向于认为 ,  

 

图 4  类囊体膜在室温(A, B)和 77K(C, D)下的荧光发射(A, C), 激发(A, C)及导数光谱 

Fig.4  Fluorescence emission (A, C), excitation (B, D) and derivative spectra of thylakoid membrane at room temperature(A, B) 
and 77 K (C, D)  

A、C.激发波长 435nm(——), 460nm(------), 580nm(——); B. 发射波长 700nm(——), 导数光谱(); D.发射波长 720nm(——), 导数

光谱() 

A, C. Ex= 435nm(——), 460nm(------), 580nm(——); B. Em = 700nm(——), derivative spectra(); D. Em= 720nm(——), derivative 

spectra() 
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PC645 所含有的色基吸收区域为 : DBV(二氢胆绿

素 )580~585 nm, MBV(中胆绿素 )610~622nm, 

PCB(藻蓝胆素)630~640 nm, PCB(β82)645~650 nm, 

位于 β亚基 82位Cys上的 PCB为最低能量色基 [22-23]。

因此上述 4个激发峰应该分别对应于 DBV(581 nm)、

MBV(611 nm)、PCB(632 nm)和 PCBβ82(649 nm)。 

2.4  类囊体膜室温荧光光谱 

叶绿体破碎之后制备的类囊体膜在室温条件下

以 435 和 460 nm 作为激发光照射时, 都只产生在

688~689 nm附近的来自 PSII的 Chl a发射峰(图 4A), 

说明在分离得到的类囊体膜上 Chl a和 Chl c依然保

持着良好的天然状态, 吸收的光能均可有效的传递

给 Chl a。若以 580 nm光激发时, 同样在 685~686 nm

附近产生源于 Chl a的荧光, 但相对于藻体细胞, 由

于 PC的流失, 相对荧光强度低于 435 nm激发(相对

强度比值为 0.2~0.3), 甚至低于 Chl c 激发时的荧光

(相对强度比值为 0.7~0.8)。除此之外, 在 659~660 nm

处(比活体状态蓝移约 5~6 nm)仍可看到有 1 个属于

PC的发射峰, 与Chl a峰的比值 F660/F685= 1.4~1.6。

说明经过充分洗涤的类囊体膜中仍有和 Chl-蛋白特

异结合的 PC。 

在 700 nm 发射波长下的室温激发光谱(图 4B)

显示, 在去除大部分 PC的类囊体膜中, Chl a对此长

波荧光的贡献相对突出, 除了红区 435 nm激发峰外, 

在 673 nm的蓝区激发峰成为主峰; 但 460 nm附近原

属于 Chl c激发峰几乎消失, 表明此时 Chl c对此长

波荧光的贡献微乎其微; 而 583, 632, 642 nm的激发

峰明显与 PC 有关, 进一步说明在样品中存在的 PC

是与类囊体膜以良好的状态结合着的, 且 PC 和 Chl a

之间依然保持着能量传递关系。 

2.5  类囊体膜 77K 荧光光谱 

在图 4C类囊体膜的 77K荧光发射光谱中, 与活

体细胞相似, 在 435 nm和 460 nm的激发光照射下, 

主要可使 Chl a和 Chl c激发, 此时类囊体膜的荧光

发射主峰均为源自 PSII内周天线 Chl a的 692 nm荧

光(比活体状态蓝移约 3~4 nm); 但在 700 ~730 nm区

域还呈现不明显的肩峰区, 这一部分发射波长长于

PSI的反应中心叶绿素 P700, 因而一般认为来自 PSI, 

说明类囊体膜中 Chl a和 Chl c激发后都可将能量传

递给 PSI。有报道认为, 隐藻 PSI也有属于自己的 Chl 

a/c2捕光复合物 LHCI 存在[24-25], 因此, 光谱中这一

部分激发能可能来自 LHCI中的 Chl a和 Chl c, 但是

显然份额较少。此外, 当给予类囊体膜 580 nm的激

发光时, 类囊体膜除了呈现比藻体时强度低的多的

662 nm发射峰外, 还呈现出源自 PSI的 703、717 nm

的长波 Chl a的荧光峰(比藻体蓝移 7 ~8 nm), 再次说

明 PC和两个光合系统的 Chl a间均存在能量传递关

系, 并且向长波 Chl a传递的份额比 Chl c更高。 

图 4D类囊体膜的 77K激发光谱中也显示, 发射

波长为 720 nm时, 对这一长波荧光产生贡献的主要

是 Chl a(431~448 nm、682 nm)和 PC(580~646 nm), 

Chl c(470 nm)以及类胡萝卜素(494 nm)的激发不明

显。而 77K 下 PC 的激发光谱更精细, 除了 581 和

649 nm峰之外, 还呈现 582、613、632和 646 nm处

多个 PC藻胆素色基的激发峰。 

可见 , 尽管类囊体膜制备过程中 , 包裹在类囊

体腔中的 PC不可避免会流失, 但在实验条件下所得

的膜片上依然存在一定比例的 PC, 并且其上结合的

Chl -蛋白复合物以及 PC 的色基之间的能量传递关

系仍与活体细胞状态相似。 

2.6  类囊体膜多肽 SDS-PAGE 

充分洗涤后的类囊体膜多肽分析结果见图 5。多

肽的分布呈现一定的规律: 即主要分布在 20~22 ku 

(捕光复合物)、28~35 ku(反应中心)、45 ku附近(PSII

内周天线)和 66 ku 附近(PSI 核心)4 个区域附近[25] 

(图 5b)。结果经锌染后在紫外光下观察(图 5c), 发现

在考染图谱中丰度最高的 20 ku 多肽附近有一条粉

红色荧光条带, 与 PC的 β亚基迁移率相当(图 5d)。

由于类囊体膜样品在多肽组成分析之前经过丙酮/乙

醇处理, 与蛋白质非共价结合的叶绿素和类胡萝卜

素被去除, 只有与蛋白质共价结合的藻胆素可被保

留, 因此 PAGE 图谱中呈现粉红色荧光的蛋白带只

能属于含藻胆素的藻胆蛋白亚基, 说明类囊体膜样

品中确有 PC存在。并且由于膜样品在电泳前经过深

度洗涤, 因此图谱中观察到的多肽组分(包括 PC)都

应是附着或者结合于膜上的。多肽分析结果还显示, 

PC645的 β亚基总能被检测到, 而 α亚基则只有在银

染条件下偶尔可以见到(结果未显示), 尽管 α亚基可

能因为分子量小而容易流失 ,  但这一结果暗示了

PC645的 β亚基似乎与膜结合更为紧密。既然目前的

研究倾向于认为, PC645产生末端发射的基团(662 nm

荧光发色团)是位于 β 亚基的 PCBβ82, 激发能在

PC645 内部传递后最终到达 PCBβ82, 后者再将能量

传递给位于膜上的 Chl a[22-23]。因此, 从功能上来说, 

PC645 的 β 亚基应是与膜上叶绿素相互作用的位点,  
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图 5  类囊体膜多肽以及 PC亚基 SDS-PAGE图谱 

Fig.5  The SDS-PAGE profiles of thylakoid membrane 
peptides and PC subunits  

a.标准蛋白(ku); b.类囊体膜锌染后紫外光下结果; c.类囊体膜考

染后自然光下结果; d.PC考染自然光下结果 

a. standards(ku); b.thylakoid stained by Coomassie brilliant blue 
under natural light;c.thylakoid stained by ZnSO4 under ultraviolet 
ray; d.PC stained by Coomassie brilliant blue under natural light 

 
因此结构上由 β 亚基与膜相接触, 这一结果以往未

有报道, 但作者认为应该是合理的。 

3  讨论与结论 

目前对隐藻藻胆蛋白的了解远不及红、蓝藻藻

胆蛋白透彻, 而隐藻藻胆蛋白的研究又大多以游离

的异二聚体或者更小的单体本身为对象 [22-24, 26-28], 

对于异二聚体之间的相互作用, 以及作为隐藻主要

的捕光复合物与类囊体膜上 Chl-蛋白之间的接触机

制却了解有限, 甚至于是否有结构上的接触都还众

说纷纭, 存在争议。 

一方面, Wit 等 [7]提出的隐藻光合膜结构模型, 

是现有模型中最新的 , 他们认为隐藻藻胆蛋白的

α1α2ββ 异二聚体形式是稳定的生理结构形式, 似乎

不倾向于形成高度的聚合状态; 藻胆蛋白异二聚体

高密度均匀地填充于类囊体腔中, 彼此之间以及与

膜上 Chl-蛋白复合物之间都没有倾向性的结合; 二

聚体蛋白可在不相互接触、也不与膜接触的情况下

以 Föster 共振方式直接将吸收的能量在彼此之间传

递, 并最终传递给位于类囊体膜上的 Chl a。由于按

照此模型计算, 藻胆蛋白与膜上能量的传递效率比

活体状态低得多, 因此 Doust 等[8]认为, 离体状态的

藻胆蛋白其光谱学测定结果可能不能代表活体状态

下的准确情况。因此也说明处于游离状态的隐藻藻

胆蛋白似乎不是完全的天然状态。 

另一方面, Lichtlé 等[25]曾经报道分到一种活性

的 PE-叶黄素-PSII 复合物组分; 而作者在前期的实

验中则分离到一种特殊的 PC-Chl a/c2-蛋白复合物, 

并且该复合物中 PC 吸收的能量可直接传递给复合

物内的 Chl a, 无需经由 Chl c2的介导
[29]。这些结果

直接说明, 隐藻藻胆蛋白在结构上是与膜上的 PSII

或者 Chl a/c-蛋白复合物直接相连的, 并且在功能上

存在能量传递关系。 

此外 , 曾有活体细胞的荧光动力学研究显示 , 

隐藻 Cryptomonas ovata细胞也存在不是很典型的光

诱导的状态转变过程, 在 PSII 过激发时, 会导致 PE

与 Chl a/c2以及 PSII核心的偶联中断, 从而改变藻胆

蛋白向 PSII 能量传递比率, 并且认为这是 PSII的一

种光保护机制[30]。隐藻类囊体膜虽然没有基粒结构, 

但也有一定的垛叠[3], PSI和 PSII的分布也是区域化

的, 因此其激发能在两个光系统之间的再分配以及

光保护的实现, 可能有赖于藻胆蛋白与膜之间关系

的某种动态变化。由于藻胆蛋白在类囊体腔内是密

集存在的[7-8], 因此总有一部分藻胆蛋白不能接触到

类囊体膜的内表面。所以实现解除偶联的方式有两种

可能: 一是藻胆蛋白为结合状态的, 此时可通过某种

结构或构象变化而与受体叶绿素解除偶联[30-31], 比如

一部分与类囊体膜的脱离 ; 另一种可能是在藻体

细胞的天然状态下就以游离状态存在 , 此时可能

表现为 PSI 或 PSII 附近藻胆蛋白区域化的聚集程

度的变化。  

由于活体细胞中色基之间的能量传递过程非常

复杂, 且实验结论多有不同。因此, 本实验改换思路, 

同时制备了充分洗涤但证实仍然结合有藻胆蛋白的

类囊体膜为材料, 得到的实验结果说明: (1)蓝隐藻

的类囊体膜上始终紧密的结合着一定量的 PC, 这样

的类囊体膜样品在以往的报道中均没有提及, 这一

点充分说明 PC不应是完全游离于膜腔内的; (2)SDS- 

PAGE显示, 深度洗涤过的类囊体膜上结合的主要是

PC645 的 β 亚基, 因此 PC645 有可能借助 β 亚基与

膜接触, 这一发现为近年来 PC645 内部能量传递最

终发射基团位于 β 亚基而非 α 亚基的观点提供了直

接的证据[22-23, 26], 同时说明 PC与膜结合时并非完全

没有倾向性; (3)PC 既可将激发能传递给 PSII, 但也

可传递给 PSI, 说明 PC 与膜上两个光合系统之间都

有功能上的关联, 这结果与近年来的活体细胞时间
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分辨动力学研究一致[17, 22]; (4)相较于 Chl a和 Chl c, 

PC在 PSI长波荧光中的贡献更大, 而 Chl c吸收的光

能, 更倾向于传递给 PSII或者短波长 Chl a; (5)蓝隐

藻细胞中表现出超比例的 PC 荧光发射, 说明 PC 在

类囊体腔内应该有一部分是与膜不关联而游离存在的, 

处于游离状态下的 PC 吸收的光能主要以发射自身荧

光而耗散掉, 没有将激发能全部传递给反应中心。 

根据以上各方面的实验结果, 作者提出隐藻藻

胆蛋白在叶绿体中可能的存在和能量传递模式: 隐

藻叶绿体内可能存在超过光合功能需要的藻胆蛋白, 

与其生长的深水中特定的弱光环境相适应; 藻胆蛋

白在类囊体腔中与膜的结合状态有可能是动态的 , 

一部分为膜结合型 , 另一部分为游离状态(Morisset

等[32]曾报道 PC645可以形成不同的两种晶型), 处于

结合状态的藻胆蛋白参与光能向反应中心的传递 , 

而游离状态的藻胆蛋白对于捕光功能来说可能暂时

是冗余的 , 而当需要的时候 , 游离的藻胆蛋白还可

与类囊体膜内表面重新结合或聚集; 藻胆蛋白与膜

的结合部位包括 PSI 和 PSII 的定位区, 与 PSII 的接

触和能量传可能通过 LHCII中的 Chl a/c蛋白复合物

介导, 但能量是直接传递给 Chl a而不经过 Chl c的

中转, Chl c 和藻胆蛋白向反应中心供能时各自遵循

不同的能量传递路径; 而藻胆蛋白在与 PSI 的接触

中, 则更多地以某种方式与含有长波 Chl a的组分相

互作用; 藻胆蛋白可借助与膜的结合和脱离的动态

方式, 以类似于高等植物的移动天线 LHCII 的原理, 

调节激发能在光合系统之间的传递比例, 或者实现

对反应中心的光保护。 
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Abstract: The existential states of cryptomonad phycobiliproteins in thylakoidal lumen have always been contro-

versial. In order to elucidate this question further, the absorption spectra as well as fluorescence spectra (at both 

room temperature and 77 K) of intact cells and thylakoids of Chroomonas placoidea containing phycocyanin (PC) 

were determined in this paper. The existential states of PC within thylakoid lumen are discussed according to the 

data from spectral analysis. The results show that a portion of PC tightly combined to the thylakoid membrane at 

any time (possibly attached with its β subunit), suggesting that the cryptomonad phycobiliproteins are neither fully 

isolated across the thylakoid lumen, nor completely have no preference in contacting with thylakoid, and PC func-

tionally transfers excited energy to both photosystem (PS) I and PSII, and contributes more to the long-wavelength 

of fluorescence from PSI compared to Chlorophyll (Chl ) a and Chl c, while Chl c prefers to transfer excited energy 

to PSII or short-wavelength of Chl a. The observation of ultrahigh ratio of fluorescence emitted by PC in intact cells 

indicates the existence of free PC, which may be redundant for light-harvesting. These freely existed PC may asso-

ciate with thylakoid and revive their light-harvesting function in due time. Considering the results above and those 

from previous studies, we raise such a point of view that the combination between cryptomonad phycobiliproteins 

and thylakoid are dynamic, and a corresponding model is described here. 
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