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黄化油菜突变体 Cr3529子叶类囊体膜光谱性质研究 

魏慧敏，陈云伟，张年辉，赵 云，杜林方 

(四川1人学 生命科学学院，成都 610064) 

摘 要：以发育 l0 d的黄化油菜突变体为材料 ，分析了突变体油菜子叶类囊体膜的色素含量、事温吸收光谱、叶绿 

素荧光发射和激发光谱以及蛋白内源荧光光谱的变化。数据显示：与野生型相比，突变体油菜子I1r类囊体膜的光合 

色素 Chl a和Chl b含量均减少．但 Chl a／b比值升高；突变体油菜子叶类囊体膜叶绿素捕光能力和受激发能力均 

下降，且较依赖于 Chl a捕光并将光能激发传递给 PSⅡ反应中心；突变体油菜子叶类囊体膜的蛋白内源荧光也明 

显异于野生型。进一步表明突变体油菜子叶类囊体膜蛋白组成发生了改变。 
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Study on the Spectra Properties of Cotyledon Thylakoid 

M embranes in Chlorophyll—reduced Rapeseed 

M utant Cr3529 and its W ild Type 

W EI Hui—min．CHEN Yun—wei，ZHANG Nian—hui，ZHAO Yun，DU Lin—fang 

(College of Life Science．Sichuan University·Chengdu 61 0064，China) 

Abstract：From 10一day old rapeseed (Brassica napus I ．)mutant type Cr3529 and its wild type 3529，the 

cotyledon thy1akoid membranes were respectively prepared and a comparative study on their chlorophyll 

composition，room temperature absorption spectra，chlorophyll emission and excitation fluorescence spec— 

tra and protein influorescence spectra was conducted．The figures showed that lower Chl(Chl“and Chl 

6)but a much higher Chl a／b ratio was in thylakoid membranes from the mutant type than in those from 

its wild type．Furthermore，the chlorophyll fluorescence spectra indicated，on contrary to that in wild 

type，Chl a rather than Chl b in the mutant type is responsible for harvesting light and being excited by 

light．In addition，composition of proteins on cotyledon thylakoid membranes also changed in the mutant 

type，suggesting by significant difference in protein influorescence between these two kinds of membranes． 

Key words：oilseed rape；cotyledon；thylakoid membranes；chlorophyll—reduced mutant；spectra properties 

高等植物光能的捕获、传递和转化主要由叶绿 

体类囊体膜上的色素结合蛋白复合物来完成。色素 

结合蛋白主要分为 2类：(1)结合叶绿素 a(Chl a)、 

由叶绿体基 因编码 的色素 蛋 白(D1、D2、CP47、 

CP43、CP47、P700A、P700B)，它们构成 了光系统 

(PS I／PS 11)反应中心复合物 ；(2)结合叶绿素 a 

和叶绿素 b(Chl a／b)、由核基因 Lhc家族编码的色 

素蛋白，它们构成了光系统的捕光天线复合物一：。捕 

光天线复合物将捕获的光能传递给反应中心使之发 

生电荷分离。目前已知至少有 6种Chl“ 色素蛋 
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白(Lhcl至 Lhc6)与PSⅡ相连，其 中由 I hcb1和 

Lhcb2组成的三聚体是 PSⅡ主要的外周天线复合 

物 。它结合了类囊体膜上 50 的叶绿素和几乎所 

有的Chl b。叶绿素作为色素蛋白结合的有机小分子 

在稳定反应中心复合物和捕光天线复合物中是必需 

的 。 

叶绿素缺乏突变体是研究捕光色素蛋白复合物 

组装、形成及其在光合作用起作用的好材料。近年 

来，人们对大麦 ．-等植物的叶绿素缺乏突变体进行 

研究，以探讨光合色素在光合作用中所起的作用。借 

助快中子辐射和 DES化学诱变产生的幼叶黄化突 

变体 甘蓝型油菜 Cr3529。属 于叶绿素缺 乏突变 

体 。它含有较少的类囊体和垛叠区，种子萌发 10 d 

时，突变体油菜子叶与野生型油菜子叶具有明显的 

颜色差异，野生型油菜子叶为墨绿色，而突变体子叶 

仍为黄绿色。为进一步探讨子叶这种颜色表观差异 

的分子机理，揭示突变的机制，本实验以发育 10 d 

的黄化油菜突变体 Cr3529及其野生型 3529的子叶 

为材料，制备类囊体膜，借助室温吸收光谱、荧光发 

射和激发光谱以及蛋白内源荧光光谱，比较了突变 

体和野生型油菜子叶的叶绿素组成差异，分析了油 

菜突变对叶绿素光能捕获、激发能传递的影响。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

野生型油菜(Brassica napus I ．)3529及其黄化 

突变体 Cr3529于(20±1)C室温下 12 h光照，取生 

长至 10 d后的子叶为材料。 

1．2 类囊体膜的制备 

按 Rintamaki— 等方法进行，取 1 g子叶用液氮 

mmol／I MgC1，、1 mmol／i Na—EDTA、10 mmol／i 

NaF、50 mmol／i HEPES—NaOH，pH 7．5)匀浆，匀 

浆液两层纱布过滤后 1 500 g离心 4 min。沉淀用缓 

冲 液 B(5 mmol／i 蔗 糖、5 mmol／i MgC1 1、10 

mmo|／i NaF、10 mmo|／i HEPES— a()H，pH 7．5) 

洗涤 1次，再经 3 000 g离心 3 min。所得沉淀即为 

类囊体膜。将类囊体膜悬浮于少量缓冲液 C中(1O0 

mmol／i 蔗糖、5 mmol／i NaC1、10 mmol／i MgC1 7、 

10 mmol／i NaF、10 mmol／i HEPES—NaOH，pH 

7．5)，液氮保存。整个过程避光冷冻进行。 

1．3 色素含量测定 

叶绿 素含量测定采用 Arnon 的方法，并按 

Porra 法进行修正。 

1．4 室温吸收光谱测定 

类囊体膜室温吸收光谱用日本岛津 uV一240分 

光光度计测定。 

1．5 荧光光谱测定 

于 25(、用 Hitachi一4500荧光分光光度计测定 

叶绿素荧光发射／激发光谱和蛋白质内源荧光光谱。 

2 结 果 

2．1 油菜子叶类囊体膜叶绿素含量组成分析 

以相同鲜重的子叶提取类囊体膜。采用 Porra 

法分别对突变体及其野生型油菜子叶类囊体膜的叶 

绿素含量组成进行了分析，所得结果见表 1。结果表 

明：突变体油菜子叶类囊体膜的叶绿素含量相对较 

少。仅为野生型油菜子叶类囊体膜的 55 ，其中Chl 

b约为野生型的45 ，Chl a约为野生型的58 。此 

外，色素组成也有明显的差异，野生型油菜子叶类囊 

体膜的Ch1．／b比值为 2．82，而突变体油菜子叶类 

磨碎，加入预 冷缓 冲液 A(300 mmol／I 蔗糖、5 囊体膜的 Chl n／b比值较高，约为 3．65。 

表 1 突变体及其野生型油菜子叶类囊体膜的叶绿素含量组成分析 

Table 1 Analysis of chlorophyll composition of cotyledon thylakoid membranes in the mutant rapeseed and its wild type 

2．2 油菜子叶类囊体膜吸收光谱分析 

为进一步考察突变体油菜子叶类囊体膜叶绿素 

含量组成的变化，我们分别对突变体及其野生型油 

菜子叶类囊体膜进行了可见光区(360～720 nm)吸 

收光谱测定。图 1，a显示，野生型油菜子叶类囊体膜 

具有 680 nm红光区最大吸收峰和 440 nm蓝光区 

最大吸收峰。它们分别为Chl“的 Qx和Qy区的吸 

收；420 nm左右的肩峰是脱镁叶绿素 “或 Cytb559 

的吸收。5O0～460 nm为类胡萝 卜素的吸收；472 nm 

附近的肩峰和 650 nm处的小峰则为Chl b的吸收。 

突变体油菜子叶类囊体膜具有类似的图谱，但最大 

吸收峰的位置却有所不同：Chl n在红光区的吸收 
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峰为 679 nlTl，蓝光区吸收峰在 438 11_II1处。 

相同鲜重子叶提取的 2种类囊体膜的吸收光谱 

显示：突变体油菜子叶类囊体膜吸收光谱中 A 、 

Am以及 A 的值均小于野生型油菜子叶类囊体膜 

吸收光谱中相应的值(图 1，a)。子叶类囊体膜经丙 

酮抽提所得叶绿素溶液的吸收光谱也显现出类似的 

特征(图1，b)。这表明子叶鲜重相等时，突变体油菜 

类囊体膜中 Chl口和Chl b的含量均少于野生型油 
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菜类囊体膜。 

对相同叶绿素浓度的子叶类囊体膜进行测定 

时，突变体油菜子叶类囊体膜的 A们。／A 。比值大于 

野生型 A 。／A 。比值，而 A 。 远大于 A 。，表明此时 

突变体含有较多的Chl口，而 Chl b含量较少。这说 

明总叶绿素浓度相等时，与野生型相比，突变体含有 

较少的Chl b和较多的 Chl口。 

波长 Wavelength(nm) 

图 l 突变体及其野生型油菜子叶类囊体膜的窒温吸收光谱 

a和b中类囊体膜分别溶于缓冲液 C(100 mmol／L蔗糖，5 mmol／I NaCI， 

10 mmol／I MgCl ．10 mmol／l NaF，10 mmol／L HEPES—NaOH，pH 7．5)和 8O 丙 酮 

Fig．1 Room temperature absorption spectra of cotyledon thylakoid membranes in the mutant rapeseed and its wild type 

In a and b．the membranes are suspended in buffer C(1O0 mmol／I sucrose，5 mmol／L NaCI，10 mmol／I MgCIz， 

10 mmol／I NaF。10 mmol／I HEPES—NaOH，pH 7．5)and in 80 acetone，respectively 

2．3 油菜子叶类囊体膜叶绿素荧光光谱分析 

叶绿素具有荧光且在类囊体膜上与光合功能蛋 

白形成色素蛋白复合物。436 nm波长光可激发Chl 

口，而 475 niT1波长光激发 Chl b。分别以475 niT1和 

436 niT1波长光激发，可分别得到 2种叶绿素荧光发 

射光谱。其中680 llm附近的最大荧光发射峰为PS 

Ⅱ反应中心的发射，其发射峰强度可反映叶绿素的 

捕光效率。 

为此我们先对相同叶绿素浓度的突变体及其野 

生型油菜子叶类囊体膜进行了叶绿素荧光发射光谱 

测定。相同波长光激发检测到的发射谱(图 2)中，突 

变体油菜子叶类囊体膜在 680 nlTl附近最大荧光发 

射峰(F 6 8 0。 和F⋯6SO )的强度都要比野生型的弱，这说 

明突变体油菜子叶类囊体膜 PSⅡ天线系统中的叶 

绿素捕光效率下降，使得光能不能被有效传递给 PS 

Ⅱ反应中心，因此反应中心的荧光发射强度相对较 

低。进一步比较荧光发射峰的强度(表 2)，野生型油 

菜子叶类囊体膜中 F 6 8 0。 和 F 6 8 0 的值约为 0．84，而 

突变体油菜子叶类囊体膜较高，约为 0．98。可见，与 

野生型油菜相比，突变体油菜子叶类囊体膜更多地 

依赖于 Chl a捕获光能。 
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图 2 突变体及其野生型油菜子叶类囊体膜的 

叶绿素荧光发射光谱 
2种子叶类囊体膜用缓冲液C稀释至相同浓度 

Fig．2 Chlorophyll fluorescence emission spectra of 

cotyledon thylakoid membranes in the mutant 

rapeseed and its wild type 

The membranes are suspended in buffer C at the same concentrantion 

以 680 nm光波长检测叶绿素激发光谱时，436 

rim峰来 自Chl a的激发，475 nm峰是 Chl b的激 

发，417 nm 的肩峰是脱镁叶绿素 a或 Cytb 的激 

发，530 nm附近微弱峰是类胡萝 卜素的激发。436 

rim 和 475 nm两个激发峰(和)，它们可分别反映 

Chl a和Chl 6受激发的能力。 

我们在相同叶绿素浓度(10／*g Chl／mL)下，分 

别测定了突变体及其野生型油菜子叶类囊体膜的叶 

绿素激发光谱(图 3)。突变体中的Chl a和Chl b激 

发峰的强度都要 比野生型的弱。这说明，突变使得 

’ 
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图 3 突变体及其野生型油菜子叶类 体膜的 

叶绿素荧光激发光谱 

Fig．3 Chlorophyll fluorescence excition spectra of 

cotyledon thylakoid membranes in the mutant 

rapeseed and its wild type 

Cr3529叶绿素捕获的光能不能被有效激发并传递 

给PSⅡ反应中心。 

进一步比较荧光峰强度(表 2)，野生型油菜子 

叶类囊体膜中F淼 。和F 的值约为 0．93，而突变 

体中的较高，约为 1．14。与野生型油菜子叶类囊体 

膜相比，相对于 Chl b的激发，突变体中Chl a的激 

发较强。这说明，突变体油菜子叶类囊体膜上光能的 

传递更多依靠于 Chl a受激发并将光能传递给 PS 

Ⅱ反应中心。 

表 2 突变体及其野生型油菜子叶类囊体膜荧光发射峰(激发峰)相对强度的比较分析 

Table 2 Comparative analysis of the fluorescence relative intensity of cotyledon thylakoid 

membranes in the mutant rapeseed and its wild type 

2．4 油菜子叶类囊体膜蛋白质内源荧光光谱分析 

278 nm或 295 nm波长光检测时，蛋白质的酪 

氨酸(Tyr)、苯丙氨酸(Phe)和色氨酸(Trp)残基受 

到激发，这些氨基酸残基的激发能以荧光形式发射 

出来。蛋白内源荧光可以反映蛋白组分的变化。 

2种油菜子叶类囊体膜的蛋白内源荧光如图 4 

所示。野生型油菜子叶类囊体膜用 278 nm波长光 

激发时，330 rim 附近有 1个明显的宽峰 (图 4，a)； 

295 nm波长光激发时，在 319 rim和 337 rim处有 2 

个明显的发射峰(图4，b)。与野生型油菜相比，突变 

如 蚰 如 加 m o 

O  O  O  O O  O  O  O  O  O  
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体油菜子叶类囊体膜的发射峰位置发生改变：与 

330 nm相对应的发射峰略红移至 331 nm，319 nm 

对应的峰也红移了 2 nm，而 337 nm处发射峰位置 

不变。发射峰强度的变化则更为明显：子叶鲜重相等 

时，突变体油菜类囊体膜在 331 nm、321 nm和 337 

nm的发射峰强度相对较低，分别为野生型相应发 

射峰强度的 86 、78 和 79 ；叶绿素浓度相同时， 

突变体油菜子叶类囊体膜 3个发射峰强度相对较 

高，分别为野生型的 111 、98 和 103 。以上结果 

· - - - - - - - - - - - - — — Wi ld type 

显示突变体油菜子叶类囊体膜的蛋白内源荧光发生 

了改变，说明其蛋白组分发生了变化。 

蛋白内源荧光强度可进一步反映蛋白含量的变 

化。子叶鲜重相同时，蛋白内源荧光强度比野生型的 

小。表明突变体油菜子叶类囊体膜含有较少的蛋白 

组分。叶绿素浓度相同时，突变体油菜子叶类囊体膜 

的荧光强度则比野生型的大，表明此时突变体中含 

有较多的蛋白组分。 

波长 Wavelength(nm) 
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图 4 突变体及其野生型油菜子叶类囊体膜的蛋白内源荧光发射光谱 

a和 b分别为 278 nrll和 295 nrll波长光激发 

Fig．4 Proein influ。rescence spectra。f c。tyled。n thylak。id ITIembranes in the ITIutant rapeseed and its wild typ。 

In a and b．the wavelength of exciting light are 278 n rrl and 295 nm respectively 

3 讨 论 

甘蓝型油菜 Cr3529是借助快中子辐射和 DES 

化学诱变得到的幼叶黄化突变体 j。 

本实验以颜色表观差异最为明显、发育 10 d的 

突变体和野生型油菜子叶为材料提取类囊体膜，进 

行了类囊体膜叶色素含量组分分析和光谱测定。分 

析结果表明，造成这种差异的原冈是突变体子叶的 

叶绿素(Chl“和 Chl b)含量明显低于野生型(只有 

野生型的 54 )，并且 Chl 比Chl“更为缺乏(突 

变体 Chl“／6的比值为 3．6。而野生型的为 2．8)(表 

1)。已有研究显示：叶绿素会影响反应中心复合物和 

捕光天线复合物的翻译、合成、组装等过程 。我们 

对抽薹期突变体油菜叶片类囊体膜的蛋白组分分 

析一 也显示，PSⅡ天线组分中的主要捕光色素复合 

物 Ⅱ(I HCⅡ)含量减少，PSⅡ反应中心多以单体形 

式存在，且含有较多的CP47和CP43复合体。本实 

验借助蛋白内源荧光光谱也观察到突变体油菜子叶 

类囊体膜蛋白组分的变化(图 4)。叶绿素浓度相同 

时突变体油菜子叶类囊体膜含有较多的蛋白组分。 

子叶鲜重相同时则含有较少的蛋白组分。 

叶绿素荧光发射光谱(图 2)显示，突变体油菜 

子叶类囊体膜上 PSⅡ反应中心的荧光发射强度降 

低。说明突变导致其天线系统中叶绿素的捕光效率 

下降，叶绿素的荧光激发光谱(图 3)显示：突变体油 

菜子叶类囊体膜的荧光激发峰强度也有所下降。说 

明突变也使叶绿素捕获的光能不能被有效激发。进 

一 步比较荧光发射峰或激发峰的相对强度(表 2)： 

突变体中的比F 680。 和F⋯680 值高于野生型，这说明与 

野生型相比，相对于 Chl b，突变体中 Chl“的捕光 

能力更强。突变体中F 和 F 的比值也高于野 

生型，这也表明相对于 Chl 6。突变体中 Chl“的受 

激发能力更强，说明突变体油菜子叶类囊体膜更多 

依靠于 Chl a捕光并有效地将激发能传递给 PSⅡ 

反应中心。 

1̂ls lu u u∞ 苫t1 l̂ 
曩 罩 
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