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摘要：【目的】探讨类囊体膜脂组成与高温光抑制的关系。【方法】以转甜椒正义甘油-3-磷酸酰基转移酶基

因（GPAT）的烟草植株为试验材料，测定了类囊体膜脂组成，高温胁迫后的光合参数和叶绿素荧光参数。【结果】

转基因烟草植株类囊体膜的单半乳糖甘油二脂（MGDG），双半乳糖甘油二脂（DGDG），硫代异鼠李糖甘油二脂（SQDG）

和磷脂酰甘油（PG）的饱和程度均上升，其中 MGDG 饱和程度增加了 16.2%，上升幅度最为显著。随胁迫温度的升

高，转基因烟草植株与野生型植株 Fv/Fm，ΦPSⅡ和 Pn 逐渐下降，但转基因植株下降幅度小于野生型，48℃时差

异最为显著。【结论】转基因烟草植株类囊体膜脂脂肪酸饱和度增加，提高了 PSⅡ热稳定性，缓解了 PSⅡ光抑制。 
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Abstract: 【Objective】In order to investigate the relationship between lipid composition in thylakoid membrane and high 
temperature-induced photoinhibition. 【Method】Tobacco plants transformed with sweet pepper sense GPAT were used to analyze the 
lipids composition of thylakoid membrane, the photosynthetic and chlorophyll fluorescence parameters after high temperature stress. 
【Result】The results suggested that the saturated extent of MGDG, SQDG, DGDG and PG in thylakoid membrane of transgenic 
tobacco plants generally increased. However, the saturated extent of MGDG increased obviously by 16.2%.With stress temperature 
rising, Fv/Fm, ΦPSⅡ and Pn of transgenic and wild type tobacco plants decreased gradually, but those parameters in transgenic 
plants decreased less than wild type plants. The significant difference occurred at 48℃. 【Conclusion】 The increase in saturated 
thylakoid membrane lipids of transgenic plants enhanced the stability of PSⅡ and alleviated PSⅡ photo-inhibition under high 
temperature. 
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0  引言 

【研究意义】生物膜上各种脂类的饱和程度影响

其生理功能[1,2]，与植物对温度逆境的响应有着密切的

关系。甘油-3-磷酸酰基转移酶（GPAT）作为甘油脂

合成途径中的第一个酶[3]，对不同底物的选择性差异

影响类囊体膜甘油脂的饱和程度，因此 GPAT 在植物

膜系统对温度响应过程中起重要作用。【前人研究进

展】1978 年，Pearcy[4]研究发现，随着植物生长环境

温度的提高，叶片中的膜脂脂肪酸饱和程度增加，在

高温胁迫下光合作用的稳定性增强，此后膜脂饱和程

度与植物高温抗性间的关系受到人们的广泛关注。
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Berry 等[5]研究认为高温对光合机构伤害的原初部位

是光系统Ⅱ（PSⅡ），由于 PSⅡ中一些重要的色素蛋

白复合体都结合在叶绿体的类囊体膜上，高温引起类

囊体膜脂组成或结构的变化，影响到 PSⅡ的功能和稳

定性，导致其光能转化效率降低[6,7]。Raison 等[8]的研

究证实了 Pearcy 和 Berry 等的结论。Murakami 等[9]

通过遗传修饰使转基因烟草中编码叶绿体脂肪酸去饱

和酶的基因沉默，导致类囊体膜脂不饱和脂肪酸水平

下降，比野生型更好地适应高温，表明降低膜脂不饱

和脂肪酸含量可以改善高温条件下植物的光合作用和

生长。然而，Gombos 等[10]和 Moon 等[11]研究认为膜

脂脂肪酸饱和程度的提高并没有改变植物适应高温胁

迫的能力。【本研究切入点】因此，高温胁迫下膜脂

脂肪酸饱和程度与光合机构稳定性的关系有待进一步

证明。【拟解决的关键问题】为探讨类囊体膜脂组成

与高温光抑制的关系，我们克隆了甜椒 GPAT 基因，

研究了其表达特性[12]，并获得转基因烟草植株，分析

了其类囊体膜脂组成以及对 PSⅡ热稳定性的影响。 

1  材料与方法  

1.1  试验材料及处理 

以农杆菌 LBA4404 介导，PBI121 为表达载体，

将甜椒正义 GPAT 基因转入烟草（NC89）。Northern
杂交分析表明第 2 株系表达量最高，因此选择其 T1

代和野生型烟草为试验材料，种植到基质与土壤比例

为 1﹕1 的花盆中，并放置于温室中培养，温度为

（25±4）℃，光照强度约为 400 μmol·m-2·s-1，相对湿

度约 75%。当烟苗生长 3 个月，倒数第 3、4 叶全展，

用于各项测定。 
将整株烟草放入光照培养箱中进行温度处理（27

℃、35℃、40℃、44℃、48℃），处理时间为 4 h，重

复至少 4 次，将处理后的材料取出，放于大型卤灯下

光适应 20 min，光强为 800 μmol·m-2·s-1，测定倒数第

3、4 全展开叶片的气体交换参数和叶绿素荧光参数。 
1.2  转基因植株 GPAT 基因表达分析 

对转基因烟草植株进行 Northern 杂交分析。用

TRIZOL 法分别提取转基因烟草和野生型烟草叶片中

总 RNA，然后以 3′端约 500 bp 特异性较强的片断合

成探针模板，进行 Northern 杂交。合成探针模板的引

物序列为 ZJ1：GAAGGAGATGGCTATGCTAT；ZJ2：
GGTATTGATGCCTCCAGTCCT。 
1.3  类囊体膜脂的提取和分析 

按苏维埃等[13]的方法提取极性脂。其过程为：（1） 

将研钵置于冰上预冷 10 min，在烟草叶片上打取 5 个

叶圆片放入研钵中，加入 9 ml 氯仿﹕甲醇（1﹕2）混

合液，将叶片研磨成匀桨；（2）将匀桨转移到 50 ml 
离心管中，于振荡器上混匀后静置 20 min；(3) 向离

心管中加入 3 ml 氯仿和 5.4 ml 0.9 mol·L-1 KCl，混匀

后 1 500 g 离心 15 min；离心的同时将硅胶板（10 
cm×10 cm，青岛海洋化工厂产品）在点样处做好标

记并置于 105℃烘箱中活化 1 h；（4）离心后吸取下

层液入尖底玻璃管中并用 N2吹干；（5）将管底粉末

用 0.2 ml 氯仿﹕甲醇（2﹕1）混合液溶解、定容。（6）
用进样针取 10 μl 样品，加入 4.99 ml 80%丙酮混匀后，

1 000 g 离心 2 min，取上清液。然后以 80%丙酮为参

比，使用 UV-160 型分光光度计测定样品在 645 nm 和

663 nm 下的吸光值，并通过下面的公式计算叶绿素浓

度：叶绿素浓度（mg·ml-1）＝[（20.29×D645＋8.05
×D663）/1 000]×500。 

类脂分析按朱亚芳和苏维埃[14]的方法。（1）按

照叶绿素含量为 50 μg 的量来上样，将样品点在硅胶

板左下角，距左侧和下侧边缘均为 1 cm 处，样品要尽

量点均匀；（2）点完样后用吹风机将硅胶板上的样品

吹干，放入第一向展层液中（丙酮﹕苯﹕水＝91﹕30
﹕8）展层；当展层液接近硅胶板的上边缘时，将硅胶

板取出，用吹风机吹干，将硅胶板翻转 90°置于第二

向展层液（氯仿﹕甲醇﹕28%氨水＝13﹕7﹕1）进行

第二向层析；（3）展层结束后，向硅胶板上均匀喷洒

显色剂樱草灵，在紫外灯下观察，标出各类脂的位置。

（4）刮板，将 4 种脂分开装入试管中；（5）向试管

中分别加入 1 ml 0.4 mol·L-1 KOH/甲醇及 1 ml 苯﹕石

油醚（1﹕1）混合液，静置 15 min，使脂类进行甲脂

化；（6）向每个试管加入 8 ml 蒸馏水，混匀后 120 g
离心 3 min；（7）取上清夜分别置于 4 个 1.5 ml 的离

心管中，用 N2吹干；（8）向离心管中加入 10 μl 氯
仿定容，取 2 μl 进行气相层析，分析各种脂肪酸含量。

色谱条件为：Shimadzu GC-2010 型气相色谱仪，色谱

柱为 30 m×0.53 mm×0.25 μm 的石英毛细管柱；柱温

190 ℃，进样口和检测器温度均为 290℃；载气为高

纯氮，氮气流速 300 ml·min-1；进样方式为直接注射；

归一化法计算结果。 

1.4  叶绿素荧光参数的测定    
采用脉冲调制式荧光仪 FMS2（英国 Hansatech

公司）测定叶绿素荧光参数。将高温处理后的烟草在

800 μmol·m-2·s-1光下适应后，测定光下荧光参数 Fs、
Fm′，再打远红光 3S 测定 Fo′，然后暗适应 15 min 测
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定 Fo、Fm、Fv/Fm 等参数，试验时温度为（26±1）
℃。根据相关公式推算 ΦPSⅡ，Fv′/Fm′，qP 以及 NPQ。 
1.5  气体交换参数的测定 

采用 CIRAS-2 便携式光合作用测定系统（英国

PP Systems 公司）在室温和大气 CO2浓度下测定净光

合速率（Pn）、气孔导度（Gs）、胞间 CO2浓度（Ci），

测定时的光照强度达到被测材料的光饱和点，为 800 
μmol·m-2·s-1。 

2  结果与分析  

2.1  转基因烟草表达分析 

Northern 杂交分析表明甜椒 GPAT 基因在烟草植

株中表达，并且转基因株系 T1-2 表达量最高，因此笔

者选此株系研究生理功能。 
2.2  转基因烟草植株类囊体膜脂组成的变化 

由图 2-A 可见，转基因烟草植株类囊体膜上 4 种

主要的类脂的相对含量并没有发生显著性变化，只是 

1      2      3      4       5       6     WT 

 
 
1～6：转基因烟草株系；WT：野生型烟草 
1-6: Indicates lines of transgenic tobacco plants; WT: Indicates wild type 
tobacco plants 

 
图 1  转基因烟草植株 Northern 杂交分析 
Fig. 1  Northern blotting analysis of transgenic tobacco plants.  
 
PG 的含量稍有增加，表明 GPAT 基因在烟草中过量

表达，并没有影响到甘油脂合成的两个途径间的转

运。相对于野生型，转基因植株饱和脂肪酸的含量有

所提高，其中 SQDG，DGDG 和 PG 分别增加了 6%，

5.9%和 4.2%，而 MGDG 增加 16.2%，最为显著（图

2-B）。 

 

 
 

图 2  转基因烟草植株类囊体膜脂含量与各类脂饱和指数的变化 

Fig. 2  Changes of lipid content and saturated index of lipids in thylakoid membrane of transgenic tobacco plants 

 

2.3  高温胁迫下转基因烟草植株叶绿素荧光参数的

变化 
当植物受到逆境胁迫时，Fo 上升，表明 PSⅡ反

应中心失活或破坏[15]。在 44℃胁迫下，转基因植株与

野生型的 Fo 开始明显上升，但转基因植株上升幅度

较小（图 3-A）。Fv/Fm 反映的是 PSⅡ的光化学潜力，

同时也是植物光抑制程度的指标。35℃下，无论野生

型或转基因植株的 Fv/Fm 并没有发生明显的变化（图

3-B），在 40～48℃处理之间，两者都有所下降，野

生型植株的降幅显著大于转基因植株，说明转基因植

株 PSⅡ高温光抑制程度较轻。Fv’/Fm’表示 PSⅡ天线

的转换效率，反映了光照下开放的 PSⅡ反应中心激发

能的捕获效率。光化学猝灭系数 qP，反映 PSⅡ的开

放程度，也可以间接表示 PSⅡ激发压力。ΦPSⅡ反映

在光照下 PSⅡ反应中心部分关闭情况下的实际光化

学效率。在高温胁迫下转基因植株与野生型 ΦPSⅡ，

Fv′/Fm′，qP 变化趋势相同（图 3-C，D，E），在 35
℃时无明显差异，40～48℃之间转基因植株下降的幅

度明显小于野生型，48℃胁迫下，野生型植株分别下

降 42.3%、31%、16.2%，而转基因植株分别只下降了

24.2%、16%、10.3%，差异最为显著。随着胁迫温度

的升高，转基因植株和野生型植株 NPQ 逐渐增加，但

野生型的上升幅度较大，说明在高温胁迫下转基因烟

草叶片捕获光能较多的用于光合电子传递。 
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图 3  高温胁迫下转基因烟草植株荧光参数的变化 

Fig. 3  Changes of chlorophyll fluorescence parameters in 

transgenic tobacco plants under high temperature 

stress 

 

3.4  高温胁迫下转基因烟草植株 Pn、Gs 和 Ci 的变化 

随着胁迫温度的升高，转基因烟草植株与野生型

植株 Pn 下降，但转基因植株下降幅度显著小于野生

型（图 4-A），48℃胁迫下，野生型植株光合速率下

降约 75%，而转基因植株只下降了 47.3%。在各温度

处理下，转基因植株与野生型植株 Gs 成下降趋势，

但 Ci 在 40℃前变化不大，在 40～48℃之间呈上升趋

势。说明在高温处理下转基因植株与野生型植株 Pn
的下降不是气孔限制的结果。 

3  讨论 

甘油-3-磷酸酰基转移酶的主要功能是把不同碳

链的脂肪酸（棕榈酸，油酸）加到甘油骨架的 sn-1 位。

一般植物甘油-3-磷酸酰基转移酶对油酸具有较高的

选择性，但是冷敏感植物甘油-3-磷酸酰基转移酶对棕

榈酸和油酸具有同样的选择性[16]，由于棕榈酸结合到

甘油骨架后不利于进一步的不饱和化，从而使膜上各

种脂类的饱和程度升高。本研究证明冷敏感植物甜椒

甘油-3-磷酸酰基转移酶基因在烟草中表达，使类囊体

膜上 4 种主要脂类饱和程度都有所提高（图 2-B），

其中 MGDG 的饱和程度上升最为显著，但各种脂类

的相对含量变化不大，只是 PG 含量稍有上升（图 2-A）。 
类囊体膜上存在有大量非双分子层结构的脂类

MGDG[17]，对于膜双分子层中大分子复合体的稳定性

至关重要[18]，但其在高温下容易发生相变[19~21]，从而

破坏类囊体膜结构组成，影响其正常功能。类囊体膜

脂饱和度的增加，特别是 MGDG 中饱和脂肪酸含量

的增加可以提高相变温度，增加光合膜热稳定性[22,23]。

PSⅡ复合体位于类囊体膜上，光合膜的热稳定性对于

PSⅡ在高温下的结构和功能至关重要。Fo 的上升不仅

反映了 PSⅡ反应中心失活，同时也是光合膜热稳定性

的重要指标[24]。在高温胁迫下，转基因烟草植株 Fo
的上升较慢（图 3-A），类囊体膜相对稳定，Fv/Fm
降幅较小，PSII 受伤害较轻（图 3-B）。 

不同高温处理后，转基因烟草植株 Pn 下降幅度

显著小于野生型植株（图 4-A），说明高温胁迫下转

基因烟草光合能力强于野生型。高温胁迫后，ΦPSⅡ（图 

 

 

 

图 4  高温胁迫下转基因烟草植株 Pn，Gs 和 Ci 的变化 

Fig. 4  Changes of Pn, Gs and Ci in the transgenic tobacco plants under high temperature stress 
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3-C）变化趋势与 Pn 一致，而且转基因植株 ΦPSⅡ下

降幅度小，笔者认为转基因烟草 PSⅡ在高温下能够维

持较高的实际光化学效率，从而保证了光合作用所需

同化力的合成，在一定程度上缓解了 Pn 的下降。高

温胁迫导致天线构象发生改变，并与 PSⅡ反应中心相

分离即天线脱落 [21,25,26]。高温处理后转基因植株

Fv′/Fm′降幅较小（图 3-D），证明其 PSⅡ捕光天线较

稳定，可能与 SQDG 中脂肪酸饱和程度升高有关[27]。

陈峰等[28]认为高温首先伤害 PSⅡ反应中心受体侧电

子传递体。qP 下降代表 PSⅡ反应中心关闭部分增多，

QA
-积累量增多，受体侧接受电子的能力减弱，而转基

因植株 qP 下降小于野生型（图 3-E）。转基因烟草类

囊体膜脂饱和度的升高缓解了 Fv′/Fm′、qP 和ΦPSⅡ
的下降，捕获能量更多的用于光化学反应，因此热耗

散部分相对较少（图 3-F）。 
转甜椒 GPAT 基因烟草类囊体膜脂饱和度的增加

有利于在高温下维持较好的光合性能。但 Moon 等[11]

的研究表明，PG 中饱和脂肪酸含量提高了 14%的转

基因烟草，并没有提高 PSⅡ在高温下的活性。笔者认

为 PG 大约只占膜上总的脂类的 7%，即使其饱和脂肪

酸含量增加 14%，也不足以增强其高温抗性，而转甜

椒 GPAT 基因的烟草膜上各种脂类的饱和脂肪酸含量

都有所上升，特别是 MGDG 中饱和脂肪酸含量上升

幅度最大。MGDG 是光合膜上含量最高的脂类，其饱

和度的改变会影响整个光合膜的功能和性质[29]。总

之，转甜椒正义 GPAT 基因的烟草类囊体膜脂脂肪酸

饱和程度的增加，增强了类囊体膜的热稳定性，减轻

了高温对 PSⅡ色素蛋白复合体的伤害，因此在高温下

具有较好的光合性能。 

4  结论 

转甜椒正义甘油-3-磷酸酰基转移酶基因烟草植

株类囊体膜的 MGDG，DGDG，SQDG 和 PG 的饱和

程度均上升，其中 MGDG 饱和程度增加了 16.2%，上

升幅度最为显著，但各种脂类的相对含量变化不大，

只是 PG 含量稍有上升。 
随着胁迫温度的升高，转基因烟草植株与野生型

植株 Fv/Fm，ΦPSⅡ，Fv′/Fm′，qP 的变化趋势相同，

在 35℃时无明显差异，40～48℃之间转基因植株下降

的幅度明显小于野生型，48℃胁迫下差异最为显著。

而转基因烟草植株 Fo，NPQ 随着胁迫温度的升高其

上升幅度小于野生型植株，说明转基因烟草植株 PS
Ⅱ在高温下能够维持较高的光化学活性，从而在一定

的程度上缓解了光合速率的下降。转基因烟草类囊体

膜脂脂肪酸饱和程度的增加，减轻了高温对 PSⅡ色素

蛋白复合体的伤害，缓解 PSⅡ高温光抑制。 
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