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摘　要：为了阐明黄化植物光合作用的能量传递过程，对提取的黄化玉米幼苗类囊体膜运用稳态荧

光光谱技术进行研究．用高斯解析对黑暗处理的黄化组（Ｔ）和对照组（ＣＫ）在４３６ｎｍ、４７３ｎｍ和

５０７ｎｍ激发下的发射光谱进行分析．结果显示，黄化玉米幼苗类囊体膜中的光合能量传递路径发

生了改变，进入ＰＳＩＩ和ＰＳＩ的能量进行了重新分配，同时荧光强度明显降低．
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０　引言

黄化现象在植物中广泛存在，多数植物在黑暗

中生长时呈现黄色和其他变态特征的现象，并且叶

片的光合作用及叶绿素蛋白复合体荧光特性产生变

化［１－２］．黄化突变体由于突变基因直接或间接影响

叶绿素的合成和降解，其体内叶绿素含量普遍表现

下降，导致黄化突变体光合作用不能正常进行［３－４］．

与野生大麦相比，黄化大麦类囊体膜色素蛋白复合

物组分发生了变化，天线组分叶绿素ａ／ｂ蛋白复合

物（ＬＨＣＩＩ）减少，尤其是光系统ＩＩ（ＰＳＩＩ）的主要捕

光叶绿素ａ／ｂ蛋白复合物减少
［５］．色素含量的缺乏

将降低叶片捕获光能的能力．捕光机构的成分和组

织的改变也会引起光合作用效率的改变．油菜黄化

突变体类囊体膜的Ｃｈｌ犪和Ｃｈｌ犫含量均减少，天线

系统相对较小，捕光效率较低［６］．对黄化油菜突变体

子叶类囊体膜光谱性质研究发现，光合色素叶绿素

犪（Ｃｈｌ犪）和叶绿素犫（Ｃｈｌ犫）含量均减少，其叶绿素

捕光能力和受激发能力均下降，且较依赖于Ｃｈｌ犪

捕光并将光能激发传递给ＰＳＩＩ反应中心
［７］．

原初反应是光合作用的起点［８］，光合作用包括

原初反应中光子、激子、电子、离子与光合膜之间的

相互作用，以及光能的吸收、传递和电荷分离等基本

过程．在光合作用中，光能的吸收、传递和转化过程

是在类囊体膜上进行的，而荧光辐射是光合系统所

吸收能量的耗损方式之一，该过程与热损耗以及用

于光合作用的能量之间相互竞争．本研究利用黄化

玉米幼苗的类囊体膜进行稳态荧光光谱分析，对黄

化植物光合作用原初反应的第一步光能的吸收与

传递具体过程进行探讨，以期进一步阐明黄化植物

光合作用机制及其光能传递途径．

１　材料和方法

１．１　材料培养

选择玉米户单２６号（ＺｅａｍａｙｓＬ．）作为研究材

料．种子用７５％酒精消毒后，室温２０℃预萌发２４ｈ．

将萌发一致的种子摆放在１５ｃｍ直径的培养皿中，

每盆定苗１５株．分为黄化处理组（Ｔ）和对照组

（ＣＫ）两个处理．黄化处理组在（２５±１）℃暗室中培

养，对照组在（２５±１）℃的温室中培养，规律浇水．幼

苗长出第３叶时，进行类囊体膜的制备，制备依据

ＡＬＦＯＮＳＯ等
［９］（１９９４）的方法略加改进．

１．２　吸收光谱

由 Ｌａｍｂｄａ３５ 紫 外可 见 光 分 光 光 度 计

（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，ＵＳＡ）在室温、避光情况下测量．样品

浓度为２０μｇ／ｍＬ．

１．３　稳态荧光发射和激发光谱

稳态荧光激发、发射光谱由飞秒分辨／ＦＬＳ９２０

全功能型激光瞬态／稳态荧光光谱仪获得．连续光源

由Ｘｅ９００（ＥｄｉｎｂｅｒｇｈＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔＬｔｄ）提供．样品浓

度为２０μｇ／ｍＬ．测定方法依据刘晓等
［１０］（２００４）的

方法．采用高斯解析对发射光谱进行分析．

２　结果与分析

２．１　吸收光谱

室温吸收光谱显示，玉米叶类囊体膜具有

６８０ｎｍ红光区最大吸收峰和４３６ｎｍ蓝光区最大吸

收峰，它们来源于核心天线中吸收长波的Ｃｈｌ犪分

子，分别为Ｃｈｌ犪的犙狓 和犙狔 区的吸收峰
［１１］；同时

在蓝区有４６９ｎｍ和４７３ｎｍ肩峰，红区有６２５ｎｍ
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和６５０ｎｍ 两小峰，其中６２５ｎｍ 为 Ｃｈｌ犪 分子在

Ｓｏｒｅｔ区及Ｑ带的特征吸收
［１２］，４６９ｎｍ为β胡萝卜

素（βｃａｒ）分子的特征吸收峰，５８４ｎｍ为核心天线中

在Ｃｈｌ犪 分子犙狓吸收带由００跃迁引起的吸收

峰［１０］（图１（ａ））．４２５ｎｍ左右的肩峰是脱镁叶绿素

（Ｐｈｅｏ）或细胞色素Ｃｙｔ犫５５９的吸收峰．４７７ｎｍ附近

的肩峰和６５３ｎｍ 处的小峰则为Ｃｈｌ犫的吸收峰，

５０７ｎｍ来自于βｃａｒ分子
［９］（图１（ｂ））．

图１　室温下玉米幼苗类囊体膜的吸收曲线

Ｆｉｇ．１　Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｍａｉｚｅｔｈｙｌａｋｏｉｄｍｅｍｂｒａｎｅｓ

ａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．２　激发光谱

由于能量激发捕获的动力学依赖于激发波长，

所以激发波长不同，捕获能量的途径也就不同．分别

在６８０ｎｍ和７３０ｎｍ的发射波长下测得的荧光激

发谱（图２）显示，在相同的激发波长下，６８０ｎｍ处

荧光发射的强度大于７３０ｎｍ 处．４３６ｎｍ 峰来自

Ｃｈｌ犪的激发，４７３ｎｍ 峰是Ｃｈｌ犫的激发，它们可分

别反映Ｃｈｌ犪和Ｃｈｌ犫受激发的能力．在６８０ｎｍ和

７３０ｎｍ的发射波长下，黄化苗的激发峰强度都要比

对照苗的弱．

图２　室温下黄化苗与对照苗类囊体膜的激发光谱

Ｆｉｇ．２　ＥｘｃｉｔａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＴａｎｄＣＫａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｍｉｓｓｉｏｎ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．３　发射光谱

结合类囊体膜的吸收和激发光谱，分别选择

４３６、４７３和５０７ｎｍ作为激发波长，测定其荧光发射

谱（图３）．在３种不同波长的激发下，对照组的最大

荧 光 发射峰都 在６８２ｎｍ处 ，并 且 在 远 红 区 约

７３０ｎｍ处有一峰．在对照组中，６８２ｎｍ荧光发射来

源于反应中心中的Ｃｈｌ犪和一个Ｐｈｅｏ，以及原初电

图３　室温下黄化苗（Ｔ）与对照苗（ＣＫ）在不同激发波长下的发射光谱

Ｆｉｇ．３　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＴａｎｄＣＫｅｘｃｉｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

７８４２
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子供体Ｐ６８０中的Ｃｈｌ犪分子
［１３］．７３０ｎｍ的发射峰

为叶绿素分子从较低激发态的最低振动支能级变为

基态的第一激发振动支能级时所发射的荧光，也系

光系统Ｉ（ＰＳＩ）的成分
［１４］．而处理组的最大荧光发

射峰在６７７及６７９ｎｍ左右，荧光发射峰的位置发生

了蓝移．

　　在４３６ｎｍ激发波长下（图３（ａ）），对照组和黄

化组分别有６８２ｎｍ和６７９ｎｍ最大荧光发射峰．对

照组的荧光强度大于黄化组，在最高峰处，相对于黄

化组来说，对照组的相对荧光产量增加了６２．５％．

在４７３ｎｍ激发波长下（图３（ｂ）），其荧光发射谱类

似于图３．Ａ．在小于６５０ｎｍ和大于７６０ｎｍ的波长

范围内，黄化组的发射强度要略高于对照组．当ＰＳ

ＩＩ受到类胡萝卜素（Ｃａｒ）分子的吸收波长的激发后，

同４３６ｎｍ，４７３ｎｍ激发的图谱相同，对照组在６８２ｎｍ

处有荧光发射峰．黄化组在６７７ｎｍ处有一不太明

显的荧光发射峰，并且在７６０ｎｍ处有一荧光发射

峰．相对于图３（ａ）和图３（ｂ），黄化组整体的荧光强

度明显降低（图３（ｃ））．

２．４　高斯解析

为了更好地阐明黄化苗的荧光光谱与对照苗的

异同，分别对其稳态荧光光谱进行高斯解析，结果如

图４～图６和表１．表１中ＣＫ４３６，犚＝０．９９８３８；

Ｔ４３６，犚＝０．９９７６３；ＣＫ４７３，犚＝０．９９９３３；Ｔ４７３，

犚＝０．９６９７６；ＣＫ５０７，犚＝０．９９８６７；Ｔ５０７，犚＝

０．９９２３３．

在４３６ｎｍ激发下，黄化苗类囊体膜中由Ｃｈｌ犪

分子传递的能量途径发生了变化．黄化苗中，在小于

６００ｎｍ范围内发生了红移，发射峰由５９８ｎｍ取代

了５８７ｎｍ．吸收短波的色素蛋白复合体参与能量吸

收，在反应中心 Ｃｈｌ的发射峰由６７８ｎｍ 取代了

６８２ｎｍ．ＰＳＩ中的色素蛋白也受到了影响，发射峰

由７１９ｎｍ取代了７１１ｎｍ（图４（ａ））．黄化苗各组分

所释放的能量明显降低，在６８０ｎｍ左右，仅为对照

苗的３０％．

由Ｃｈｌ犫传递的能量路径也发生了改变（图５）．

相对于对照组来说，传递到达ＰＳＩ的能量减少．在

小于７００ｎｍ 的范围内，荧光发射峰发生蓝移．同

样，黄化苗中各个组分所释放的能量都远低于对

照苗．

如果由Ｃａｒ首先传递能量，通过对发射光谱进

行高斯解析，发现在其中有６种色素蛋白．在ＰＳＩ

中，能量传递路径有明显的改变，荧光发射峰发生了

红移，由７２２ｎｍ取代了７１０ｎｍ．然而，在ＰＳＩＩ反应

中心 Ｃｈｌ犪 中，荧光发射峰由 ６８３ｎｍ 转移到

６７６ｎｍ，发生了明显的蓝移．同时，在黄化苗中，有

图４　室温下４３６ｎｍ激发波长下黄化苗与对照苗类囊体膜

发射光谱的高斯拟合

Ｆｉｇ．４　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧａｕｓｓｉａｎ

ｆｉｔｎｅｓｓｏｆＴａｎｄＣＫｔｈｙｌａｋｏｉｄｍｅｍｂｒａｎｅｓｅｘｃｉｔｅｄｗｉｔｈ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ４３６ｎｍａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

图５　室温下４７３ｎｍ激发波长下黄化苗（Ａ）与对照苗（Ｂ）

类囊体膜发射光谱的高斯拟合

Ｆｉｇ．５　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧａｕｓｓｉａｎ

ｆｉｔｎｅｓｓｏｆＴａｎｄＣＫｔｈｙｌａｋｏｉｄｍｅｍｂｒａｎｅｓｅｘｃｉｔｅｄｗｉｔｈ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ４７３ｎｍａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

８８４２
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图６　室温下５０７ｎｍ激发波长下黄化苗（Ａ）与对照苗（Ｂ）类囊体膜发射光谱的高斯拟合

Ｆｉｇ．６　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧａｕｓｓｉａｎｆｉｔｎｅｓｓｏｆＴａｎｄＣＫｔｈｙｌａｋｏｉｄ

ｍｅｍｂｒａｎｅｓｅｘｃｉｔｅｄｗｉｔｈｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ５０７ｎｍａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

表１　在室温下，４７３狀犿和５０７狀犿激发下黄化苗（犜）与对照苗（犆犓）类囊体膜发射光谱的高斯解析结果
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５９８．５４

６２８．５１

６７６．８０

７２２．７９

７６９．１１

６９８．６１

Ａｒｅａ

　

１

２

３

４

５

６

１．１０５０Ｅ５

５．９１５４Ｅ５

９．２８１４Ｅ５

２０５６４

７９１３．７

　

４３３７２

３１１７６

１．８３７９Ｅ５

７１４９６

２８２３．２

　

７．４８７８Ｅ５

２．６５９７Ｅ５

２．６０７４Ｅ５

２６１４４

１．５３３７Ｅ６

　

７２９３０

３９００３

２２１１２

２６９６４

１４２３９

　

５１７４３

３３７３．８

３．１６７９Ｅ５

９０５３．９

６８５６．５

４．４８９５Ｅ５

１５７９４

２５４０６

２６１１６

１７４５３

１３３２１

１１４３８

Ｗｉｄｔｈ

　

１

２

３

４

５

６

５１．２５５

２０．０７

８０．３６

１５．０８２

９．３２９６

　

６７．１２４

２１．７７３

２３．４４７

５９．８９３

８．５８２５

　

２１．９６７

１３．７８９

１５．９１１

１０．４２１

７１．９６７

　

８０．７５７

３２．５４４

１５．９１３

４２．３０９

２０．１５１

　

９．３８９４

９．９２０１

２０．０８６

１５．６７４

２７．４３９

７６．８７６

１７．５６３

３３．６４０

２３．８７５

２９．２３０

２７．４０３

２２．２６８

Ｈｅｉｇｈｔ

　

１

２

３

４

５

６

１７２０．２

２３５１７

９２１５．４

１０８７．９

６７６．８

　

５１５．５５

１１４２．５

６２５４．３

９５２．４６

２６２．４７

　

２７１９７

１５３９０

１３０７５

２００１．７

１７００４

　

７２０．５５

９５６．２５

１１０８．７

５０８．４９

５６３．８２

　

４３９７

２７１．３６

１２５８４

４６０．８９

１９９．３８

４６５９．６

７１７．５２

６０２．５９

８７２．８０

４７６．４２

３８７．８５

４０９．８２

些组分的荧光光谱宽度和高度都明显减小，例如，

５９８ｎｍ和６７６ｎｍ．

３　讨论

在高等植物、藻类和光合细菌中，光合作用所吸

收的能量主要以三种途径耗散：光合作用、热耗散和

荧光发射，且伴随激发能传递就有荧光发射［８］．所耗

散的荧光只是所吸收光能的０．３～３％
［１５］．植物的原

初光化学反应由位于类囊体膜上的各功能蛋白协同

作用下完成的．很多研究显示在逆境下植物类囊体

膜产生了变化．譬如，在低温强光下水稻类囊体膜脂

不饱和脂肪酸含量降低、饱和脂肪酸含量增加，因而

膜脂不饱和指数（ＩＵＦＡ）下降
［１６］，盐胁迫导致大麦

叶片类囊体膜上两种形态多胺含量下降和膜蛋白合

成受到抑制［１７］．光是植物光合作用的基本能源，光

不足无疑会限制光合作用的速度［１８］．

本研究中，对黑暗条件下生长的黄化玉米幼苗

的类囊体膜进行稳态荧光光谱测定．激发光谱的结

果表明，在黑暗中生长的黄化玉米幼苗，在相同的发

射波长下，黄化苗激发峰的强度都要比对照苗的弱

（图２），这说明黄化苗叶绿素捕获的光能不能被有

效激发并传递给ＰＳＩＩ反应中心
［７］．相对于４７３ｎｍ

处的激发峰，黄化苗中４３６ｎｍ处的激发峰较强，这

说明黄化苗类囊体膜上光能的传递更多依靠于Ｃｈｌ

９８４２
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犪受激发并将光能传递给ＰＳＩＩ反应中心．

叶绿素荧光光谱特性可反映周围环境影响下类

囊体膜的能量转化状态．对玉米黄化幼苗类囊体膜进

行发射光谱的研究．相同波长光激发检测到的发射谱

中，黄化苗类囊体膜在６８０ｎｍ附近最大荧光发射峰

强度都要比对照苗的弱，这说明黄化苗类囊体膜ＰＳ

ＩＩ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ＰＳＩＩ反应中心，因此反应中心的荧光

发射强度相对较低．有研究表明，在黄化油菜子叶类

囊体膜中含有较少的蛋白组分［７］．Ｄ１／Ｄ２蛋白是构成

ＰＳＩＩ反应中心的核心，因此这两种蛋白稳态水平的

下降，将可能影响到ＰＳＩＩ反应中心的功能
［１９］，引起

ＰＳＩＩ反应中心的光化学功能减弱．

此外，本研究发现，受到不同波长的光激发，光

系统对所吸收能量的分配也发生了改变．特别是受

到Ｃｈｌ犫分子特征波长激发后，传递到ＰＳＩ的能量

减少（图３）．有研究表明，黄化突变大麦的ＰＳＩＩ电

子传递活性和全链电子传递活性高，而ＰＳＩ电子传

递活性较低，且ＰＳＩＩ的光化学活性较ＰＳＩ高，这可

能是由于ＰＳＩＩ向ＰＳＩ传递的激发能较少，ＰＳＩＩ光

化学效率较高可能是对叶绿素缺乏的一种补偿机

制［１８］．

本研究发现，黄化玉米幼苗的传能路径发生了

改变．在４３６ｎｍ激发下，黄化苗中，在小于６００ｎｍ

范围内发生了红移，而且能量由吸收短波的色素蛋

白复合体吸收，例如，Ｃｈｌ的发射峰由６７９ｎｍ取代

了６８２ｎｍ．由Ｃｈｌ犫传递的能量路径也发生了改变，

荧光发射峰发生红移，由６８２ｎｍ取代了６７９ｎｍ．这

可能是由于在黑暗条件下，色素蛋白键减弱导致了

蛋白的降解，不仅改变了由Ｃｈｌ犪和Ｃｈｌ犫参与的传

能过程，还减少了进入ＰＳＩ的能量．在由Ｃａｒ传递

能量的过程中，发现ＰＳＩ传能途径有明显改变，在

传能过程中色素蛋白变为吸收短波长的光．而在ＰＳ

ＩＩ中，在传能过程中色素蛋白变为吸收较长波长的

光，来减少对光系统的损害．

４　结论

很多研究的结果显示，在黑暗或弱光下，植物叶

片发生黄化现象．近年来，黄化植物的利用价值越来

越受到关注，现已成为研究植物光合作用机制、叶绿

素生物合成途径、叶绿体的发育和遗传控制机理，以

及分析鉴定基因功能，了解基因间互作的特殊材料．

叶绿素缺乏的植物为研究决定叶片光合作用的各种

因素提供了潜在的有用系统．在小麦
［３］和水稻［２０］的

黄化突变体中，其光合色素的含量均显著下降，发生

光抑制，光化学效率显著降低，导致黄化突变体光合

作用不能正常进行．本研究结果表明，在黑暗条件下

生长的玉米黄化苗类囊体膜的光能吸收能力和荧光

发射强度减弱，同时，黄化苗类囊体膜的光能传递途

径以及进入ＰＳＩ和ＰＳＩＩ的能量也发生了改变．导

致这些现象的原因主要是色素蛋白复合体的含量和

结构发生了变化．
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