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不同失水状态发菜类囊体膜蛋白的分离及鉴定
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要$采用液氮研磨与超声波破碎相结合的方法!破碎不同失水状态的发菜藻体和细胞!用差速离心法制备发菜

类囊体膜粗制品!蔗糖密度梯度高速离心纯化类囊体膜!
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#!它们在发菜的光合作用中具有重要作用'

关键词$发菜&类囊体膜&膜蛋白&分离

中图分类号$

R+"%

文献标志码$

?

$%

&

'(')#"*'*!+!%*)#,#-')#"*",./

0

1'2"#!3%45('*%

6(")%#*7#*1&2#&"

3

*$

4

)**-

3

&(5)"*8%/

0

!(')#"*

ST?O@U4

J

.0

;

!

U?O@V.4

!

<TCV.0

;

!

A?E@P.5.40

!

WX<G.

-

.N

!

B2CY.4:M.0

;

!

BC?O@ WN0

7

P

"

"

<9G::5:ZB.ZN<9.N09N/

!

O.0

;

[.4X0.\NK/.M

7

!

U.09GP40'+""!#

!

]G.04

#

957)('-)

$

DGN3NMG:̂ :Z5.

_

P.̂ 0.MK:

;

N0

;

K.0̂.0

;

40̂ P5MK4/:0.96NKN4

JJ

5.N̂ M:9KP/G!"#$"%

&

'(

)

*''+

&

",-*

9:5:0.N/40̂ 9N55/,DGN9KP̂N/6NKN./:54MN̂ I

7

.̂ZZNKN0M.459N0MK.ZP

;

4M.:0

&

MG

7

548:.̂ 3N3IK40N/6NKN

J

PK.*

Z.N̂ I

7

G.

;

G/

J

NN̂ 9N0MK.ZP

;

4M.:06.MG

;

K4̂.N0M̂ N0/.M

7

/P9K:/N

&

MGNMG

7

548:.̂ 3N3IK40N

J

K:MN.0/6NKNN[*

MK49MN̂ 40̂ /N

J

4K4MN̂ I

7

<=<*>?@2,DGNKN/P5M//P

;;

N/MN̂ MG4M

$"

#

#

DG

7

548:.̂ 3N3IK40N:Z9:5:0.N/:0

N̂G

7

K̂4M.:0Z:K&G

"

64MNK9:0MN0M.0

;

+#,!H

#

40̂ :0 N̂G

7

K̂4M.:0Z:K!$G

"

64MNK9:0MN0M.0

;

#$,1H

#

6NKN

J

PK.Z.N̂ I

7

340

7

M.3/̂.ZZNKN0M.459N0MK.ZP

;

4M.:040̂ MGN0I

7

G.

;

G/

J

NN̂ 9N0MK.ZP

;

4M.:06.MG

;

K4̂.N0M̂ N0/.*

M

7

/P9K:/N,

"

!

#

#$I40̂/:ZMG

7

548:.̂ 3N3IK40N

J

K:MN.06NKN/N

J

4K4MN̂ I

7

<=<*>?@2

!

MGN.K34//6N.

;

GM

34.05

7

K40

;

N̂ ZK:3!+8=M:&"8=,)8.0̂/:Z

J

K:MN.06NKN.̂N0M.Z.N̂ I

7

A?B=C*DEF*DEF

%

A<40̂ 4̂M4*

I4/N/N4K9G.0

;

,?99:K̂.0

;

M:MGN.KI.:5:

;

.945ZP09M.:0/

!

MGN/NMG

7

548:.̂ 3N3IK40N

J

K:MN.0/6NKN .̂\.̂N̂ .0*

M:$94MN

;

:K.N/

!

.095P̂.0

;J

G:M:/

7

0MGN/./

J

K:MN.0/

"

J

G:M:/

7

/MN3

"

340

;

40N/N*/M4I.5.̀.0

;J

K:MN.0>/IE

!

F

#

F

"

?D>/

7

0MG4/N/PIP0.M45

J

G4

!

F

#

F

"

?D>/

7

0MG4/N/PIP0.MINM4

#!

I.0̂.0

;

:̂34.0

J

K:MN.0

"

GN3NK

7

MGK.0

TT294M.:0I.0̂.0

;

:̂34.0*9:0M4.0.0

;J

K:MN.0

#!

94KI:G

7

K̂4MN*/N5N9M.\N

J

:K.0

"

94KI:G

7

K̂4MN*/N5N9M.\N

J

:K.0

E

J

KL

#!

P080:60

J

K:MN.0/

"

G

7J

:MGNM.945

J

K:MN.0O

J

P0

*

Q#%!#

!

O

J

P0

*

Q%')+40̂ O1$#$

*

"!#)&

#

,DGN

7

3.

;

GM

J

54

7

40.3

J

:KM40MK:5N.0

J

G:M:/

7

0MGN/./:Z!.

&

'(

)

*''+

&

",-*,

:%

0

;"(!7

$

!"#$"%

&

'(

)

*''+

&

",-*

&

MG

7

548:.̂ 3N3IK40N

&

3N3IK40N

J

K:MN.0/

&

/N

J

4K4M.:0



!!

高等植物类囊体膜主要存在于叶绿体中的类囊

体上!蓝藻等原核生物虽然没有叶绿体等细胞器!但

类囊体膜主要分布在细胞周质中!而且类囊体膜上

有完整的蛋白色素复合体!并具有
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和
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和光捕获复合体"
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'蓝藻类囊体蛋白复合

物的种类及其色素)蛋白组成要比高等植物变化多

样!代表着不同的进化层次!因而对这一类群进行深

入的比较研究!将揭示出更多有关光系统结构进化

以蓝藻类囊体膜的重要生物学功能'此外!蓝藻类

囊体膜由于直接分布于细胞质中!而且与光合放氧

密切相关!因而成为研究蓝藻光合作用的重要领域'

发菜"
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于蓝藻门念珠藻科念珠藻属!又称发状念珠藻!是一

种世界性分布的陆生固氮蓝藻'在长期的进化过程

中!发菜进化出一套有别于陆生植物的耐旱)耐高光

强能力!其中光合作用的适应与调节是重要特性之

一+

&

,

'类囊体是发菜进行光合作用的主要亚细胞结

构!虽然王梅等+

'

,对发菜类囊体膜色素蛋白复合物

进行了初步分离!但重要膜蛋白的分子信息及不同

失水状态发菜类囊体膜和类囊体膜蛋白的分离)鉴

定及其生物学功能并未明确'此外!对发菜在干旱)

高光强等逆境中的适应和保护机制的认识尚缺乏光

合膜和膜蛋白的基础性研究'因此!探索发菜类囊

体膜的分离纯化!对类囊体膜蛋白进行鉴定并分析

其生物学功能!不仅对认识发菜适应干旱等逆境及

由水生到陆生的进化机理有重要意义!而且为深入

研究发菜光合机制奠定基础'
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材料和方法
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发菜类囊体膜的分离
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!沉淀即为类囊体膜粗提物'
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类囊体膜粗提物的纯化
!

在发菜类囊体膜

的粗提物中加入不含蔗糖的类囊体膜提取液!低温

避光冰浴条件下!充分研磨!将发菜类囊体膜粗提物

轻置于不同密度梯度的蔗糖溶液上"
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吸收光谱测定
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电泳
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,的基础上做了

进一步的修改'先用
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的
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对经不同密度梯度

蔗糖溶液离心后得到的色素带低温避光条件下进行

二次增溶
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蛋白质胶内酶切)质谱分析)数据库查询及蛋

白质鉴定
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凝胶上切取蛋白条带!置于
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Ô

$

U?@54/NK

!波长
%++

03

!加速电压
!"8d

!采用正离子模式和自动获取

数据的模式采集数据'

A?B=C*DEF

数据去除杂

峰 后!所 得 结 果 用
@><

"

?

JJ

5.N̂ L.:/

7

/MN3/

!

X<?

#)

A?<]ED\,#,1

"

A4MK.[<9.N09N

!

B:0̂:0

!

Xe

#数据库检索'在
A4MK.[/9.N09N

网站上
A?<*

]EDA<

%

A<.:0/<N4K9G

7

页面下进行检索'数据

库为
O]LC0K

!种属为
455

!数据检索的方式为
9:3*

I.0N̂

!最大允许漏切位点为
#

!酶为胰蛋白酶'质

量误差范围设置$

>AF","#H

!

A<

%

A<",&=4

'

在数据库检索时胰蛋白酶自降解峰和污染物质的峰

手工剔除'

!

!

结果与分析

=,<

!

不同失水发菜类囊体膜的收集和纯化

采用一次差速离心制备发菜类囊体膜粗提物!

然后经蔗糖密度梯度超高速离心'结果表明!吸水

$G

发菜"含水量
##1$,1H

#样品出现
%

条条带!分

别为
?

#

)

?

!

)

?

%

"图
#

!

?

#&吸水
$G

后再失水
&G

的

发菜"含水量
+#,!H

#样品和吸水
$G

后再失水
!$G

的发菜"含水量
#$,1H

#样品各出现
+

条不同颜色

条带!分别为
L

#

)

L

!

)

L

%

)

L

$

)

L

+

"图
#

!

L

#和
]

#

)

]

!

)

]

%

)

]

$

)

]

+

"图
#

!

]

#'

?

#

)

L

#

)

]

#

条带颜色呈蓝色!而

且
]

#

条带的颜色最深&

?

!

颜色呈灰绿色!

L

!

)

]

!

颜

色呈橘黄色&

?

%

颜色呈深绿色!

L

%

)

]

%

颜色呈黄绿

色!颜色最深的为
]

%

&

L

$

)

]

$

颜色呈棕绿色!颜色最

深的为
]

$

&

L

+

)

]

+

颜色呈淡棕绿色!

]

+

颜色最深'

采用分步差速离心法制备发菜类囊体膜粗提
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发菜类囊体膜的分离

类囊体膜的分离纯化是探知类囊体膜蛋白的关

键'目前对于类囊体膜的分离主要集中在电泳条件

的改进和增溶剂优化上!最根本的目的是为了获得

高纯度)无干扰杂质的类囊体膜色素蛋白'由于发

菜富含多糖)色素)胶质等物质+

1

,

!发菜类囊体膜的

分离和纯化受到严重干扰'本研究采用研磨和超声

波破碎两种方式相结合充分破碎发菜细胞!经过多

次差速离心制备类囊体膜粗制品!再进行不同密度

梯度蔗糖溶液高速离心!得到纯化后的类囊体膜'

这样不仅去除了多糖)色素)胶质和核酸等物质的干

扰!而且因全过程都处于低温避光条件下!减少了部

分色素蛋白复合物的裂解'此外!差速离心得到的

类囊体粗制品杂质较少!经不同蔗糖密度梯度离心

后各条带层分层清晰'因此利用密度梯度离心方法

制备发菜类囊体膜是理想的选择'此外!不同含水

量的发菜藻体!经过同样程序的处理后!其色素条带

差异明显!且其
<=<*>?@2

条带呈现出明显的差异

性!分析认为由于发菜藻体含水量的不同!尤其是含

水量达
##1$,1+H

时!样品的结构和所含水分对缓

冲液造成了极大的影响!干扰了类囊体膜的分离和

膜蛋白的纯化'因此!在发菜类囊体膜蛋白的分离

及研究过程中!应充分考虑藻体含水量对分离效果

的影响'

>,=

!

发菜类囊体膜蛋白功能探讨

发菜是一种生长在干旱
*

半干旱荒漠草原地区

的陆生固氮蓝藻'为了揭示发菜类囊体膜的光合作

用特性及膜蛋白在逆境条件下的差异性表达规律!

本研究制备了发菜较完整的类囊体膜!进行了膜蛋

白的质谱鉴定!获得了
)

种发菜类囊体膜蛋白的生

物学信息!它们在发菜的光合作用及在极端环境中

的光适应性中可能具有重要作用'

"

#

#碳水化合物选择性孔蛋白
E

J

KL

'碳水化合

物选择性孔蛋白是一种基于选择性信号通道的糖蛋

白家族!可促进葡萄糖转运并横跨于细胞膜中!并有

助于促进各种不同化合物的扩散'

?̂N6:

7

N

等+

#"

,

研究绿脓杆菌的碳水化合物的选择性
E

J

KL

孔蛋白

的表达时!发现当细胞外葡萄糖浓度降低!会引起铜

绿假单胞菌外膜碳水化合物的选择性
E

J

KL

的孔蛋

白的表达!并推测温度)培养基中水杨酸盐的浓度和

碳水化合物源的
J

T

等因素会影响
E

J

KL

孔蛋白基

因表达'

W

7

5.N

等+

##

,发现碳水化合物的选择性

E

J

KL

孔蛋白表达量的增加或减少可以明显影响菌

株对葡萄糖摄取!但过度的
E

J

KL

表达会影响菌株

对糖类的摄取!并抑制碳水化合物运输'因此!

E

J

KL

不能被确定为严格意义上的葡萄糖选择性的

外膜蛋白!而是作为碳水化合物运输的一个重要组

成部分'但目前还没有对蓝藻碳水化合物的选择性

孔蛋白功能的报道'本研究分离到的碳水化合物的

选择性孔蛋白
E

J

KL

!推测其作为发菜类囊体膜上的

通道蛋白!可能帮助葡萄糖等碳水化合物的摄取和

转运!对于光合作用的正常进行具有重要作用'

"

!

#

F

#

F

"

?D>

合成酶'

F

#

F

"

?D>

合成酶广泛

存在于细菌的质膜)叶绿体的类囊体膜和线粒体的

内膜上+

#!*#%

,

!主要参与氧化磷酸化与光合磷酸化的

反应!是能量代谢的关键酶之一'到目前为止!已经

知道在细菌和叶绿体中的
?D>

合成酶分别由
)

和

1

种亚基组成!其主要区别是亚基的数量和在
?D>

合成酶结构中的位置+

#$

,

'本研究鉴定的
F

#

F

"

*?D>

合成酶
#

和
$

亚基!是发菜类囊体膜上重要的参与

光合磷酸化反应的结构蛋白!对发菜生长发育和抗

逆反应具有重要的作用!但其结构还需进一步研究'

"

%

#光系统
"

锰稳定蛋白'光合放氧是植物
><

"

的重要功能之一!而
><

"

的放氧反应主要是由

><

"

中的
$

个锰原子依次连接与
><

"

的
=#

蛋白

的氨基酸残基上进行催化的'锰簇在类囊体膜的囊

腔侧结合若干个外周蛋白!从而对放氧反应起作用'

一般
><

"

具有
%

个外周蛋白
>/IE

)

>/I>

)

>/IR

分

别与锰簇结合!位于
><

"

囊腔侧!维持
><

"

的放氧

活性!其中
>/IE

起到稳定和保护锰族的作用!因而

被称为锰稳定蛋白"

A<>

#!受到胁迫时
>/IE

首先

释放!然后锰原子释放!放氧活性随之丧失'在嗜热

蓝藻中发现只存在
>/IE

蛋白而没有
>/I>

和
>/IR

蛋白!取而代之的是细胞色素
9*++"

和一种分子量

为
1

'

#!8=

的蛋白+

#+

,

'

LK.98NK

等+

#&*#'

,证明将

>/I>

)

>/IR

外周蛋白洗脱后会引起
><

"

放氧功能

的部分丢失'而将
>/IE

洗脱而不洗脱锰簇!在有

]4

f和
]5

(存在时!

><

"

仍可保持一定的放氧活力!

证明放氧活性与锰族的存在及
]4

f和
]5

(离子存在

有关'本研究鉴定的
><

"

锰稳定蛋白!可能与
><

"

颗粒的组合有关!参与发菜光合放氧过程!而且推

测发菜的
><

"

锰稳定蛋白不仅与
><

"

颗粒中锰簇

的稳定有关!还可辅助另外
!

个外周蛋白与
><

"

颗

#)!#

&

期
!!!!!!!!!!!!

张亚萍!等$不同失水状态发菜类囊体膜蛋白的分离及鉴定



粒的结合'虽然目前对于发菜外周蛋白在放氧功能

中的作用不明!但作为
><

"

完成放氧功能的必要成

分!需进一步进行探讨'

"

$

#未知功能蛋白'本研究获得了
#$

条发菜类

囊体膜蛋白条带!

%+,'#H

的蛋白条带确定了其蛋白

名称和功能!另有
!#,$%H

的蛋白!虽然质谱鉴定成

功!并且获得了部分匹配的氨基酸序列!明确了蛋白

名称!数据库中也有其
C=

及特性描述!但由于目前

尚缺乏足够的生物学信息!因此无法判断其生物学

功能'还有
$!,)+H

的蛋白点没有鉴定成功!尚不

了解其生物学信息!而这些蛋白可能在发菜光合作

用或碳同化过程中具有重要的生物学功能'此外!

部分低丰度蛋白往往是一些关键性的调节蛋白或结

构蛋白!但由于没有分离到或表达量很低而无法对

其进行鉴定和分析'因此!还需要进一步利用其他

相关技术分离鉴定发菜类囊体膜蛋白!从而获得对

内囊体膜及其膜蛋白在光合作用中的生物学功能的

全面认识'

参考文献"

+

#

,

!

?A?O=?]]

!

V2<<C]?BV

!

CE?OO?O

!

*$(',O:\N5IK:0/MN̂ 49.̂.9.:0.95.

_

P.̂ 40̂ MGN.KP/N4/̂ P45/:5\N0M*94M45

7

/M/

+

V

,

,/"0,1('"

&

$2*3-*,+%(142*-+%('5"%+*$

6

!

!""!

!

<=@

"

!#

#$

+1&!(+1&%,

+

!

,

!

AXBBCO2?XY]W,2[N.M4M.:0N0NK

;7

MK40/ZNKZK:3>G

7

9:I.5./:3N/M:>G:M:/

7

/MN3

%

.049

7

40:I49MNK.P3

+

V

,

,7+"%2+-+%(*$7+"

8

2

6

#+%(

3%$(

!

#11!

!

<<H

"

%

#$

!)+(!1!,

+

%

,

!

LCLLUD<

!

A?QUC

!

OC2B=V

!

*$(',B:6*5.

;

GM*4̂4

J

MN̂

J

K:9G5:K:9:99P//

J

N9.N/

J

://N///

J

N9.Z.940MN004NZ:KN49G

J

G:M:/

7

/MN3

+

V

,

.!(9

$0,*

!

!""%

!

@=@

"

&1+!

#$

#"+#(#"+$,

+

$

,

!

TXF

"胡
!

锋#!

TX?O@VB

"黄俊丽#!

RCOF

"秦
!

峰!#

*$(',>K:

;

KN//.09G5:K:

J

54/MMG

7

548:.̂ 3N3IK40N40̂ 3N3IK40N

J

K:MN.0/

+

V

,

.

42+1*#*70''*$+1"

&

:+

&

*5%+*1%*#

"生命科学#!

!"##

!

=>

"

%

#$

!1#(!1'

"

.0]G.0N/N

#

,

+

+

,

!

e?<TCOEU

!

B?XL2Q W A

!

]?QQEBBV?

!

*$(',>K:MN:3.94045

7

/./:Z4G.

;

G5

7

49M.\N

J

G:M:/

7

/MN3CC

J

KN

J

4K4M.:0ZK:3MGN9

7

40:I49*

MNK.P35

6

1*%2"%

6

#$+#/

J

,>]]&)"%KN\N45/MGN

J

KN/N09N:Z0:\N5

J

:5

7J

N

J

M.̂N/

+

V

,

,7+"%2*-+#$,

6

!

!""!

!

@<

"

#

#$

)""$()"#!,

+

&

,

!

BC?O@ W U

!

STEXUW

!

W?O@BY

!

*$(',X5MK4/MKP9MPK45

!

J

G

7

/.:5:

;

.94540̂

J

K:MN:3.94045

7

/./:Z!"#$"%

&

'(

)

*''+

&

",-*.0KN/

J

:0/NM:

N̂G

7

K̂4M.:040̂ KNG

7

K̂4M.:0

+

V

,

./"0,1('"

&

;,"$*"-+%#

!

!"#!

!

'+

$

+&"$(+&!',

+

'

,

!

W?O@ A

"王
!

梅#!

STEO@S>

"钟泽璞#!

W?O@eF

"王可玢#!

*$(',C/:54M.:0:Z9G5:K:

J

G

7

55

J

K:MN.09:3

J

5N[N/ZK:3MGNMG

7

548:.̂

3N3IK40N.0!"#$"%

&

'(

)

*''+

&

",-*40̂ MGN.K/

J

N9MK:/9:

J

.99G4K49MNK.̀4M.:0

+

V

,

,/"0,1('"

&

<1$*

)

,($+=*;'(1$7+"'"

)6

"植物学报#!

!"""

!

@=

"

'

#$

&)$(&))

"

.0]G.0N/N

#

,

+

)

,

!

@?ESR

!

W?O@@]

!

D<2O@]e,?0.3

J

K:\N̂ 3NMG:̂ Z:K./:54M.:0:Z

J

G:M:/

7

/MN3

"

ZK:334K.0N45

;

4;",

8

2

6

,(

6

*>"*1#+#X̂ N4

+

V

,

.

<1?+(1/"0,1('"

&

7+"%2*-+#$,

6

(1?7+"

8

2

6

#+%#

!

!""+

!

$!

$

$#($',

+

1

,

!

BC?O@ W U

"梁文裕#!

OC<TCFXVCDe,>PK.Z.94M.:040̂ 9G4K49MNK.̀4M.:0:Z]*

J

G

7

9:9

7

40.0ZK:3!"#$"%

&

'(

)

*''+

&

",-*

+

V

,

,3%$(7"$.7"9

,*('.9@%%+?*1$.5+1.

"西北植物学报#!

!"")

!

=I

"

!

#$

%"%(%"1,

+

#"

,

!

?=2WEU2BE

!

WEQEL2]2?,AP5M.

J

5NN0\.K:03N0M45Z49M:K/KN

;

P54MNMGNN[

J

KN//.:0:ZMGN94KI:G

7

K̂4MN*/N5N9M.\NE

J

KL

J

:K.0:Z

;#*0?"-"1(#(*,0

)

+1"#(

+

V

,

,4(1(?+(1/"0,1('"

&

A+%,"B+"'"

)6

!

#111

!

@D

"

#!

#$

#"%%(#"$!,

+

##

,

!

WUBC2VB

!

WEQEL2]2?,DGNE

J

KL

J

:K.0

J

54

7

/49N0MK45K:5N.094KI:G

7

K̂4MNP

J

M48N.0;#*0?"-"1(#(*,0

)

+1"#(

+

V

,

,/"0,1('"

&

7(%$*,+"'"

)6

!

#11+

!

<JJ

"

##

#$

%"!#(%"!&,

+

#!

,

!

B2F2LdQ2*B2@2O=Q2B

!

d?CBBC2QV

!

L2O?L=2BT?eT

!
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