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①水分胁迫下黄瓜叶片光系统Ê 电子传递及其含铁组分变化①

陈　阳②　曾福礼③

(兰州大学生命科学学院)

摘　要　黄瓜叶片在水分胁迫下随着胁迫程度的加深, 细胞膜透性增加。表现出 PSÊ 荧光激发光谱特征峰峰
值的降低。同时其 PSÊ 电子传递速率及 PSÊ 氧化侧DC IP 光还原活性下降。通过对 PSÊ 的57Fe 穆斯堡尔谱
及其参数进行分析显示: 水分胁迫使 PSÊ 的57Fe M o¨ssbauer 谱的Ê , Î 子谱 2 套双峰消失; 铁醌复合物 (Fe2
Q )、细胞色素 b559 (Cytb559)由还原态向氧化态转化。以上结果表明: 铁醌复合体、Cytb559因光能在 PSÊ 色素分
子之间共振传递效率降低及 PSÊ 氧化侧的电子传递受到抑制, 不能及时得到从其氧化侧传来的电子, 而以高
自旋 Fe3+ 2Q 复合物及低自旋氧化型Cytb559的形式存在。致使 PSÊ 电子传递由于含铁复合物的 Fe2+ öFe3+ 氧
还电势的变化而受到阻抑。
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M achan ism of Changes on Iron A tom in Photosytem Ê Particles
of Cucum ber L eaves Under W ater Stress
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Abstract 　U pon deeper w ater st ress, cell m em b rane perm eab ility of cucum ber leaves
increased, w h ile the low er dan icten st ic peak of PSÊ excited fluo rescen t spectra w as found.
A t the sam e t im e, the act ivity of electron tran spo rt and DC IP pho to reduct ion on PS Ê
decreased. T he resu lts of 57Fe M o¨ssbauer spectrum and PSÊ M o¨ssbauer Param eter on PSÊ
part icles show ed that: T he tw o peak s of Ê , Î spectrum on 57 Fe M o¨ ssbauer spectrum
disappeared. Iron2qu inone comp lex and Cytb559 are ox id ized. T he resu lts suggested that since
iron2qu inone comp lex and Cytb559 cou ld no t ob ta in electron from PS Ê dono r side in t im e,
w h ich w as due to the decreasing eff iciency of resonance tran spo rt among PS Ê p igm en t
mo lecu les and the declin ing velocity of electron tran sfer on PSÊ ox idan t side , the comp lex
that con ta in s iron atom s w as in fo rm of h igh sp in Fe3+ 2Q and low sp in ox id ized Cytb559. A s a
resu lt, elect ron tran sfer w as inh ib ited at th is site ow n ing to the changes of Fe Ë öFe Ê
m idpo in t po ten t ia l.
Key words 　 cucum ber; w ater st ress; pho to system Ê part icle; iron2qu inone comp lex;
Cytb559; M o¨ssbauer spectrum

PSÊ 作为复杂的膜蛋白复合体对水分胁迫的反应, 目前已有报道。如水分胁迫使 PSÊ 电

子传递受阻[1 ]; 随着放氧复合体多肽的降解, PSÊ 放氧活性下降[2 ]; PSÊ 色素蛋白复合体磷酸

化使光能不利于向 PSÊ 分配, 避免 PSÊ 的过度激发[3 ]; 通过对 PSÊ 损伤机理进行研究推测,

水分胁迫的作用部位即可能位于 PSÊ 氧化侧, 也可能在 PSÊ 作用中心上[1 ]。H ao [4 ]借助圆二
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色分析手段发现水分胁迫对L HCÊ 的组成及构象都有影响, 其中与膜上激发能的非辐射散失

有紧密联系的L HCÊ 可能对减轻水分胁迫引起的激发压力有调节作用[4 ]。而参与光能在 PSÊ
天线水平耗散的叶黄素循环, 因玉米黄质含量的增加而加强了对光系统的保护作用[5 ]。但由于

PSÊ 中铁元素含量极低, 使得对它的研究受到可靠仪器及技术的限制, 难以用常规方法检测。

因此关于 PSÊ 中承担电子传递作用的重要元素铁原子在干旱条件下存在状态的变化状况及

铁原子发生变化对电子传递造成的影响尚未见报道。近年来已有学者利用能提供非常窄的单

能射线, 分辨极细微的能量变化的原子核无反冲共振吸收和散射现象的穆斯堡尔技术, 研究检

测生物固氮过程和铁硫蛋白结构, 发现该技术对铁具有专一性, 灵敏度高达L öE r= 3E- 3, 远

优于 EPR 技术, 极适于植物体内铁环境的研究[6 ]。因此我们用含富57Fe 实验材料培养植物, 使

之被吸收并参与叶片的代谢过程, 使黄瓜叶片 PSÊ 样品中57Fe 丰度增高, 并针对生物样品在

测定过程中活性易降低甚至丧失的情况, 在液氮温度下进行测定, 以获得高清晰度的M o¨

ssbauer 谱及精确的M o¨ssbauer 超精细相互作用参数。同时结合 PSÊ 荧光,DC IP 还原活性变

化的分析结果, 从 PSÊ 相关色素、氧化侧发生变化的角度, 探索 PSÊ 电子传递体含铁组分铁

醌复合物、Cytb559中铁原子存在状态在干旱条件下的变化状况及其可能的作用机制。

1　材料与方法

1. 1　材料

取津春 4 号黄瓜 (Cucum is sa tivus L. )种子 25℃吸涨 24 h, 暗处于 32℃ 萌发 3 d 后, 播种

于无菌石英砂中, 定期浇灌Hoagland 完全培养液。待黄瓜长出 3～ 4 片真叶时, 分别将其根系

置于- 0. 5 M Pa 的 PEG26000 的Hoagland 培养液中进行水分胁迫处理。

1. 2　测定方法

叶片相对含水量和细胞膜相对透性的测定按分别参照李岩[7 ]及李锦树提供的方法[8 ]。用

DD S211A 型电导仪测定膜透性。

叶绿体及 PSÊ 颗粒的提取分别按照叶济宇[9 ]及杜林方提供的方法[10 ]。

PSÊ 电子传递活性的测定参照卢从明提供的方法[1 ]。用C lark 氧电极测定。测量温度为

25℃, 光照强度 350 Λmo lõm - 2õs- 1。电子传递速率每毫克叶绿素每小时的吸氧率计算。

叶绿体DC IP 光还原活性的测定参见 T ang Satoh 提供的方法在 722 光栅分光光度计上进

行[11 ]。反应液包括 T ris2HC l (pH 7. 8) 40 mmo lõL - 1, N aC l 10 mmo lõL - 1, M gC l2 5 mmo lõ

L - 1, DC IP 0. 2 mmo lõL - 1。光强 380 Λmo lõm - 2õs- 1。DC IP 光还原活性单位活性单位以每毫

克叶绿素每小时还原的DC IP 的微摩尔数表示。

PSÊ 室温荧光激发光谱的测定在 Shum adzu R F25301pc 荧光分光光度计上进行测定。波长

683 nm , 光路宽 5 nm , 扫描范围为 400～ 500 nm。处理与对照样品叶绿素浓度均为 17. 5 m gõ

L - 1。

PSÊ 穆斯堡尔谱的检测, 黄瓜培养同上, 微量铁元素以57Fe2ED TA 的形式喂饲[12 ]。以提

纯的 PSÊ 进行M o¨ssbauer 测定及分析。放射源为57Co (Pd) , 源强度约 15 mC i, 同质异能移相

对于硝普钠, 测量温度 77 K, 在 FH 1913 型等加速仪上进行测试。数据采集由计算机实现。拟

合和绘图采用配套软件在计算机上完成。

PSÊ 放氧活性的测定, 以 0. 6 mmo lõL - 1 DM BQ 为电子受体, 用C lark 氧电极 25℃测定
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反应体系H 2O 2DM BQ 的放氧速率。光照强度 350 Λmo lõm - 2õs- 1。分别选取M o¨ssbauer 测定

前及液氮温度下经 48 h M o¨ssbauer 测定后的 PSÊ 为样品。PSÊ 放氧活性以每小时每毫克叶

绿素放出氧气的微摩尔数表示。

2　结果与分析

2. 1　水分胁迫对叶片相对含水量及细胞膜相对透性的影响

黄瓜经过- 0. 5 M Pa PEG 处理 6, 12, 24 h 后, 叶片相对含水量降低了 6. 7% , 13. 3% ,

22. 1% ; 细胞膜相对透性增加了 2. 2% , 6. 98% , 13. 6% (表 1)。可见黄瓜叶片分别受到了轻、

中、重度水分胁迫的伤害[13 ]。

表 1　水分胁迫下黄瓜叶片相对含水量及细胞膜相对透性的变化

项　目　　　
胁迫时间　töh

0 6 12 24

叶片相对含水量　w ö% 98. 3±1. 1 91. 6±0. 95 84. 7±0. 73 76. 1±0. 87
膜相对透性ö% 75. 9±0. 58 78. 1±0. 33 81. 2±0. 6 89. 5±0. 78

2. 2　PSÊ 电子传递活性在水分胁迫下的变化

水分胁迫 6, 12, 24 h 后, PSÊ 电子传递速率分别为对照的 79% , 66. 4% 和 44% , 可见 PSÊ
电子传递受到不同程度的抑制 (图 1)。

1　水分胁迫对 PSÊ 电子传递活性的影响
图 2　水分胁迫对DC IP 光

还原活性的影响

2. 3　水分胁迫对叶绿体DC IP 还原活性的影响

黄瓜DC IP 还原活性在水分胁迫 6, 12, 24 h 后, 分别为对照的 52. 15% , 35. 7% , 35. 01%

(图 2) , 由于DC IP 光还原活性依赖于 PSÊ 氧化侧提供电子, 因而表明 PSÊ 氧化侧受到了水

分胁迫的伤害。

2. 4　水分胁迫对 PSÊ 室温荧光激发光谱的影响

室温 21℃荧光光谱测定表明, PSÊ 在 442 nm , 466 nm , 480 nm 处有最大荧光发射峰。其

中 466 nm 是 PSÊ 叶绿素 b 的发射高峰, 而 442 nm , 480 nm 的峰值分别代表叶绿素 a、类胡萝

卜素的吸收。水分胁迫下, 黄瓜叶片 PSÊ 激发光谱的特征峰位没有变化, 而属于叶绿素 a、b 和

类胡萝卜素的峰值降低 (图 3)。说明激发能经由叶绿素 b、类胡萝卜素传递给叶绿素 a 的传递

效率降低, 致使 PSÊ 光化学反应受到影响。
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图 3　水分胁迫对 PSÊ 室温荧光

激发光谱的影响

2. 5　水分胁迫对 PSÊ 穆斯堡尔谱的影响

由于同质异能移反映了原子价电子轨道分布改变时所

引起的核外 S 电子密度的改变, 这个密度改变导致共振线

位置的移动, 因此它是能提供原子核外电子密度的有效方

法。通过此参数, 可以直接了解原子的氧还状态、电子价态、

配位、化学键等性质。而四极劈裂给出关于M o¨ssbauer 原

子所占位置的对称性和原子核外电场梯度的信息, 主要是

铁原子区域的局部结构和对称性, 有助于确定原子的氧化

还原状态。由于PSÊ 含铁复合物包括铁醌复合体和细胞色

素 b559 (Cyt b559) , 后者存在于 2 个多肽上, 有高电位和低

电位 2 种形式, 当低电位Cyt b559被氧化时, 高电位的Cyt

b559就处于还原状态。因此根据四极劈裂及化学位移, 可判

断É , Ê , Ë , Ì 子谱分别为低自旋 Fe3+ 、低自旋 Fe2+ 、高

自旋 Fe3+ 以及高自旋 Fe2+ (表 2, 3) , 它们分别属于氧化态Cyt b559、还原态Cyt b559, Fe3+ 2Q 复合

物、Fe2+ 2Q 复合物[14 ]。

从表 2, 3 可以看出, 水分胁迫下, 低自旋 Fe2+ 与高低自旋 Fe2+ 消失, 低自旋 Fe3+ 和高自旋

Fe3+ 存在; 从相对强度来看, 正常黄瓜叶片 PSÊ 的氧化型低电势Cyt b559占 12. 5% , 还原型高

电位势Cyt b559占 87. 5% , Fe3+ 2Q 复合物占 57% , Fe2+ 2Q 复合物占 43% , 而水分胁迫使氧化

型Cyt b559、Fe3+ 2Q 复合物子谱强度分别增强了 3. 35 和 1. 06 倍。因Cyt b559变化较为显著, 说

明氧化型低自旋Cyt b559大量存在。以上结果说明水分胁迫使得Cyt b559和 Fe3+ 2Q 复合物由还

原态向氧化态转化。这可能是由于它们氧化侧电子传递受到阻碍, 铁醌复合体因不能及时得到

电子造成的。

2. 6　PSÊ 放氧活性在M o¨ssbauer 测定前后的变化

取 6 次测定结果的平均值, 水分胁迫 0 和 24 h 后, PSÊ 放氧活性在M o¨ssbauer 测定前后

分别为 (106. 92±3. 03) , (102. 49±4. 25) , (47. 16±2. 01) 和 (43. 52±1198) Λmo lõm g - 1õh - 1。

说明液氮温度下测定 48 h 后对 PSÊ 相关活性基本没有影响。

表 2　正常及水分胁迫 24 h 后黄瓜叶片 PSÊ 的穆斯堡尔谱参数

项 目 子 谱
相对强度

ö%

同质异能移

ömmõs- 1

四极矩劈裂

ömmõs- 1
价 态 自旋态

CK É 8. 622 0. 39 1. 085 Fe3+ 1ö2
Ê 19. 266 0. 3 0. 575 Fe2+ 0
Ë 67. 195 0. 516 0. 387 Fe3+ 5ö2
Ì 4. 196 2. 038 3. 248 Fe2+ 2

处理 É 29. 052 0. 398 0. 686 Fe3+ 1ö2
Ë 70. 948 0. 51 0. 27 Fe3+ 5ö2

3　讨论

以上研究结果表明: 水分胁迫黄瓜叶片受到不同程度伤害的情况下, 在 PSÊ 对光能的吸

收能力降低的同时[2 ] , 也引起荧光发射峰的降低, 使激发能在异种或同种色素之间共振传递受
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到影响, 导致 PSÊ 对光能的吸收、传递效率降低; 同时被光能激发后产生强氧化势的 P 680由基

态转为激发态的程度降低, 表现出荧光产量下降[2 ]; 因此光合色素通过影响光系统使电子从反

应中心逸出及传递给原初电子受体的过程受到抑制; 与 PSÊ 电子传递速率及荧光光谱变化相

比较, 水分胁迫在 12～ 24 h 之间时, 可能由于放氧功能的适应性, PSÊ 氧化侧与放氧过程相

关的DC IP 光还原活性下降幅度较小。说明随着水分胁迫的加强, PSÊ 的电子传递与荧光激发

对水分胁迫更为敏感。这一方面说明水分胁迫通过影响激发能传给PSÊ P 680反应中心色素的

效率直接影响 PSÊ 电子传递; 同时也暗示了水分胁迫抑制电子传递的另一个主要部位在 PS

Ê 电子传递体上。而受干旱胁迫敏感的主要部位很可能是存在于铁醌复合体中[15 ]。这与我们

实验显示的铁醌复合物中承担电子传递的主要元素铁的价态有明显的变化结果吻合。其原因

在于水分胁迫通过降低 PSÊ 对光能的吸收、传递、转化效率以及抑制放氧过程的方式致使光

合电子在铁醌复合物电子供体侧的传递进程减慢; 电子从 P 680经电子受体 I、Pheo 而传向 Fe2
Q 的速率降低, 铁醌复合物因不能及时得到从其氧化侧传来的电子, 而使高自旋 Fe2+ 2Q 复合

物转变为 Fe3+ 2Q ; 低自旋还原态Cytb559转化为氧化态, 造成 Fe2+ öFe3+ 氧化还原电势发生变

化。B ruce [16 ]等认为, 位于Q A ,Q B 之间的非血红素铁Ê 元素在稳定铁醌复合物的三维结构、使

之更易于电子在Q A 2Q B 的传递中有作用[16 ]。因此铁原子氧化, 还原态的变化将导致电子传递

在Q A 2Q B 处发生障碍, PSÊ 电子传递因此而受到水分胁迫的抑制。

由于水分胁迫往往伴随着光抑制, 而高氧化形式Cytb559在电荷分离和水裂解过程中对保

护 PSÊ 免受光抑制损害有作用[17 ]。可能出于同样的原因, Cytb559的这种高氧化形式, 在避免水

分胁迫对 PSÊ 的破坏作用方面, 有着积极的意义。

感谢兰州大学物理系周荣洁教授及王建波博士在穆斯堡尔测定中的指导和帮助。
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