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摘要! 独脚金内酯是新发现的起源于类胡萝卜素生物合成途径的信号分子! 调控着植物生长发育中的各种生理过

程% 为了解独脚金内酯及其信号途径对植物光合特性的影响! 以拟南芥
/$&6-7"83-3 4*&'-&%&

独脚金内酯合成突变体

9&:.

和信号突变体
9&:5

为材料! 测定叶片的光合色素质量分数及叶绿素荧光特性% 结果发现$

9&:.

突变体与

9&:5

突变体在光合荧光特性存在明显的差异%

9&:.

叶绿素质量分数较野生型并没有显著降低! 但叶绿素
:0;

发生

了变化!
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突变体叶绿素初始荧光
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和
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&显著高于野生型! 但
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A

等荧光参数较野生型并没

有显著变化% 快速光响应曲线发现
9&:.

突变体在强光下的
=

BC
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&和
?

<A

等参数低于野生型% 而
9&:D

突变体叶

片的叶绿素
:

和叶绿素
;

质量分数显著低于野生型"
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&! 叶绿素荧光参数
0
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A

等光化学参数也

显著降低! 但
A

<A

!

<

<

等光保护参数显著升高"

B＜6468

&% 这些结果说明独脚金内酯可能参与了调控植物光合对环境

的适应! 而其信号传导蛋白
EFG5

则可能对植物光系统的建成具有基础作用% 图
.
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独脚金内酯!

'%&(.5+0*%5)$'

"是一些天然的独脚金醇类化合物及人工合成类似物的总称#

#

$

% 独脚金内酯

由植物根系分泌& 并刺激了寄生植物种子发芽#

IM!

$和丛枝!

GF

"菌根的分枝生长#

#<"

$

% 独脚金内酯几乎存在

于所有的高等植物之中& 在调节植物生长发育过程中起着重要的作用% 除了被鉴定为控制植物侧枝发育

的关键信号物质外#

BMN

$

& 独脚金内酯还在调控根部构型#

O

$

' 叶片衰老 #

P

$以及抗旱胁迫#

KM#@

$上起着重要的作

用% 另外& 近年来研究发现& 独脚金内酯处理能特异地促进植物叶片捕光色素蛋白相关基因的表达 #

##

$

&

说明了独脚金内酯也可能调节植物光系统的构成& 目前& 对独脚金内酯与植物光合关系的研究还较少%

虽然目前独脚金内酯的生物合成及信号通路还没有被完全揭示& 但部分参与其生物功能的关键基因已经

被发现% 其中
QIO

&

FGH#

&

FGH!

和
FGH"

等蛋白酶参与了独脚金内酯的合成#

#IM#B

$

& 而
Q#"

和
FGHI

等蛋白则与独脚金内酯的信号传递相关#

#NM#P

$

% 植物的叶绿素荧光信号能表征植物对光能的利用情况& 是

光合生理研究的重要探针#

#K

$

% 利用调制叶绿素荧光测定仪可通过荧光诱导的方法构建植物的叶绿素荧光

动力学参数& 从而快速而灵敏地探测植物的光合及生理状态信息% 笔者通过对拟南芥
&'()*+,-.*.

/0(1*(2(

独脚金内酯合成突变体
3(4#

与信号突变体
3(4I

与野生型拟南芥叶片的光合色素及叶绿素荧光

特性的分析& 探讨独脚金内酯对植物光合系统的影响& 从而为深入了解独脚金内酯的生物功能及作用机

制提供依据%

#

材料与方法

*+*

试验材料

实验材料拟南芥独脚金内酯突变体
3(4#

&

3(4I

和野生型!

>?

"均为哥伦比亚生态型& 种子为日本东

京大学浅见忠男惠赠% 将种子播种在包含
#;I F7

!

F,&0'9(.$ 0)- 7R55.

"盐及质量分数为
#S

蔗糖的固体

培养基上& 于黑暗下
" "

春化
! -<

然后转移到人工气候培养箱
<

生长温度为
IITI! "

& 光照强度为
#I@

"/5+

(

/

#I

(

'

$#

& 光周期为
#N 9

光照
;P 9

黑暗% 培养
O -

后& 选择长势一致的拟南芥幼苗& 转移到泥炭和

珍珠岩混合基质中进行培养% 在拟南芥生长
!@ -

后进行叶绿素荧光动力学参数测定& 并采集叶片测定

光合色素质量分数%

*+,

光合色素质量分数测定

参照分光光度法测定植物叶片的光合色素质量分数#

I@

$

% 剪取
B@T#@@ /.

的拟南芥功能叶的叶片& 用

体积分数为
KBS

乙醇在室温下暗处浸提叶片至完全变白!

I" 9

"后& 用
UV!IN@@

!

7WXFGQYU

"分光光度计

分别测定在
NN"DI

&

N"PDN

和
"O@D@ )/

波长的吸光度& 并通过公式计算叶绿素
0

& 叶绿素
E

& 总叶绿素&

类胡萝卜素质量分数以及叶绿素
0;E

%

*+-

叶绿素荧光参数的测定

选择成熟的莲座功能叶
!T"

片& 采用德国
>0+Z

公司的
X/0.().!6GF

叶绿素荧光仪进行叶绿素荧光

诱导动力学曲线和快速光响应曲线的测定% 在测定前& 将拟南芥幼苗暗处理
!@ /()

% 测定叶绿素荧光诱

导动力学曲线时
<

先用弱光照射测定初始荧光!

5

5

"& 随后进行饱和脉冲光!

I P@@ "/5+

(

/

$I

(

'

$#

"处理& 得

到最大荧光!

6

/

"& 然后打开可以测量光!

#@I "/5+

(

/

$I

(

'

$#

"& 当荧光基本稳定时测定稳态荧光!

6

'

"% 之后

再进行饱和脉冲光处理&

#

个脉冲关闭后
<

得到光化光下的最大荧光!

6

/

%

"% 充分暗适应
67!

的最大光化

学量子产量!

6

:

;6

/

"& 表观电子传递速率!

7

?[

"&

67!

光化学能量转化的有效量子产量#

"

!

!

"$& 光化学
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"# 非光化学猝灭系数!
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"# 非调节性能量耗散的量子产量$

#

!

'(

"%等各参数数值均是

在选定模式下系统自动计算生成& 将经过叶绿素荧光诱导动力学后的叶片样品# 立即进行快速光响应曲

线的测定# 将叶片连续暴露在连续光强梯度!
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!#下
5 !% 4

(步6.

# 测定相对电子传递速率
%

78*

及其他荧光参数&

!"#

数据处理和统计方法

各参数值导出后# 用
9:;<3

进行基本的数据统计# 不同突变体之间的差异采用
=&==

统计软件进行

方差分析和最小显著差法!

>=?

"多重比较&

!

结果与分析

$"!

独脚金内酯突变体幼苗叶片光合色素质量分数

从表
#

可以看出)

!

个独脚金内酯突变体光合色素质量分数均低于野生型& 其中
&'(#

突变体的叶

绿素
@

质量分数相对于野生型降低了
#/A

# 但叶绿素
B

的质量分数却基本没有变化* 而
&'(!

的叶绿素

@

# 叶绿素
B

和总叶绿素质量分数分别较野生型降低了
.0A

#

.+A

和
.0A

# 差异显著!

$＜%C%-

"# 说明

D)E!

蛋白可能参与了植物叶绿素合成的调控+ 比较叶绿素
@FB

发现#

&'(#

的叶绿素
@FB

显著低于野生

型和
&'(!

!

$＜%C%-

"# 虽然
&'(!

的叶绿素
@

和
B

质量分数相对于野生型均显著降低# 但叶绿素
@FB

没有

显著变化& 独脚金内酯突变体叶片中类胡萝卜素质量分数也低于野生型# 其中
&'(#

降低了最多# 达到

!,A

# 而
&'(!

只降低了
#!A

& 因此#

&'(#

类胡萝卜素与叶绿素的比值低于野生型和
&'(!

# 并与
&'(!

达到了显著性差异!

$＜%C%-

"&

表
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拟南芥独脚金内酯突变体叶片光合色素质量分数及部分比值
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材料 叶绿素
@F

!

1P

(

P

!.

" 叶绿素
BF

!

1P

(

P

!.

" 总叶绿素
F

!

1P

(

P

!.

" 类胡萝卜素
F

!

1P

(

P

!.

" 叶绿素
@FB

类胡萝卜素
F

叶绿素

野生型
.C.0 " %C.! @ %C,! " %C%, @ .CT% " %C.- @ %C!- " %C%/ @ !C$+ " %C.. @ %C.- " %C%. @B

&'(. .C%/ " %C.! @ %C,. " %C%, @ .C,, " %C.T @ %C.+ " %C%/ @ !C-. " %C%+ B %C./ " %C%. B

&'(! %C+$ " %C%. B %C/, " %C%. B .C/! " %C%% B %C!! " %C%. @ !C0, " %C.% @ %C.$ " %C%. B

说明) 同列不同小写字母表示差异达到显著水平!
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独脚金内酯突变体幼苗叶片荧光参数比较

初始荧光
5

2

表示光系统
"

!

&="

"反应中心处于完全开放时的荧光产量# 最大荧光
5

1

表示
&="

反应

中心处于完全关闭时的荧光产量$

!.

%

&

5

Q

F5

1

表示光合中心将吸收的光能用于光化学反应的最大效率# 是

表征
&="

反应中心光能转化效率的关键指标$

!!

%

&

5

Q

F5

2

值表示
&="

潜在的光化学活性大小# 反映光能吸

收转化机构的完整性 $

!.

%

& 如表
!

所示# 与野生型相比#

&'(.

的
5

2

和
5

1

分别较野生型增加了
!%A

和

!.A

!

$＜%C%-

"# 这种同比例上升的结果# 虽然没有显著改变
5

Q

F5

1

值# 但造成了
5

Q

F5

2

的显著下降& 而

在
&'(!

突变体中#

5

1

相对野生型和
&'(.

均显著降低# 导致
5

Q

F5

1

显著下降&

表
$

拟南芥独脚金内酯突变体叶片
5

%

&5

'

和
5

%

&5

(

参数比较

8@B3< ! G21K@7L42H 2M 5

Q

F5

1

@HJ 5

Q

F5

2

B<IU<<H 4I7LP23@;IL2H< 1RI@HI4 @HJ S8 2M )*'+,-./0,0 12'3,'4'

材料
5

2

5

1

5

Q

5

Q

F5

1

5

Q

F5

2

野生型
%C%T% " %C%%0 B %C!++ " %C%/- B %C!/+ " %C%!$ B %C0%. " %C%%- @ .!CT! " .C+$ @

&'(. %C%$- " %C%%! @ %C/$+ " %C%%! @ %C/%- " %C%%! @ %C0%/ " %C%%T @ +C$$ " %C,% B

&'(! %C%-, " %C%%! B %C!-! " %C%%0 ; %C.+0 " %C%%T ; %C$0T " %C%%! B ./C-+ " %C-! @

说明) 同列不同小写字母表示差异达到显著水平!

$＜%C%-

"&

进一步比较不同拟南芥中
&="

实际量子产量
#

!

"

"# 光化学淬灭系数
!

&

# 非光化学淬灭系数
!

'

和

6

'&

# 非调节性能量耗散的量子产量
#

!

'(

"以及电子传递速率
%

8*

等荧光参数& 结果如表
/

所示) 独脚

金内酯信号突变体
&'(!

的
#

!

"

"#

!

&

及
%

8*

等参数较野生型降低了
!.A

#

.$A

和
!.A

# 均达到显著差

异!

$＜%C%-

"* 而叶片的
!

'

#

6

'&

则显著升高#

#

!

'(

"较野生型没有显著变化& 而
&'(.

突变体则与

&'(!

不同# 其
#

!

"

"#

%

8*

等较野生型略有降低# 但没达到显著差异& 虽然
&'(.

的
!

&

值较对照降低#

但仍然显著高于
&'(!

* 而
&'(.

的
!

'

和
6

'&

与对照比没有显著差异# 但
#

!

'(

"值却显著高于野生型和

/0
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!

$＜%&%'

"#

!"#

独脚金内酯突变体幼苗叶片快速光响应曲线

为进一步分析不同突变体叶绿素荧光参数对光强的响应$ 分别分析
()!

的有效量子产量
%

!

!

"$

光化学猝灭系数
&

(

$ 非光化学猝灭系数
'

*(

以及相对电子传递速率
(

+,-

随光照强度变化# 图
.

是不同拟

南芥独脚金内酯突变体的快速光响应曲线# 结果显示% 叶片的
(

+,-

与
&

*(

随光照强度的增加而增加$

%

!

!

"与
&

(

随光照强度的增加而减小# 其中在弱光和低光强时$ 突变体
!"#.

的光化学荧光指标与野生型

差异不大$ 但随着光强的增加$

!"#.

的
&

(

和
'

*(

均低于野生型# 而
!"#$

突变体的
(

+,-

$

%

!

!

"和
&

(

等

指标随着光强的增加较野生型和
!"#.

显著降低$ 但
'

*(

则显著高于野生型和
!"#.

# 野生型在光强达到

'// "012

&

0

!3

&

4

!#时
(

+,-

达到最大值$ 光强继续增加到
5%% "012

&

0

!3

&

4

!#时
(

+,-

基本保持稳定' 而
!"##

和
!"#3

的最大
(

+,-

值则较野生型延后$ 出现在更高的光强水平!

/!% "012

&

0

!3

&

4

!#

"$ 随光强继续增加则

(

+,-

显著降低#

图
#

拟南芥独脚金内酯突变体叶片叶绿素荧光的快速光响应曲线

6789+: . -;<7= 278>?"+:4<1@4: A9+B: 1C A>21+1<>D22 C291+:4A:@A: <;+;0:?:+4 7@ ?>: 2:;B:4 1C 4?+7812;A?71@: 09?;@?4 1C )*"+,-./0,0 12"3,"4"

"

"

!"#. !"#$

!

讨论

EFG#

解码一个细胞色素
("'%

单加氧酶 !

HD? ("'%

"$ 可以将独脚金内酯的前体物质己内酯!

A;+2;A"

?1@:

"水解成具活性的独脚金内酯类物质$ 是独脚金内酯合成中的关键步骤(

3!I$"

)

#

EFG$

编码一个
6"J1K

蛋白$ 通过形成
)H6L4M<."A9227@"C"J1K

"蛋白复合体$ 参与蛋白泛素化并介导蛋白质降解# 独脚金内酯可

以促进
EFG3

结合蛋白的降解$ 从而推动独脚金内酯的信号传递(

3'I3N

)

$ 而
EFG$

的突变体抑制了独脚金

内酯信号的传递# 本研究结果表明% 独脚金内酯及其信号对植物的光合系统有着重要的影响# 其中

!"#.

突变体的叶绿素质量分数较野生型并没有显著降低$ 但叶绿素
;OJ

却发生了显著改变# 叶绿素
;OJ

的变化对植物利用不同波长的光能具有重要意义(

3/

)

$ 突变体
!"#.

叶绿素
;OJ

的变化说明独脚金内酯可

表
#

拟南芥独脚金内酯突变体叶片
%

!

!

"#

&

$

#

&

%

#

'

%$

#

%

!

%&

"和
(

'(

参数比较

,;J2: ! H10<;+741@ 1C %

!

!

"

P &

(

P &

*

P '

*(

P %

!

*Q

"

;@= (

,-

J:?R::@ 4?+7812;A?71@: 09?;@?4 ;@= S, 1C )*"+,-./0,0 12"3,"4"

材料
%

!

!

"

&

(

&

*

'

*(

%

!

*Q

"

(

,-

野生型
%&'"! # %&%#" ; %&/'N # %&%#" ; %&""% # %&%3% J %&#"3 # %&%## J %&3T# # %&%%N J 3!&3' # %&'T ;

!"## %&'3# # %&%3' ; %&/3% # %&%3/ J %&"!' # %&%#5 J %&#!5 # %&%%5 J %&!%5 # %&%#! ; 33&!% # #&%5 ;

!"#3 %&"3/ # %&%#' J %&N"/ # %&%#' A %&'/T # %&%#5 ; %&33/ # %&%#! ; %&!%# # %&%%# J #5&35 # %&N! J

说明% 不同小写字母表示差异达到显著水平!

5＜%&%'

"#

李国栋等% 拟南芥独脚金内酯突变体叶绿素荧光特性分析
!T
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能通过调节植物叶片光合色素的结构! 从而改变对光能的俘获能力! 这与在番茄
!"#$%&'()*$+ &(*,-&+!

.,/

中发现的独脚金内酯处理能促进叶片捕光基因表达的结果是一致的"

&&

#

$ 不同研究均发现% 独脚金内

酯是重要的与环境互作的植物信号分子! 比如独脚金内酯重要功能之一就是调节植物株型从而响应环境

中低磷营养的胁迫"

!'

#

$ 本实验结果说明了独脚金内酯也可能与参与了植物光合的调节来适应环境的改

变$ 而
/01!

突变体的叶绿素质量分数显著低于野生型! 但叶绿素
()*

并没有显著变化! 说明
+,-!

蛋

白自身可能参与了植物光和色素合成的调控! 同时由于阻断了独脚金内酯信号的传递!

/01!

突变体无

法通过调节独脚金内酯的信号来改变调节植物叶绿素的组成$

比较叶绿素荧光参数发现!

/01#

和
/01!

突变体在荧光特性上存在显著差异$

/01#

突变体的叶绿

素荧光参数与野生型相比并没有显著降低! 但初始荧光
.2

/

&和
3.01

&值较野生型增加显著$

2

/

增加说

明
/01#

突变体的
23!

反应中心可能遭到破坏! 而
4.01

&是表征光损伤的重要指标! 说明
/01&

更易受

到光损伤$ 从
/01&

的快速光曲线可以看出! 虽然这些破坏在低的光强下可能并不影响植物的光合效率!

但在高光强下
/01&

可能更容易受到损伤$

/01!

突变体的
2

4

)2

5

!

5.!

&以及
6

2

值均显著低于野生型!

说明
/01!

突变体叶片
23!

反应中心的光能转化效率较低! 植物的光合作用潜力较小!

+,-!

蛋白可能

对植物光系统的建成具有基础作用$ 另外!

/01!

突变体具有较高的
6

02

! 说明突变体能将过剩的光能以

热的形式耗散出去! 从而保护光系统免于破坏! 暗示
/01!

的光保护系统仍然健全$

独脚金内酯合成突变体
/01&

!

/016

和
/017

等与信号突变体
/01!

在植物发育上的差异在不同研究

中均有体现$ 如在植物光形态建成的研究中发现!

/01!

突变体对光形态建成不敏感! 但独脚金内酯合

成突变体
/01&

!

/016

和
/017

则与野生型相一致"

!8

#

! 显示了
/01!

突变体与独脚金内酯合成突变体对光

信号响应的差异$ 在对独脚金内酯在抗旱胁迫上的作用上也发现!

/01!

突变体的抗旱能力显著下降!

但
/016

!

/017

等合成突变体的耐旱性下降并不明显"

&%

#

$ 说明了
+,-!

蛋白除了介导独脚金内酯信号的

传导! 还具有调控植物发育及形态建成等多方面的功能! 而独脚金内酯则通过
+,-!

蛋白的介导从而调

节植物生长发育以及对环境响应$ 本研究也发现!

/01&

和
/01!

突变体在光和色素质量分数及叶绿素荧

光参数上存在显著差异$ 综合来看!

+,-!

蛋白可能对植物光系统的建成具有基础作用! 而独脚金内酯

则通过
+,-!

蛋白调控植物光合变化从而适应环境的改变$

7
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