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摘要：【目的】为不产氧光合细菌光合色素研究提供可行的较系统规范的研究方法和数据，揭示固氮红细菌

（./(0()$"#1’ $2(#(3(’4$-5 $#!A,-）光合色素光氧适应性机制。【方法】采用光谱法和色谱法对光和氧调控下的

类胡萝卜素和细菌叶绿素合成代谢进行了研究。【结果】$#!A,- 菌株光照好氧时细胞得率最高。光照厌氧

时主要合成 # 黄、$ 红、$ 紫、, 绿、, 蓝 " 种色素，黄色素大量表达。有氧时红色素大量表达，且启动 , 种新的

红色素和 $ 种新的紫色素表达，而黄色和蓝绿色素则受氧抑制。黑暗好氧主要合成 , 黄、# 红、, 紫、$ 绿、$
蓝 " 种色素，但不同于光照厌氧。光照好氧时黄色素减少到 $ 种，紫色素含量增加，其余同黑暗好氧。【结

论】固氮红细菌（./(0()$"#1’ $2(#(3(’4$-5 $#!A,-）是通过 O6<P 调节途径来调节光合基因表达的。黄色和红

色素属于类胡萝卜素。黄色素 $ 属于球形烯系列，其余两种黄色素是新的类胡萝卜素组分。红色素为新的

球形烯酮组分，# 种红色素极性、峰形和峰位差别显著，正己烷能显示其精细结构。紫色为极性较大的细菌

脱镁叶绿素，绿色和蓝色为 ! 种极性不同的细菌叶绿素 ( 中间产物。乙醚甲醇法适合类胡萝卜素的提取，丙

酮甲醇冰冻研磨法能快速有效完全提取光合色素。溶剂效应可有效鉴别细菌叶绿素 ( 中间产物。
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不产氧光合细菌一直是光合作用研究的良好模

式生物。,- 世纪 D- 年代光合作用研究取得重大突

破，自此，从不产氧光合细菌中获得光合作用单元—

色素蛋白复合体晶体结构并对其进行解析成为世界

各国科学家研究焦点。近年来，色素蛋白复合体中

能量传递的分子机制和原初反应动力学等研究取得

了可喜研究成果［$ % D］，这对光合作用这一重大生命

科学现象的阐明起到了积极推动作用，现仍是国际

关注热点。目前研究种类主要集中在紫色非硫细

菌。众所周知，紫色非硫细菌是高度异质化类群，代

谢方 式 灵 活 多 样，尤 其 是 模 式 生 物—红 杆 菌 属

（./(0()$"#1’），光合机构受环境因素影响较大，目前

报道大多来自某种条件下的研究结果，不能真实体

现其适应环境的多种生命活动规律。光和氧是影响

光合基因包括光合色素和光合蛋白基因的主要因

子，现有光氧调控报道大多是色素总量水平的结果，

缺乏各组分变化规律研究。此外，不产氧光合细菌

光合色素种类及其理化性质报道较少，定性数据还

很 缺 乏。 我 们 在 对 固 氮 红 细 菌（ ./(0()$"#1’
$2(#(3(’4$-5$#!A,-，QRDD#2DC）色素蛋白复合体研究

中发现，该菌株的色素蛋白复合体具有多样性，与文



献报道不同（另文发表）。该菌株除在光照厌氧或微

好氧条件下能合成光合色素外，在饱和氧分压（黑暗

或光照）条件下也能合成多种光合色素。本文拟通

过光氧调控类胡萝卜素和细菌叶绿素生物合成代谢

规律的研究，阐明不产氧光合细菌光合色素光氧适

应性调控机制，为不产氧光合细菌色素蛋白复合体

结构和功能多样性分析提供了一定的参考依据，丰

富光合作用研究内容，同时也为光合色素研究提供

一种可行系统和较规范的研究方法，在溶解性、极性

和特征性吸收峰等方面丰富红细菌属（!"#$#%&’()*）
光合色素数据库，为其鉴定和进一步研究奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株：!"#$#%&’()* &+#(#,#*-&./ !"#$%&，!’(
)*+, 序列 -./01/2 登录号 3455"657，本实验室分

离鉴定保存。

!"!"# 培养基：本研究中使用的培养基均参照文献

［8］配制。

!"!"$ 主 要 试 剂 仪 器：-9%%- 高 速 冷 冻 离 心 机

（:;<1=>;），4?%&!& 紫外可见分光光度 计（:;<1=>;），

:@-?%5&0 光照培养箱（哈尔滨东联电子开发公司），

生物学显微镜 ABCD@4( E$ F#! 和 E:?"&，乙酸钠

（国产 ,9），B?谷氨酸（,G).H=I）。

!"# 培养条件

光照厌氧采用 ’&& GB 玻璃瓶，!J接种后用培

养基充满培养瓶，再用反口橡皮塞密封，"&&& KLF
"&M光照静置培养。黑暗好氧和光照好氧用 6&&GB
三角瓶，装样量 !8&GB，醋酸纤维膜封口，!6& ) NG;/，

"&M下分别黑暗和光照摇床培养。

!"$ 形态观察

ABCD@4( E:?"& 和 E$ F#! 生物学显微镜观察

细胞形态大小，肉眼观察液体培养物颜色和固体平

板菌落形态特征。

!"% 细胞生物量和吸收光谱测定

细胞生物量的测定是离心收集培养 7 O 的菌

体，称取其湿重。活细胞吸收光谱的测定是离心收

集培养 7 O 的菌体，无菌生理盐水洗涤两次，悬浮于

’&J蔗糖溶液中，于 4?%&!& 紫外可见分光光度计上

扫描，扫描范围为 %&& P !&&& /G，光程为 !=G 的石英

比色皿。

!"& 光合色素薄层层析［!’］

光合色素用硅胶 - 薄板展层分离纯化，记录 9Q
值。刮取硅胶 - 薄板上色素斑点溶于有机溶剂，于

4?%&!& 紫外可见分光光度计上扫描，扫描范围为

%&& P !&&& /G。光程为 &R% =G 的石英比色皿。

# 结果和讨论

#"! 细胞形态和培养特征

在光氧调控下，!"#$%& 菌株能光照厌氧、黑暗

好氧和光照好氧生长，所有培养条件下的细胞均为

卵圆形，直径 &R5 P !R%!G，二分裂，内有颗粒，运

动，说明该菌株细胞形态不受光和氧的影响，但培养

物颜色却有明显区别，光照厌氧条件下为黄绿色，完

全饱和氧分压下，无论光照还是黑暗，培养物颜色均

为粉红色。

#"# 光和氧对细胞生物量的影响

光照好养培养物细胞得率最高，约 8R&8 S 湿菌

体NB，其次为黑暗好氧（5R5" S NB），光照厌氧培养物

细胞得率较低，约 "R!’ S NB。

#"$ 光和氧调控下色素蛋白复合体的表达

在不产氧光合细菌活细胞中，光合色素包括类

胡萝卜素和细菌叶绿素往往是和蛋白质结合在一

起，因此活细胞吸收光谱显示的是色素蛋白复合体

的特征性吸收峰。结果表明（图 !），光照厌氧下，光

合色素吸收峰明显，特征性吸收峰为 "5&、#!8、#78、

6!%、66&、68!、5&"、566 和 577 /G。黑暗好氧条件，显

示 #!8、5&"、566 和 577 /G 吸收峰。光照好氧条件

下，只显示 577/G。

图 ! !"#$#%&’()* &+#(#,#*-&./ !$%(#’ 活细胞吸收光谱

T;SU ! B;V;/S =.KKH 1WHI)X<;I/ HX.=<)1 IQ H<)1;/ !"#$%& ;/ O;QQ.)./<

=LK<L). =I/O;<;I/U ,：1.)IW;=1KKY ;/ <>. K;S>< U 0：1/1.)IW;=1KKY ;/ <>.

K;S>< U E：1.)IW;=1KKY ;/ <>. O1)2U

#"% 光氧调控下的光合色素组分分析

图 ! 反映的是光合色素的综合或者叠加效应，

不能体现其表达类型和含量，为此，我们用有机溶剂

提取法和薄层色谱法对光合色素进行了分离和纯

化。结果表明，乙醚甲醇（" Z !，[N[）法适合类胡萝

卜素的提取，不太适合细菌叶绿素完全提取。采用

%"" :L;Y;/S CL. .< 1K U N0’(& 12’*#%2#3#42’& 52.2’&（%&&8）#8（"）
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丙酮甲醇（! "#，$%$）冰冻研磨方法能快速有效完全

提取光合色素。图 # 结果表明，光照厌氧时共显示

& 种色素成分，自上而下依次为黄 ’!红 ’!黄 #!
黄 (!紫 ’!绿 ’!蓝 ’!蓝 #!绿 #，其中黄 ’、红 ’、

黄 (、紫 ’、蓝 ’、蓝 # 为主要光合色素组分。黑暗好

氧有明显区别，红色素成为主要组分，多了 # 种红色

和 ’ 种紫色，少了 ’ 条黄色、’ 条蓝色和 ’ 条绿色，也

显示 & 种色素成分，自上而下依次为 ) 黄 ’!) 红 ’
!) 红 #!) 紫 ’!) 黄 #!) 红 (!) 紫 #!) 绿 ’
!) 蓝 ’。光照好氧与黑暗好氧基本相同，尤其是

红色素和紫色素，黄 # 消失。由此可见，厌氧时主要

表达黄色和蓝色素组分，随氧分压提高，红色素成为

主要成分，而且调控表达 # 种新的红色素和 ’ 种新

的紫色素，蓝绿色素受到抑制，组分减少至两种。

图 ! 光合色素薄层层析

*+,-# ./+0 12345 6/578297,52:/ 7; :+,8409 4<95269= ;578 =952+0 ’(>?#@A

B：202457C+62113 +0 9/4 1+,/；D：2457C+62113 +0 9/4 E25F ；G：2457C+62113

+0 9/4 1+,/9 -

!"# 光合色素组分的定性

图 # 显示，光和氧对光合色素的表达水平有明

显影响，反映在表达类型和相对含量都存在差异，但

是这些色带属于类胡萝卜素还是细菌叶绿素，尚需

进行光谱学分析。但由于这些色素在不同溶剂中的

光谱行为了解甚少，为此，我们测定了各色素在丙

酮、甲醇、乙醇、石油醚、正己烷、乙醚、苯 ! 种不同极

性溶剂中的吸收光谱。

黄色素在光照厌氧、黑暗好氧和光照好氧条件

下均表达，但厌氧条件下表达量高、种类多。表 ’ 和

图 ( 表明黄 ’ 易溶于丙酮、甲醇、乙醇、石油醚和苯，

在乙醚和正己烷中溶解性较低，特征性吸收峰位于

>#> H >#!08、>I’ H >I( 08、>J’ H >J>08，与球形烯相

似［’’］。黄 # 色素仅在光照厌氧条件下表达，但因含

量太低，未能获得结果。黄 ( 也仅在光照厌氧条件

下表达，甲醇和乙醇中溶解性较好，特征性吸收峰分

别为 >#! H >#&08、>>J08、>!I H >!J08，但乙醇中的

吸收峰变为椭峰，与球形烯不同［’’］，表明是新的类

胡萝卜素组分。

图 $ 光照厌氧条件下黄 % 在不同溶剂中的吸收光谱

*+,-( BC=75C2064 =:46952 7; 9/4 ’=9 34117K =:79 70 .LG E+==71M4E +0

E+;;45409 =71M409 - B：2649704，D：49/2071；G：C40N404；)：849/2071；

O：:495714P8 49/45 -

红 ’ 在光照厌氧、黑暗好氧和光照好氧条件下

都表达，表达量光照好氧 Q 黑暗好氧 Q 光照厌氧。

图 > 比较了 ( 种培养条件下的红 ’ 吸收峰，结果表

明光照厌氧时为 >RR 08，光照好氧和黑暗好氧时为

>!R08，红移了约 ’@08。溶剂效应表明（表 ’），红 ’
不溶于石油醚，其余都溶，红色随溶剂极性的降低逐

渐加深，峰位由 >!R 08 红移到 >&J 08。正己烷中峰

形为三指峰，显示出其精细结构，峰位为 >I# 08、>J@
08 和 I’#08，红 ’ 色素吸收峰与球形烯酮不同［’#］，

是一种新的类胡萝卜素分子。

图 & 不同培养条件下红 % 在丙酮中的吸收光谱

*+,- > BC=75C2064 =:46952 7; 9/4 ’=9 54E =:79 70 .LG E+==71M4E +0

2649704-

红 # 只在好氧条件下表达，不受光的调控，光照

好氧和黑暗好氧时的吸收光谱峰形和峰位一样（表

’）。溶剂效应及其峰位变化规律同红 ’，但红移更

明显，属于极性较强的不同于球形烯酮的新的类胡

萝卜素。

红 ( 只在好氧下表达，光促进其表达。光照好
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氧时峰位为 !"!#$，黑暗好氧红移到 !"%#$。溶剂效

应表明（表 &），红 ’ 与前两种红色素有明显区别，完

全不溶于正己烷、石油醚和苯中，属于极性很强的新

的类胡萝卜素。

表 ! 类胡萝卜素在不同有机溶剂中的溶解性和最大吸收峰

()*+, & -*./0123/# $)43$)（#$）/5 6)03/7. 8)0/2,#/39. 3# 9355,0,#2 /0:)#38 ./+6,#2. 50/$ .20)3# &’!;<=

>0:)#38 ./+6,#2.
?)0/2,#/39.

@,++/A & @,++/A ’ -,0/*38 B,9& -#),0/*38 B,9& -,0/*38 B,9< B,9’
-8,2/#, !’& !C’ !D! !E" !"" !E" !"!
F,2G)#/+ !<% !!% !E% !<D !!D !ED !EE !EC !D& !D<
H2G)#/+ !<% !C’ !D! !<D !E% !D< !D’ !E%
I3,2GJ+ ,2G,0 !<E !C’ !D! !E% !E" !E"
K,4)#, !<! !C& !D& !C< !D= C&< !C% !D& C&<
L,#M,#, !’% !"! !%E !%D !%< C==
N,20/+,7$ ,2G,0 !<E !C< !D’

"#$ 细菌叶绿素组分分析及性质

图 < 显示，紫色、蓝 & 和蓝 < 为主要细菌叶绿素

（L8G+）。刮取光照厌氧层析板中的 C 种细菌叶绿素

色带溶解于不同的有机试剂，结果表明，紫色、蓝色

和绿色细菌叶绿素在丙酮、甲醇和乙醇中溶解性好，

显示出特征性吸收峰（图 C，表 <），微溶于乙醚，不溶

于苯、正己烷、石油醚，表明细菌叶绿素属于极性分

子。

图 CO- 吸收光谱表明，紫色细菌叶绿素很稳定，

在不同溶剂中吸收峰基本不变，特征性吸收峰为

’CD#$、C<= P C<! #$、"ED P "DC #$ 和 EC= P EC’#$，

表明是细菌脱镁叶绿素。

图 COL 显示绿 & 和蓝 & 有 " 个吸收峰，蓝 < 和绿

< 有 C 个吸收峰，绿 & 有 C&%#$ 吸收峰，其余差异表

现在峰形、峰位和峰高相对比例上，尤其时最后一个

峰位。绿 &、蓝 &、蓝 < 和绿 < 细菌叶绿素特征性吸

收峰分别为 ECC P E"" #$、E"& P E"E#$、ECD P EE= #$
和 E"! P EE%#$，表明属于四种不同的细菌叶绿素 )，
且随极性的减小，吸收峰逐渐红移。

绿 & 在丙酮中有 " 个特征性吸收峰，分别是

’CE #$、’D’ #$、C&% #$、CE" #$、"ED 和 E"& #$，乙醇

中 CE" #$ 明 显 红 移 <D #$，" 个 吸 收 峰 分 别 是

’"< #$、’D= #$、C<! #$、"=’ #$、"D! #$ 和 ECC #$，甲

醇中只有 C 个吸收峰，CE" #$ 红移 <E #$，C&% #$ 吸

收峰明显消失，其余吸收峰发生 C P && #$ 的紫移。

蓝 & 在 丙 酮 中 有 ’"& #$、’D’ #$、C&= #$、

CE" #$、"ED #$ 和 E"& #$ " 个吸收峰，甲醇和乙醇的

吸收光谱类似，均有 C 个吸收峰，CE" #$ 红移至

"=’ #$，C&= #$ 吸收峰消失。

蓝 < 有 C 个 吸 收 峰，丙 酮 中 分 别 为 ’"= #$、

’D’ #$、CEC #$、"EE #$ 和 E"E #$，在甲醇和乙醇中，

CEC #$红移了 ’= #$，其余吸收峰也略有红移。

绿 < 在 ’ 种有机试剂里也有 C 个吸收峰，丙酮

图 % 光照厌氧条件下紫色 &’()（*）和细菌叶绿素（&）的

吸收光谱

Q3:RC -*./0*)#8, .1,820) /5 1701+, .1/2 3# ! ./+6,#2.（-）)#9 *+7, )#9

:0,,# .1/2 R 3# )8,2/#,（L）R )：)8,2/#,；*：93,2GJ+ ,2G,0；8：,2G)#/+；9：

$,2G)#/+ R

中分别是 ’"= #$、’D< #$、CEC #$、"ED #$ 和E"! #$，

似蓝 <，甲醇和乙醇中 CEC #$ 红移约 <= P <C #$，

E"! #$在甲醇中略有紫移，在乙醇中略有红移，其余

吸收峰也略有红移。

+ 讨论

上述结果表明，采用丙酮甲醇冰冻研磨法能快

速有效完全提取光合色素，进一步采用薄层层析能

有效分离纯化类胡萝卜素和细菌叶绿素，再依据文

献中特征性吸收峰，利用光谱法就能对各色素进行

!’’ K73J3#: @7, ,2 )+ R S!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（<==%）!%（’）
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表 ! 细菌叶绿素在不同有机溶剂中的溶解性和最大吸收峰

!"#$% & ’#()*+,-). /"0-/"（./）)1 2"*-)3( 456$ -. 7-11%*%., )*8".-5 ()$2%.,( 1*)/ (,*"-. 9:;<&=

4>6$ ?
@*8".-5 ()$2%.,(

"5%,).% /%,6".)$ %,6".)$
+3*+$% :AB A&= CDE DA= :AB A&: CDB DA= :AB A&; CBA DA:
8*%%. 9 :AD :B: A9E ADC CDB DC9 :CD :B& C=; CBD DCC :C& :B= A&; C=: CB; DAA
#$3% 9 :C9 :B: A9= ADC CDB DC9 :CB :B& C=: CBE DCD :D9 :B: C=: CBA DCA
#$3% & :C= :B: ADA CDD DCD :CB :B& C=B CBA DAB :CB :B& C=9 CBD DD=
8*%%. & :C= :B& ADA CDB DC; :CE :E: C== CDE DDA :CC :B& AEA CB9 DDE

定性。此外，利用溶剂效应就可有效鉴别细菌叶绿

素 " 中间产物，而不需要采用 FGH>。本研究为不产

氧光合细菌光合色素分析提供了一条高效简便易行

的研究方法。

薄层层析结果显示，无氧光照时黄色素大量表

达，且合成另外 & 种新的黄色素，红色素合成受到一

定抑制，完全饱和氧分压时，光合色素各个合成基因

表达程度不同，黄色素合成受到一定程度抑制，而红

色素合成基因则大量表达，且激活另外 & 种红色素

和 9 种紫色素基因的表达，若同时给以光照还促进

其表达量提高，而不是抑制其合成，上述研究结果表

明，!"#$#%&’()* &+#(#,#*-&./ 9:;<&= 菌株存在有区别

于模式菌株 !"#$#%&’()* /0"&)*#1$)/ 的新的类胡萝卜

素合成途径，值得深入研究。研究还表明，氧比光对

光合基因表达调控作用更为显著，在光和氧变化环

境中，细胞可通过诱导合成不同类型的类胡萝卜素

和细菌叶绿素及其色素蛋白复合体，并通过调整其

含量和比例来适应相应环境。I)6. 认为，当氧分压

上升时，G+(J 调控蛋白会调节光合基因以促进色素

表达，而 456$ 的含量保持较低水平，以保护细胞避

免光氧化杀伤［9:］，由此表明，!"#$#%&’()* &+#(#,#*-&./
9:;<&= 菌株在完全饱和氧分压下也是通过 G+(J 调

节途径来调节光合基因表达的。

4>6$" 研究早有报道，但多集中在总细菌叶绿

素水平，较少涉及组分分析研究。最近 F"*"7" 等对

!"#$#0/)2$#-#.&/ (+? J-,( 研究表明［9;］，该菌株除含

有植基细菌叶绿素 "（G6K,K$",%7 4>6$"）外，还积累另

外 : 种细菌叶绿素 " 中间产物，包括二氢"牛儿基

"牛 儿 基 细 菌 叶 绿 素 "（L-6K7*)8%*".K$8%*".K$",%7
4>6$"）、" 牛 儿 基 " 牛 儿 基 细 菌 叶 绿 素 "

（M%*".K$8%*".K$",%7 4>6$"）和四氢"牛儿基"牛儿基

细菌叶绿素 "（!%,*"6K7*)8%*".K$8%*".K$",%7 4>6$"），并

证明这 ; 种 456$" 中间产物在其它紫细菌中普遍存

在。由此推测，!"#$#%&’()* &+#(#,#*-&./ 9:;<&= 也以

此途径合成 ; 种细菌叶绿素分子，我们的薄层层析

结果也证实了这一点。F"*"7" I 报道中没有提供这

; 种细菌叶绿素中间物的吸收峰数据，我们的研究

结果丰富了这一研究内容。F"*"7" I 还认为，由于

456$" 中间产物和植基细菌叶绿素有相同的电子吸

收光谱，光谱学方法难以将它们区分［9;］，而我们研

究表明，利用有机溶剂溶剂效应，可有效鉴别这 ; 种

细菌叶绿素中间产物。我们研究还表明，氧分压对

4>6$" 的中间产物的积累有较大的影响，可通过调

节氧分压来获得不同特性的细菌叶绿素，这为细菌

叶绿素的深入研究奠定了良好研究基础。
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