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镧在菠菜叶绿体中的分布及其对光合作用的影响 
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摘要  在体研究了稀土元素镧(La)对菠菜叶绿体 Hill反应活力、Mg2+-ATPase和 Ca2+-ATPase活性的影
响, 并用电感耦合等离子体质谱(ICP-MS)测定了叶绿体各亚细胞器中 La 的含量. 实验结果表明, 低(15 
mg·L−1)、中(30 mg·L−1)浓度的 LaⅢ对菠菜叶绿体 Hill反应活力、Mg2+-ATPase和 Ca2+-ATPase活性有
明显的促进作用, 而高浓度时(60 mg·L−1)则表现出显著的抑制作用; 叶绿体中大部分 La位于光系统Ⅱ
(PSⅡ)中, 占叶绿体中 La 总量的 90%左右. 利用排阻色谱-紫外/电感耦合等离子体质谱联用技术
(SE-HPLC-UV/ICP-MS)对 La在 PSⅡ中的存在点位进行了研究, 发现 La在 PSⅡ中有两种不同的结合点
位: La不仅可以部分竞争取代 PSⅡ中与叶绿素结合蛋白相结合的 Mg, 而且还可能竞争结合到 PSⅡ中
Ca和Mn的结合点位上来影响光合作用效率. 
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到目前为止 , 许多国家通过实验室培养或田间
试验研究了稀土元素对农作物生长和产量的影响 . 
特别是在我国, 稀土肥料已广泛应用于 300多种田间
作物, 使作物产量平均提高 5%~15%[1]. 自 20世纪 70
年代以来[2~4], 稀土元素对植物新陈代谢、农作物产
量和品质影响的基础生理学研究取得了较大进展 . 
大量试验证明 , 适量的稀土元素能促进植物的光合
作用 , 提高光合强度 [1,5], 提高叶绿体含量及维管束
的密度 [6]. 沈博礼等 [7]的研究表明小麦经镧(La)处理
后, 叶绿体被膜上的 Mg2+-ATPase 含量增加, Hill 反
应加快, 质体醌(plastoquinone, PQ)穿梭加速. 魏幼璋
等[8]发现, 经 20 和 100 mg·L−1 Nd(NO3)3处理, 玉米
叶绿体膜上的 Mg2+-ATPase 活力分别提高 4.4%和
6.4%. 虽然在稀土元素对植物光合作用的宏观效应
方面进行了较多的研究 , 但是它的生物化学机制仍
不清楚 , 其中包括稀土元素在叶绿体内的分布及作
用点位 . 这一问题的研究是解明稀土元素对植物光
合作用影响机制的一条重要途径 . 叶绿体是光合作
用的场所, 其外部被两层脂质膜包裹, 类囊体位于内
膜内侧 . 高等植物的内囊体通常分为基粒片层和基
质片层, 基质片层区富含光系统Ⅰ(PSⅠ), 而基粒片
层区富含光系统Ⅱ(PSⅡ)[9,10]. 在高等植物内 , 光合
作用是在 PSⅠ和 PSⅡ的协同作用下完成的. 一些研
究者通过体内或体外实验对稀土元素在叶绿体中的

存在位置进行了一些研究. Karukstis等[11]认为稀土离

子和类囊体膜通过静电引力相互作用 , 因为在正常
生理 pH 条件下类囊体膜表面带负电荷[12], 可以同带

正电荷的金属离子相互吸引. Ono[13]通过体外实验研

究发现 La能竞争结合到放氧复合体(oxygen-evolving 
complex, OEC)中的功能 Ca2+结合点位上, 从而对光
合作用产生影响 . 洪法水等 [14]通过紫外可见光谱

(UV-VIS), 红外光谱(FT-IR)和扩展 X 射线吸收精细
结构谱(EXAFS)等方法的研究表明, La可以和叶绿素
分子中的卟啉环相结合 , 取代叶绿素中的部分镁原
子, 并测定 La-N 间的平均键长为 0.253 nm. 这与我
们利用 UV-VIS, 电喷雾质谱(ESI-MS)等实验方法证
实的菠菜在 La(NO3)3胁迫下, 能形成镧叶绿素 a的结
论是近似的[15]. 

为了进一步深入了解稀土元素对植物光合作用

的影响机制, 本研究用含不同量 LaⅢ的培养液对模型
植物菠菜进行培养 , 提取分离了菠菜叶绿体的各亚
细胞器 , 用电感耦合等离子体质谱 (ICP-MS)测定了
其中 La含量, 得到 La在叶绿体各亚细胞器中的分布
信息, 并用排阻色谱-紫外/电感耦合等离子体质谱联
用技术(SE-HPLC-UV/ICP-MS)初步确定 La在 PSⅡ中
的结合点位. 另一方面对不同浓度的 LaⅢ对菠菜叶绿
体 Hill 反应活力、Mg2+-ATPase 和 Ca2+-ATPase 活 
性的影响进行了研究 , 尝试解释稀土元素促进或抑
制植物光合作用的机制. 

1  材料和方法 
1.1  菠菜的培养 

选择饱满一致的菠菜种子, 浸种 24 h后, 放在垫
有浸湿滤纸的培养皿中, 上盖两层湿纱布, 于暗处催
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芽 . 两天后挑选发芽一致的种子移栽到以海绵为基
质的塑料盆中, 将它们分成 4组, 分别加入下列 4种
培养液: (1) 不含磷酸盐的 Kloop 培养液(对照组); (2) 
不含磷酸盐, 含有 15 mg·L−1 LaⅢ的 Kloop 培养液; 
(3) 不含磷酸盐, 含有 30 mg·L−1 LaⅢ的Kloop培养液; 
(4) 不含磷酸盐, 含有 60 mg·L−1 LaⅢ的 Kloop 培养
液. 氧化镧(纯度＞99.999%)从中国科学院长春应用
化学研究所获得, 以 La(NO3)3 的方式加入, 通过低
(15 mg·L−1)、中(30 mg·L−1)和高(60 mg·L−1)三个浓
度梯度对菠菜进行培养. 实验所用的 Kloop培养液组
成为: 1000 mg·L−1 Ca(NO3)2, 250 mg·L−1

 MgSO4· 

7H2O, 120 mg·L−1 KCl, 9.36 mg·L−1 FeⅡ- EDAT, 2.86 
mg·L−1 H3BO3, 0.22 mg·L−1 ZnCl2, 0.08 mg·L−1 
CuSO4·5H2O, 0.08 mg·L−1 MnCl2 和 0.02 mg·L−1 

H2MoO4. 磷酸盐以叶面喷施方式施用以防止与培养
液中 La 离子形成沉淀. 培养实验在室外的玻璃房中
进行, 培养温度白天 25~28℃, 晚上 20~23℃, 每天光
照 12 h, 持续培养 40 d, 每周更换一次培养液, pH值
控制在 5.5~6.5之间. 

1.2  完整叶绿体、类囊体膜和 PSⅡ的提取 

(1) 叶绿体的提取 .  叶绿体提取依据叶济宇
等 [16]的实验方法进行. 取少量叶绿体用 80%的丙酮
水溶液提取其中的叶绿素(Chl), 参照 Arnon[17]的方

法测定叶绿素含量. 
(2) 类囊体膜的提取 .  类囊体膜的提取依照

Andreasson 等 [18]的方法进行. 将(1)得到的完整叶绿
体悬浮于 5 mmol·L−1 MgCl2溶液中 1 min, 使叶绿体
被膜在低渗介质下胀破, 再以 2000×g离心 5 min, 上
清液中含叶绿体被膜(CMB), 所得沉淀为类囊体. 将
之悬浮于悬浮液中, 低温保存备用. 

(3) PSⅡ的提取.  PSⅡ的提取依照 Berthold等[19]

的方法进行 . 类囊体经 20%的 Triton X-100 增溶 , 
Triton X-100与类囊体中叶绿素质量比控制在 25︰1, 
离心沉淀后 , 所得沉淀为 PSⅡ , 于−80℃保存备用. 
上清液中富含 PSⅠ, 这里称之为膜变性蛋白(MDP), 
将之收集起来并分析其中 La含量. 

1.3  叶绿体 Hill 反应活力、Mg2+-ATPase 和 Ca2+-  
ATPase活性的测定 

叶绿体 Hill 反应活力的测定依据叶济宇等[16]的

方法进行. 叶绿体 Mg2+-ATPase 和 Ca2+-ATPase 活性
测定依据黄卓辉等[16]的方法, 用甲醇激活法测定. 

1.4  叶绿体各亚细胞器中 La含量的测定 

将一定量提取得到的叶绿体各亚细胞器分别移

入 25 mL 小烧杯中, 加入 5 mL浓 HNO3并盖上表面

皿, 室温下预消 6 h, 然后加入 1 mL HClO4, 在电热
板上低温加热, 消解至溶液呈无色或淡黄色, 将酸蒸
发至近干, 最后用 2%的 HNO3 溶解残渣, 并定容至
10 mL 容量瓶中 . 用 ICP-MS 测定其中 La 含量 , 
ICP-MS工作参数列于表 1. 

 
表 1  ICP-MS工作参数 

射频功率 1350 W 
采样深度 6.3 mm 
载气流速 1.2 L·min−1 

等离子体气体流速 16 L·min−1 

辅助气体流速 1.0 L·min−1 
雾化器 微型同心雾化器 

采样锥直径 1.0 mm 
分离锥直径 0.4 mm 
分辨率 0.7~0.8 u 
采样参数 
模式 全定量 

积分时间 300 ms 
重复测定次数 3 

HPLC-ICP-MS联用时采样参数  
模式 时间分辨 

积分时间 100 ms 
采样时间 2400 s 

 

1.5  SE-HPLC-UV/ICP-MS联用技术分析 La在 PS
Ⅱ蛋白中的结合点位 

(1) PSⅡ蛋白的提取和处理.  方法 1: 用含 1%
十二烷基硫酸钠(SDS)的 62.5 mmol·L−1 Tris-HCl(pH 

6.8)增溶 PSⅡ, SDS︰Chl = 30︰1(质量分数), 增溶时
间为 60 min, 然后以 3000×g离心 5 min, 弃去不溶物, 
取其富含 PSⅡ蛋白组分的上清液过 0.45 µm 膜后进
行排阻色谱分离及在线 UV/ICP-MS测定. 

方法 2: 按方法 1增溶 PSⅡ, 得到富含 PSⅡ蛋白
组分的上清液, 再用−20℃丙酮沉淀上清液中 PSⅡ蛋
白, 以除去 PSⅡ蛋白中的叶绿素. 将所得蛋白沉淀
溶于少许 30 mmol·L−1 Tris-HCl(pH 8.0)中, 过 0.45 
µm 的膜后进行排阻色谱分离及在线 UV/ICP-MS 测
定. 

(2) PSⅡ蛋白组分的排阻色谱分离 . 使用
Shimadzu LC10ADvp 高效液相色谱仪进行分离, 其
中包括 Shimadzu LC10ADvp 泵 , Shimadzu SCL- 
10Avp系统控制器, Shimadzu-SPD-M10Avp二极管阵
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列检测器, Rheodyne 7725i进样阀(美国, 20 µL或 100 
µL 进样环)和 CLASS-VP 5.0 色谱工作站. 排阻色谱
柱为 Shim-pack DIO-300(Shimadzu, 7.9 mm id × 500 
mm, 固定相粒径 5 µm). 流动相为 30 mmol·L−1 Tris- 
HCl(pH 8.0) ; 流速为  0.75 mL·min−1. 使用前用 
0.45 µm的膜过滤并超声脱气. 用配备了微型同心雾
化器的 HP-4500 电感耦合等离子体质谱(Yokohama, 
Japan)对色谱柱流出液中的 La, Mg, Mn和 Ca进行在
线检测. 

2  结果与讨论 
2.1  La对菠菜叶绿体 Hill反应活力、Mg2+-ATPase
和 Ca2+-ATPase活性的影响 

通过Hill反应可测定叶绿体的放氧反应活力, 叶
绿体膜上 ATP 合成酶在光照下能催化光合磷酸化的
最末一步反应, 合成 ADP和 Pi为ATP, 叶绿体激活处
理可出现需镁(Mg2+-ATPase)和需钙(Ca2+-ATPase)两
种ATP酶活性. 经含不同浓度 LaⅢ的Kloop 培养液培
养的菠菜叶绿体的 Hill 反应活力、Mg2+-ATPase 和
Ca2+-ATPase活性如表 2所示. 结果表明, 低、中浓度
(15, 30 mg·L−1)的 LaⅢ对叶绿体 Hill 反应活力、
Mg2+-ATPase和 Ca2+-ATPase活性有明显的促进作用, 
低浓度培养效果最佳, Hill 反应活力、Mg2+-ATPase  

 
表 2  La对菠菜叶绿体希尔反应活力、Mg2+-ATPase 

和 Ca2+-ATPase活性的影响 
活力  相对值/%  

a b c  a b c 
Ⅰ 450.0 726.0 577.4  100 100 100 
Ⅱ 565.2 936.8 735.1  125.6 130.0 127.3 
Ⅲ 518.8 818.6 653.7  115.3 113.6 113.2 
Ⅳ 292.5 573.8 405.7  65.0 79.6 70.2 

a: 希尔反应活力 (µmol(O2)·mg−1 (Chl)·h−1); b: Mg2+-ATPase
活性(µmol (Pi)·mg−1 (Chl)·h−1); c: Ca2+-ATPase活性 (µmol(Pi)·mg−1 
(Chl)·h−1); Ⅰ: 对照组; Ⅱ: 15 mg·L−1 LaⅢ培养组; Ⅲ: 30 mg·L−1  
LaⅢ培养组; Ⅳ: 60 mg·L−1 LaⅢ培养组 

和 Ca2+-ATPase活性分别比对照组提高 25.6%, 30%和
27.3%; 中浓度 LaⅢ培养组分别比对照组提高 15.3%, 
13.6%和 13.2%; 高浓度 La�(60 mg·L−1)则表现出显
著抑制作用, Hill 反应活力、Mg2+-ATPase 和 Ca2+- 
ATPase活性分别比对照组降低 35%, 21.4%和 29.7%. 

稀土元素对植物的影响可能与微量元素相似 , 
低浓度时促进植物生长 , 浓度过高时则对植物产生
毒害. 许多重金属元素如铜、锌、镍和锰等, 在低浓
度下都充当光合作用器官生长的微量营养元素 , 然
而当这些重金属离子的浓度过高时将对植物产生严

重毒害. 这些毒害对植物的生理影响是多方面的, 具
体影响与植物种类, 重金属的性质和浓度, 以及植物
生长的环境相关 . 其毒害机制主要包括 : 酶抑制 [20], 
PSⅡ反应中心的抑制 [21], 光合抑制 [22], 使质体蓝素
功能受阻 [23]以及干扰植物对营养元素的吸收等. 在
高浓度时稀土元素对光合作用的抑制机制可能类似

于重金属元素 , 然而必须注意的是根据软硬酸碱理
论, 稀土元素属于硬酸[24], 更易与蛋白或酶中 O或 N
配位原子结合 . 因此导致稀土元素和重金属元素对
植物光合作用影响机制有一定的差异 , 稀土元素的
生物化学行为可能与同为硬酸且离子半径相近的碱

土金属元素如 Mg 和 Ca等更为相近. 

2.2  叶绿体各亚细胞器中 La含量  

经含不同浓度 LaⅢ的 Kloop培养液培养的菠菜叶
绿体各亚细胞器中 La 含量如表 3 所示, 叶绿体中大
部分 La分布于 PSⅡ中, 约占叶绿体中 La总量的 90%. 
这与 Wang 等[25]的结论不同, 可能是由于所研究的
植物种类以及生长环境不同所致 . 在叶绿体被膜上
和富含 PSⅠ的膜变性蛋白(MDP)中只含有少量 La, 
分别占叶绿体中 La总量的 3.9%~5.3%和 4.7%~14.6%. 
这些结果表明 , 在叶绿体中稀土元素可能主要通过
和 PSⅡ相互作用而影响植物的光合作用. 经含不同
浓度 LaⅢ的 Kloop培养液培养的菠菜 PSⅡ中的 La含 

 
表 3  含不同 LaⅢ浓度的 Kloop培养液培养的菠菜叶绿体各亚细胞器中 La含量(µg·g−1)a) 

 叶绿体各部分中 La含量  相对含量 b) 

 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ  Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ 

叶绿体 25.4 282.3 298.1 420.2  100 100 100 100 

叶绿体被膜 1.0 11.0 15.8 20.2  4.0 3.9 5.3 4.8 

类囊体 24.4 271.4 282.2 400.0  96.0 96.1 94.7 95.2 

富含 PSⅠ的膜变性蛋白  1.2 14.4 13.5 14.6  4.6 5.1 4.5 3.5 

光系统Ⅱ 23.2 255.0 265.4 373.0  91.3 90.3 89.0 88.8 
a) 含 1 g叶绿素的叶绿体各亚细胞器中 La含量; b) 叶绿体各亚细胞器中 La含量占叶绿体中 La总量的百分数; Ⅰ~Ⅳ同表 2 



 
 
 
 
 
 
 

  第 50卷 第 12期  2005年 6月  论 文 

1198   www.scichina.com 

量高低顺序为: Ⅰ<Ⅱ≈Ⅲ<Ⅳ, 而且低、中浓度 LaⅢ培
养时 PSⅡ中的 La含量在同一水平, 当 LaⅢ浓度从 15 
mg·L−1上升到 30 mg·L−1时 PSⅡ中 La含量没有明显
增加. 但是高浓度 LaⅢ(60 mg·L−1)培养时 PSⅡ中 La
含量明显提高, PSⅡ中高含量 La 的存在可能是致使
�组菠菜叶绿体 Hill 反应活力、Mg2+-ATPase 和
Ca2+-ATPase活性受抑制的主要原因. 

2.3  PSⅡ中 La结合点位的确定 

PSⅡ蛋白经 SDS 增溶后 , 进行排阻色谱分离, 
在线 UV 和 ICP-MS 检测(紫外检测波长为 254 nm; 
ICP-MS检测同位素 139La, 24Mg, 43Ca, 55Mn). PSⅡ蛋
白组分的排阻色谱图如图 1所示. PSⅡ是由多个蛋白
亚基组成的色素蛋白复合物, 包括反应中心 D1, D2
蛋白 ,  核心天线 CP47 和 CP43, 外周天线 (l ight 
harvesting complex Ⅱ, LHCⅡ)以及分子量为 33, 24, 
17 kD 的外周多肽等[26]. 我们采用 Laemmli 系统[27]

对所得 P S �蛋白的 S D S 聚丙烯酰胺凝胶电泳
(SDS-PAGE)的分析结果与文献[26]是一致的. 但是
PSⅡ蛋白经 SDS-PAGE分离, 固定, 显色后, 蛋白上
结合的金属元素在低 pH 值条件下将解离, 因而很难
得到金属结合蛋白的信息 . 虽然排阻色谱的分辨率
不及电泳, 但是它温和的分离条件使得金属结合蛋
白相对稳定, 经 UV/ICP-MS检测可以得到 La与蛋白
的结合信息. 经 ICP-MS 在线检测 139La 而得到的色
谱图(图 1(b))中呈现出二个峰(1和 2), 分别对应于 PS
Ⅱ蛋白 A和 B(图 1(a)), 这表明 La 在 PSⅡ中至少有
两种不同的结合点位. PSⅡ蛋白 A 的吸收光谱(图
2(a))在 664, 436, 468 nm有吸收峰, 分别属于叶绿素 a
和 b 的特征吸收峰, 因此 PSⅡ蛋白 A 含有叶绿素结
合蛋白.   图 1(b)和(c)表明 La与Mg共存于 PSⅡ蛋
白 A 中, 而且具有相同的保留时间, 这表明 PSⅡ蛋
白 A中 La 和Mg有相同的结合点位. 因为 PSⅡ中的
Mg 主要位于与蛋白结合的叶绿素中, 所以 La 可能
取代了与 PSⅡ蛋白 A 中与蛋白结合的叶绿素中的部
分 Mg. 为了作进一步验证, 先将 PSⅡ蛋白中的叶绿
素用丙酮除去, 再进行排阻色谱分离. 结果如图 3 所
示. 经丙酮处理后, PSⅡ蛋白 A 仍能检测到(图 3(a)), 
但其紫外可见吸收光谱中叶绿素 a/b的特征吸收峰消
失(图 2(b)), 与此同时, PSⅡ蛋白A中 La和Mg的色谱峰
也均消失(图 3(b)和(c)). 这些结果进一步证明, PSⅡ蛋白
A中 La和Mg与叶绿素密切相关, La 取代了叶绿素中的
部分 M g 原子 ,  这与我们的前期工作的结论相一 

 
图 1  PSⅡ蛋白的 SE-HPLC-UV/ICP-MS 分离检测 

(a) PSⅡ蛋白 UV(254 nm)检测图; (b) La ICP-MS图; (c) Mg ICP-MS图; 
(d) Ca, Mn ICP-MS 图; A: PSⅡ蛋白 A; B: PSⅡ蛋白 B; 1: 对应于 

蛋白 A中的 La; 2: 对应于蛋白 B中的 La 
 
致[15]. 

另一方面, PSⅡ蛋白 B中 La的结合方式不同于
在 PSⅡ蛋白 A中. 虽然从 PSⅡ蛋白 B的吸收光谱(图
2(c))中也可观察到强度较弱的叶绿素 a/b的特征吸收
峰, 说明 PSⅡ蛋白 B 中亦含少量的叶绿素 a/b; 然而
在 PSⅡ蛋白 B 中检测不到 Mg(图 1(c)), 且经丙酮处
理后, PSⅡ蛋白 B中的 La峰并不消失, 只是紫外吸收
强度减弱(图 3(a)). 将 Mn 和 Ca 的色谱图(图 1(d))与
La 的色谱图(图 1(b))进行比较, 发现 Mn 和 Ca 的色
谱峰具有相同的保留时间, 而且它们与 PSⅡ蛋白 B
中的 La峰的保留时间有很大部分重叠, 这表明 PSⅡ
蛋白 B中 La与 PSⅡ中无机辅助因子 Ca, Mn可能具
有相近的结合点位. 在光合作用的光反应过程中, 水
的氧化是由放氧复合体(OEC)完成的, OEC由 33, 23, 
16 kD的三条多肽与Mn, Cl和 Ca结合组成. Mn是光
系统Ⅱ水分解酶系统必不可少的组成成分 , 含锰的 
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图 2  PSⅡ蛋白 A和 B的紫外可见吸收光谱 

(a) 未经丙酮处理的蛋白 A; (b) 丙酮处理过的蛋白 A; (c)未经丙酮处
理的蛋白 B; (d) 丙酮处理过的蛋白 B 

 
OEC经过氧化势逐渐加强的 5种状态(S0→S4)的循环
形成分子氧. PSⅡ内每个 OEC 中还含一个正常光合
放氧所必需的 Ca2+[28,29]. EXAFS[30,31], FTIR[32]和

EPR[33]研究结果表明 PSⅡ中 Ca 和Mn可能以羧基作
为桥键, 形成一个多金属中心. 因此 La 可能竞争结
合到 PSⅡ中Mn和Ca 的结合点位上从而影响植物的
光合作用. 

3  结论 
(1) 低、中浓度的 LaⅢ(15~30 mg·L−1)能明显促

进 Hill 反应, 提高 Mg2+-ATPase 和 Ca2+-ATPase 活 
性, 而高浓度 LaⅢ(60 mg·L−1)对上述反应则表现出明
显的抑制作用. 

(2) 叶绿体中的 La 大部分位于 PSⅡ中, 约占叶
绿体 La总量的 90%. Kloop培养液中 LaⅢ的含量由 15
提高到 30 mg·L−1时, PSⅡ中的 La含量维持在同一水
平上; 高浓度 LaⅢ培养时 PSⅡ中的 La含量显著提高,  

 
图 3  经丙酮处理过的 PSⅡ蛋白的 SE-HPLC-UV/ICP-MS

分离检测 
(a) PSⅡ蛋白 UV/254 nm检测图; (b) La ICP-MS图; (c) Mg ICP-MS图; 

(d) Ca, Mn ICP-MS图 

 

PSⅡ中高含量 La的存在可能是致使 Hill反应活力、
Mg2+-ATPase和 Ca2+-ATPase活性降低的主要原因. 

(3) SE-HPLC-UV/ICP-MS研究结果表明 La不仅
可以部分取代 PSⅡ中叶绿素结合蛋白中与叶绿素相
结合的Mg, 而且还可能竞争结合到 PSⅡ中 Ca和Mn
的结合点位上来影响植物的光合作用效率. 
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