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叶黄素循环酶 

阳成伟，陈贻竹 

(中国科学院华南植物研究所 ，广东广州 51 0650) 

摘 要：依赖叶黄素循环的热耗散是一种主要防御光破坏 的机制。参与叶黄素循环的酶是紫黄质脱环氧化 

酶和玉米黄质环氧化酶，紫黄质脱环氧化酶已分离纯化 ．其 eDNA 已被克隆。其活性主要受跨类囊体膜的 pH 

梯度和抗坏血酸浓度的调节；玉米黄质环氧化酶还没有被分离 出来 ．但其 eDNA也已被克隆；其活性 主要与 

NADPH的浓度、0 及光等有关。 
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Abstract：Xanthophyll cycle is concerned with their possible role in radiationless energy dissipation of excess 

light energy：Violaxanthin deepoxidase and zeaxanthin epoxidase are inx，o1、 ed in xanthophyll cycle metabolism 

and the cDNA of Violaxanthin deepoxidase has cloned ．its actixrity is mainly regulated by pH 、 alue and ascor— 

bate concentration．The cDNA of zeaxanthin epoxidase has also Cloned，its actix，ity is related with NADPH con— 

centration。pH 、’alue。02 and light et a1． 
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植物光合机构 中叶绿素吸收的光能通过 光化 

学过程转化为稳定的化学能。然而，大多数情况下 

植 物接受的能量要超过其所 能转化 的能量 ，如果过 

量 的光能不及时耗散掉 ，光合功能会 降低 ，甚 至出 

现光氧化 ，从 而破坏光合机构 。植物在进化过程 中 

形成多种保护机制 ，其 中依赖叶黄素循环的非辐射 

能量耗散是一种有效且灵活的手段。关于叶黄素循 

环在 防御 光合机构光抑 制和光 破坏 中的作用 已成 

为光合作用研究 的一个重要的研究领域。已有不少 

关于叶黄素循环方面的专论“ ，但在这些文章中 

涉及 到的大多是关于 叶黄素循环参 与非辐射能量 

耗散的功能及机制 ，而参与叶黄素循环代谢 的两个 

关键 酶的分子性质和调节研究现状 尚未见综述 ，本 

文仅就这方面的研究进展作一简要介绍。 

叶黄素循环是由依赖光转化的 3个组分 ：玉米 

黄 质 (Z)、单 环 氧 玉 米 黄质 (A)和双 环 氧 紫 黄 质 

(V)，通过环氧和脱环氧作用 的循环机制 。V 在紫黄 

质脱 环氧化酶 (VDE)的作用下脱环氧形成 A，再进 

一 步脱环氧形成 Z；Z在玉米黄质环 氧化酶 (ZE)的 

作用下环 氧化又可以形成 A，再进一步环 氧化形成 

V。这两个反应在光和暗及两个酶催化下能同时发 
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l 紫黄质脱环氧化酶 

1．1分子特性 

Hager发现 VDE是一种水溶性酶，存在于高等 

植物 中的类囊体腔 内 。后来 Hager和 Yamamoto 

及 Higashi分别用凝胶过滤的方法得到分子量分 别 

为 54 kDa和 60 kDa的 VDE 。 。然而，_~kerlund等 

在菠菜(Spinacia oleracea)中通 过凝胶过滤层析结合 

离子交换层析和疏水作用层析 ，分 离到 VDE，其分 

子量为 43 kDa 。Havir等用 SDS—PAGE测得 菠菜 

的 VDE为 单 一的 多肽 链蛋 白，其分 子 量 也 为 43 

kDa，其等 电点 为 4．95。 。用 单 半 乳 糖 甘 油 二 脂 

(monogalactosyldiacylglycerol；MGDG)亲 和沉 淀 法 

也得到相似的结果 ，得到分子量为 43 kDa的多肽 ， 

其等电点为 5．4“ 。 

从 VDE的 Km来看，不同研究者用不同植物 

材料所测的结果不一样 。Hager以菠菜为材料 ，测得 

VDE对 V的 Km 为 10．6>mol／I “”，而 Grotz等也 

得到 相似 的结 果，VDE对 V 和 A 的 Km 分别 为 

11．1／lmol／I 和 5．3／lmol／I 。 。但在 莴 苣 中测得 

VDE对 V的 Km为 0．049／mlol／I 和 0．35／lmol／I 。 

这说明不 同植物 中 VDE对底物 V和 Z具有不同的 

亲和力”。 。 

VDE的氨基酸组成 已被测定 ，其 cDNA也已被 

克隆 。Rockholmr等“ 报导 了 VDE的氨基酸组成 ， 

其 中酸性氨基酸 Asp(包括 Asn)和 Glu(包括 Gin) 

在 VDE氨基酸组成 比例最大 ，此 可能是该酶呈 酸 

性的原因 。Bugos和 Yamamoto ”从莴苣 中得到了编 

码 VDE的 cDNA的克隆，并在 E．coli中表达。获得 

到的蛋白质，同高等植物中VDE呈相同的性质，如 

能被 DTT抑制；该基 因是一个核编码、单拷贝基 

因，其 cDNA编码一个 473个氨基酸的多肽，分子 

量为 54．4 kDa，具有定位在类囊体腔中蛋白质的特 

性。他们通过剪切、加工，得到一个成熟的 348个氨 

基 酸的多肽 ，其 分子量为 39．9 kDa，在凝胶 电泳上 

同 43 kDa非常接近。用等电点理论计算 的等电点值 

为4．57，而实验得到的等电点则为5．4。该蛋白质有 

3个有趣的结构域 ：A)N一端具有一个半胱氨酸富集 

区(该蛋 白质中的 l3个半胱氨酸 中的 11个位于此 

区)，是 DTT的抑制位点；B)有一个 Lipocalin信号， 

可能是双环 氧的紫 黄质和 MGDG的结合位点 ；C) 

具有一个高电荷区。该蛋白质的信号序列为 126个 

氨基酸 。 

1．2紫黄质脱环氧化酶的调节 

1．2．1 pH值 Hager(1969)曾报道” ，VDE在分离 

的叶绿体中最适 pH值为 4．8，而在分离的酶中最适 

pH值为5．2。VDE对类囊体膜内 pH非常敏感，在 

过量 的光下 由水 光解 产生大量的 H 以及 PQ库所 

输入 的 H 能大大降低类囊体腔内的 pH，从而激发 

腔内VDE活性。用分离的豌豆叶绿体测定 505 nm 

吸收值的变化表明，z的形成速率常数强烈地受到 

pH(5．8～6．3)的调节，pH6时具 有质子 协 同性 ，pH 

值大于 6．3时 VDE的活性 为 0，而低于 5．8时具有 

较高活性 。Bratt等也得到了相近的结果，依赖 pH 

的 VDE从类 囊体膜上 的释放 ，发生在一 个狭窄 的 

pH 范围内，在 pH6．6时具有一个柔 和点 ，在 pH4时 

具有质子 协同性 ”。通过冷 冻一融化循 环处理表 

明，VDE在 pH值小于 6．5时紧紧地结合在类囊体 

膜上，而 pH值高于 7．0时，游离在类囊体腔中“ 。 

VDE对类囊体膜 内 pH 的此种敏感性 ，可能与其具 

有高比例的带负电荷的谷氨酸 (G-lu)和天 门冬氨酸 

(Asp)和包括 5个组氨酸残基有关。j 。 

1．2．2 抗 坏 血 酸 (Vc) Siefermann 和 Yamamoto 

(1974)发现抗坏血酸 (Vc)在脱环氧化作用 中起着 

重要 的作用 ，在离体的叶绿体 中，16 nlilloI．I，。Vc可 

使光驱动的脱环氧化作用达到饱和 、。叶绿体中 Vc 

的浓度一般在 l0～50 mmo1．I 。。。 ；而在胁迫 的条件 

下(如高光照、冷害等)，Vc的浓度增加。冷适应的菠 

菜浓 度甚 至提高至 5O mmo[．I 。而 Gilmore和 

Yamamoto(1993)提 出 Vc可 以同玉米 黄质及 双环 

氧的紫黄质一样作为脱环氧化酶 的共 同底物 ，增加 

VDE的活性 。当将过氧化氢加 到完整的叶绿体 

时，抗坏血酸过氧化物酶通过消耗 Vc，而抑制 VDE 

活性 。Bratt等 (1995)实验表明 VDE对 Vc的 

Km常数强烈地依赖 pH值，当 Vc水平降低时，pH 

值的最适值也转到更低的值。因此，Vc的酸化形式 

是 VDE催化 A至 Z反应的真正底物。因而 ，他们提 

出一个模型，在光照增强的情况下，类囊体腔中 pH 

值下降 ，当pH值下降 6．6时，VDE紧密结合到类囊 

体腔膜上 ，成为一种活化形式 ，而 当 pH值下降至 6 

时，ATP合成开始 ，pH值进一步降低 ，酸化 Vc的形 

式增加，从而增加 VDE的活性，催化 V转化成 z的 
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反 应 。 

1．2．3巯基化合物和 O一菲啶 巯基化合物和 。一菲啶 

抑制 VDE的活性。用 V做底 物，当增加 DTT、巯基 

乙醇、半 胱 氨 酸 和 。一菲 啶 的 浓 度 分 别 为 0．055、 

0．68、2．7和 0．025 mmo1．I 。时 ，VDE活性 被抑 制 

0 、
。 DTT其抑制位点位于 VDE的 N一端富集半 

胱 氨 酸 区，它 抑 制 二 硫 桥 的形 成 。孟 庆 伟 等 

(1998)用 5 mmo1． 的 DTT水溶液处理小麦叶片 ， 

A÷z的含量下降约 ．8 。 

1．2．4温度 VDE活性也受环境温度的制约 。在植 

物正常生长的温度范 围内该酶的活性较强 ，而在低 

温或高温的胁迫条件下 ，则活性 明显受抑制 。Dem— 

mig—Adams和 Winter 观察 到在 5。C时玉米黄质 

的形成明显减少 ，而且如果同时以高光强处理此限 

制作用明显加剧 。 

1．2．5 UV—B UV—B光线也可对 VDE活性产生抑 

制作用 。由于随着地球 平流层 中臭氧层不断 被破 

坏 ，UV—B辐射逐渐增强 ，因此 VDE对 UV—B的敏 

感性也 日益受到人们的重视 。Pfimdel等曾多次研究 

了 UV—B对 PSII和 VDE的抑制以及它们 同可见光 

对 PSII的光抑制作用所产生的协同效应 。然而 ， 

UV—B对 VDE作用 的具 体机制还有 待于进一步实 

验证实。 

2 玉米黄质环氧化酶 

2．1分 子特 性 

ZE是一种双功能单加氧酶 ，定位在类囊体膜的 

基质 面，能催化 Z环 氧化成 A至 V 的反应。到 目前 

为此 ，ZE还 没有被分离 出来 ，但 Matin等 (1996)发 

现参与 ABA生物合成的一个基因，相当于拟南芥 

的aba座位 ，并确定是编码 ZE的基 因 。它们用谷 

物 激 活 剂 转 座 子 通 过 转 座 子 标 签 在 Nicotiana 

plun aginifolia中分离 到缺 失 ABA 的突变 体 即为 

aba2；aba2cDNA编码 一个输 入 叶绿 体 的 663个 氨 

基 酸残基 的多肽 ，如 以 ATG 为起 始密码 子 ，这个 

cDNA包括 5’端有 40 bp未转译的序列、1989bp编 

码 区和 3’端有 313 bp未转译区与 58 bp长 的多聚 

Poly(A)尾 巴。其 等 电点 为 7．28，分 子量 为 72．5 

kDa，有一个 ADP结合折叠(包括一个富 Gly区，能 

结合 NADP或 FAD)和 FAD结合域 ，在活体外 ，通 

过转录、翻译和叶绿体运输 的研究，在此蛋 白质被 

加工成为一个 67 kDa的成熟蛋 白过程 中，有 5O个 

氨基酸信号肽的切割，然而此实验还没有此成熟蛋 

白是定位在可溶性的叶绿体基质中，还是在同类囊 

体膜联系或整合在其上 。Burbidge等曾从番茄 中 

也得到了 ZEcDNA的 DNA序列 。 

2．2玉米黄质环氧化酶的调节 

环 氧化酶 的活性与 NADPH 的浓 度、pH值、O： 

及光等有关 。O。和 NADPH2是 ZE催化 z环氧化成 

A 至 V反应 的协 同底 物。Yamamoto和 Chichester 

证实 V和 A中环氧基团均来 自光合作用中产生的 

分子 氧，在低浓度 的氧下，环氧化 酶的活性 明显 受 

抑 。NADPH影响环氧化酶 的活性 ，在分离的类囊 

体 中，z的环氧化在 0．04 mmo1．I 。NADPH 达到最 

大值 的一半 ，而在 0．4 mmo|．I 。的 NADPH下 ，环氧 

化酶活性达到饱和 ；叶绿体基质在光和黑暗的条件 

下 ，其 NADPH浓度分别为 0．3和 0。1 mmo1．I ，因 

此 NADPH在活体内不是一个限制因子 。光也影 

响 ZE的活性 ，Hager报道 ，ZE催化的环氧化反应在 

暗中发生 ，在微弱的光下这一过程 受到促进。 。此 

外 ，Boch发现 FAD也是 ZE的协 同因子 ，能提高其 

催化活性 ” 。 
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