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烟草叶片中呼吸电子传递途径在缓解叶绿体 
PSII光抑制中的作用 

罗蛟, 李玉婷, 张子山*, 车兴凯, 梁英, 李月楠, 李滢, 赵世杰, 高辉远 

山东农业大学生命科学学院, 作物生物学国家重点实验室, 泰安 271018 

摘要  前期研究发现线粒体交替氧化酶(AOX)呼吸途径对叶绿体光系统II (PSII)的光抑制有明显的缓解作用。线粒体内另

一条呼吸途径——细胞色素氧化酶(COX)呼吸途径是否也具有光保护作用尚不清楚。该文通过荧光快速诱导动力学和荧光

淬灭分析, 解析了烟草(Nicotiana tabacum)叶片中COX途径对PSII光保护的贡献及其与AOX途径的关系。结果表明, 强光

处理后PSII活性在所有叶片中均下降。AOX途径受抑明显加速了叶片PSII活性的下降。而当COX途径受抑后, 叶片PSII活

性的下降与水处理的对照叶片无明显差异。当AOX途径与COX途径同时受抑时, 叶片PSII活性的下降比单独抑制AOX途径

时更严重。此外, 呼吸电子传递受抑均导致叶片非光化学淬灭(NPQ)增加, AOX途径受抑导致的NPQ上调比COX途径受抑

时更明显, AOX和COX途径同时受抑时NPQ的增幅最大。上述结果表明, 烟草叶片中COX途径和AOX途径均参与PSII的光

保护。当COX途径受抑时, 其光保护功能可以被AOX途径和NPQ补偿, 而AOX途径的光保护作用不能被COX途径和NPQ

完全补偿。 
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光抑制是指光合放氧及光合机构电子传递效率

减弱的现象(陈玮等, 2003; 李天来等, 2016)。植物处

于常温强光下时, 光合机构中光抑制主要发生在光系

统II (PSII) (张子山等, 2009)。PSII位于光合电子传递

链的上游, 强光产生的过多还原力会造成PSII受体侧

电子传递链过还原, 导致过剩激发能增加, 生成活性

氧, 进而对PSII造成伤害(Pospíšil, 2009)。PSII光抑

制的本质是PSII核心蛋白, 尤其是D1蛋白的净降解。

D1蛋白在光下时刻处于降解-合成的循环之中, 被称

为D1蛋白周转(Aro et al., 2005; Nishiyama et al., 

2011)。研究表明, 强光及其它非生物胁迫均通过抑

制D1蛋白合成导致D1蛋白净降解, 最终引发PSII光

抑制(Takahashi and Murata, 2008; Nishiyama et 

al., 2011)。为了维持D1蛋白的周转和缓解PSII光抑

制, 植物进化出许多光保护机制, 如热耗散(Ruban, 

2016)、水水循环(Miyake, 2010)及环式电子传递(薛

娴等, 2017), 而这些光保护途径均存在于叶绿体内。

在叶绿体外也存在光保护途径, 目前研究最多的是线

粒体内的交替氧化酶(AOX)途径。 

在植物线粒体中, 还原力NADH和FADH2分别

通过NADH脱氢酶(复合体I)和琥珀酸还原酶(复合体

II)进入呼吸电子传递链并将电子传递至泛醌(Selinski 

et al., 2018)。泛醌的电子可以通过2条途径传递给氧

气生成水(McDonald, 2008; Yoshida et al., 2011): 

(1) 电子流经复合体III和复合体IV最终通过细胞色素

氧化酶(COX)传递给氧气, 期间偶联质子的跨膜运输

形成跨膜质子梯度用于ATP的合成; (2) 电子通过

AOX途径直接传递给氧气, 期间不偶联跨膜质子梯

度和ATP的产生(Yoshida et al., 2011; Selinski et al., 

2018)。前人研究表明, AOX途径可以消耗强光下从叶

绿体转运至线粒体的过剩还原力, 从而缓解PSII光抑

制(Yoshida et al., 2006, 2007; Zhang et al., 2011a)。

·研究报告· 
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AOX途径被抑制后, 苹果酸-草酰乙酸穿梭机制中的

NADP-苹果酸还原酶的活性显著下降, 植物细胞内

的活性氧含量增加, 光抑制明显加重(Zhang et al., 

2011a)。另有研究表明, 光呼吸过程中在线粒体内进

行甘氨酸向丝氨酸的转化并产生大量还原力, AOX途

径通过消耗这些还原力维持光呼吸运转, 避免有毒的

光呼吸中间产物积累, 从而保护PSII (Watanabe et 

al., 2016; Zhang et al., 2017)。 

虽然AOX途径的光保护作用已被广泛研究, 但

在线粒体中与AOX途径平行的COX途径是否也具有

光保护功能尚不清楚。AOX和COX途径都介导从UQ

向下游的电子传递 , 已有研究表明 , 抑制AOX和

COX都可能影响线粒体内的活性氧和还原力的含量

(Siedow and Umbach, 2000; Juszczuk and Rychter, 

2003)。然而由于COX途径与跨膜质子梯度的形成及

ATP合成相偶联, 其速度会受到跨膜质子梯度和ADP

不足的限制, 因此, 推测COX途径不能像AOX途径

一样快速消耗还原力, 从而起到明显的光保护作用

(Selinski et al., 2018)。但是, 上述推测一直没有得到

验证。此外, AOX和COX途径是平行的电子传递途径, 

在光保护作用中二者之间的关系也不清楚。 

本研究以烟草(Nicotiana tabacum)叶片为材料, 

利用AOX途径的专一性抑制剂水杨基羟肟酸(SHAM) 

(Padmasree and Raghavendra, 1999; Bartoli et al., 

2005)和COX途径的专一性抑制剂抗霉素A (Yoshida 

et al., 2006)处理烟草叶片, 测定了叶绿素荧光快速

诱导动力学曲线并进行叶绿素荧光淬灭分析, 系统研

究了AOX和COX途径受抑后叶片PSII电子传递活性

和光保护途径的变化, 旨在探讨AOX途径和COX途

径对PSII光保护的贡献及二者之间的关系。 

1  材料与方法 

1.1  实验设计 

烟草(Nicotiana tabacum L.)种植于山东农业大学生

命科学学院玻璃温室, 一盆一株, 培养期间光强为

50 μmol·m–2·s–1, 光周期为14小时光照(18–25°C)/10

小时黑暗(15–20°C), 水分营养供应充足。烟草刚展

开5片叶时, 取第3片叶用于实验。 

本实验用1 mmol·L–1水杨基羟肟酸(SHAM)专一

性抑制AOX途径, 用2 μmol·L–1抗霉素A专一性抑制

COX途径。每次实验选用8片烟草叶片, 每叶片中央

取4个叶圆片, 共32个叶圆片, 分为4组, 每组8片(来

自不同烟草叶片)。室温下分别浸泡在去离子水(CK)、

2 μmol·L–1抗霉素A溶液(AA)、1 mmol·L–1 SHAM溶液

(SHAM)以及1 mmol·L–1 SHAM和2 μmol·L–1抗霉素A

的混合溶液(SHAM+AA)中, 黑暗条件下浸泡3小时。

将叶圆片取出, 轻轻拭干, 重新漂浮于相应浸泡溶液

的表面。将漂浮的叶圆片置于室温下 , 于1 200 

μmol·m–2·s–1光下处理3小时, 光照由自制白色LED

光源提供。分别于处理前, 试剂浸泡3小时后, 光处理

1、2和3小时后测定相关参数。 

1.2  烟草叶片的P700+弛豫曲线的测定 

用Dual-PAM-100 (WALZ, 德国)测定去离子水(CK)

和2 μmol·L–1抗霉素A溶液(AA)预处理后的叶圆片在

强光处理前的P700+弛豫曲线(Wang et al., 2006; 

Zhang et al., 2011b)。测定前先将叶圆片暗适应30分

钟 , 测量时先照射远红光30秒以诱导P700氧化成

P700+, 在P700+含量稳定后关闭远红光, P700+逐渐

被还原。记录P700+的氧化还原动力学曲线。 

1.3  叶绿素荧光快速诱导动力学曲线测定 

参考李鹏民等(2005)的方法, 用Handy PEA (Han-

satech, 英国)测定叶片的快速叶绿素荧光诱导动力

学曲线(OJIP)。测定前先将叶圆片暗适应30分钟, 测

量时照射3 000 μmol·m–2·s–1的饱和光, 初始测量频

率为每秒10万次, 照光持续1秒。根据公式计算暗适

应下PSII的最大光化学效率。 

Fv/Fm=(Fm–Fo)/Fm 

式中, Fo为初始荧光, Fm为暗适应下最大荧光, Fv为

可变荧光。 

1.4  叶绿素荧光淬灭分析 

首先对预处理后、强光处理前的叶圆片进行暗处理30

分钟 , 然后用FMS-2型脉冲调制式荧光仪 (Han-

satech, 英国)测量暗适应下的最大荧光Fm, 用于后

续参数计算。 

按如下方法测定光适应下的荧光参数: 首先对光

适应的叶圆片照射约1 200 μmol·m–2·s–1的作用光(与

处理光光强相同) 30秒, 测量叶片的稳态荧光(Fs), 

然后打开饱和光测量叶片光适应下的最大荧光(Fm′), 
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随后关掉作用光, 打开远红光激发PSI使PSII反应中

心完全开放, 测量叶片光适应下的最小荧光(Fo′)。根

据公式计算如下参数(Maxwell and Johnson, 2000):  

PSII的实际光化学效率: ΦPSII=(Fm′–Fs )/Fm′;  

光化学淬灭系数: qP=(Fm′–Fs)/(Fm′–Fo′);  

光适应下 PSII 的最大光化学效率 : Fv′/Fm′= 

(Fm′–Fo′)Fm′;  

光适应下的非光化学淬灭: NPQ=(Fm–Fm′)/Fm′。 

1.5  数据处理 

采用Microsoft Excel 2003软件进行数据统计分析。

采用Sigmaplot 12软件作图。用SPSS Statistics软件

进行方差分析。所有实验数据均为8次重复测定的平

均值。 

2  结果与讨论 

2.1  抗霉素A处理对烟草叶片PSI环式电子传递的

影响 

本实验以SHAM专一性抑制AOX途径 (Padmasree 

and Raghavendra, 1999; Bartoli et al., 2005), 以

2 μmol·L–1抗霉素A抑制COX途径 (Yoshida et al., 

2006; Watanabe et al., 2016)。较高浓度的抗霉素A

可以抑制依赖PGR5的PSI环式电子传递(Joët et al, 

2001), PSI环式电子传递受抑后会影响PSII电子传递

和光保护(梁英等, 2018)。为了验证2 μmol·L–1抗霉素

A对烟草叶片PSI环式电子传递的影响, 我们测定了远

红光关闭后P700+的弛豫过程。结果显示, 2 μmol·L–1

抗霉素A处理烟草叶片的P700+弛豫与水处理叶片无

明显差异(图1), 表明2 μmol·L–1抗霉素A处理并未抑

制PSI环式电子传递。 

2.2  AOX和COX途径受抑对PSII强光光抑制的

影响 

快速叶绿素荧光诱导动力学曲线(OJIP)蕴含着大量

PSII活性信息(李鹏民等, 2005)。经不同抑制剂预处

理后, 叶片的OJIP均与水处理的叶片无明显差异(图

2A), 这表明抑制剂本身对叶片PSII并无伤害。照光1

小时后所有叶片的OJIP都发生明显变化, 但变化程

度存在明显差异: 抗霉素A处理叶片的OJIP变化程度

与水处理叶片类似, 而SHAM处理叶片的OJIP变化 

 
 

图1  水(CK)以及2 μmol·L–1抗霉素A (AA)处理对远红光关闭

后烟草叶片P700+弛豫曲线的影响 

所有数值均为8次重复的平均值。 
 

Figure 1  The effect of water (CK) or 2 μmol·L–1 antimycin A 

(AA) treatment on the P700+ relaxation curve after far-red 

light in tobacco leaves 

All data are the average of 8 replicates. 
 

比水处理叶片更明显, 抗霉素A和SHAM共处理叶片

的OJIP变化最明显(图2B)。 

PSII暗适应下最大光化学效率(Fv/Fm)下降反映

PSII的光抑制程度(李鹏民等, 2005)。随着强光处理

时间的延长, 所有叶片的Fv/Fm值均逐渐下降(图2C)。

相比水处理的烟草叶片, COX途径受抑没有加剧叶片

Fv/Fm的下降, 但AOX途径受抑后叶片Fv/Fm值的下降

加剧。COX与AOX途径同时受抑导致的叶片Fv/Fm值

下降幅度比单独AOX途径受抑更大(图2C)。 

2.3  AOX和COX途径受抑对PSII电子传递效率的

影响 

强光处理后, 水处理和COX途径受抑叶片的PSII实

际光化学效率(ФPSII)基本保持稳定, 而AOX途径受抑

的叶片ФPSII逐渐下降, 同时抑制AOX途径和COX途

径的叶片ФPSII下降更加剧烈(图3A)。 

光适应下PSII最大光化学效率(Fv′/Fm′)和光化学

淬灭系数 (qP)分别反映了PSII反应中心的活性和

PSII受体侧的开放程度。水处理叶片和COX途径受

抑叶片的Fv′/Fm′和qP均无明显变化 , 而AOX途径

受抑叶片Fv′/Fm′和qP则明显下降 , 同时抑制COX

和AOX途径的叶片Fv′/Fm′与qP降幅更大(图3B, C)。 

2.4  AOX和COX途径受抑对NPQ的影响 

非光化学淬灭(NPQ)是PSII最重要的光保护途径之一 
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图2  强光处理0 (A)或1小时(B)对不同预处理烟草叶片OJIP

曲线的影响以及强光处理不同时间对预处理烟草叶片PSII最

大光化学效率(Fv/Fm) (C)的影响 

所有数值均为8次重复的平均值。不同小写字母表示差异显著

(P<0.05)。 

 
Figure 2  The effect of 0 (A) or 1 h (B) high light treatment 

on the OJIP transients in different pretreated tobacco leaves 

and the effect of high light treatment on the maximum quan-

tum yield of photosystem II (Fv/Fm) (C) in different pretreated 

tobacco leaves  

All data are the average of 8 replicates. Different lowercase 

letters indicate significant differences (P<0.05). 

 

(Ruban, 2016)。所有叶片的NPQ均随着光照时间的

延长而持续上升。相比水处理, AOX途径受抑和COX

途径受抑都导致NPQ上调 , 且前者比后者更明显 ; 

AOX和COX途径同时受抑比2条途径分别单独受抑

时NPQ的上调幅度更大(图3D)。 

2.5  讨论 

本研究发现, 与对照组相比, AOX途径受抑后强光下

的Fv/Fm下降幅度更大, 表明PSII光抑制明显加剧(图

2A–C), 这与本实验室以及前人的研究结果一致

(Zhang et al., 2011a, 2012a, 2012b; Watanabe et 

al., 2016)。与AOX途径不同, 当COX途径单独受抑

时, 强光下的Fv/Fm、ФPSII、Fv′/Fm′和qP的下降与对照

组无明显差异 , 这表明PSII光抑制没有明显加剧 , 

PSII电子传递活性没有明显受抑; 而在AOX途径受抑

的基础上再抑制COX途径则Fv/Fm、ФPSII、Fv′/Fm′和

qP的下降幅度比单独抑制AOX途径更大, 表明PSII

光抑制进一步加剧, PSII电子传递活性的下降也更加

明显(图2C, 图3A–D)。而且在本实验条件下, AOX途

径受抑时Fv/Fm的下降程度与在此基础上再次抑制

COX途径所引起的Fv/Fm下降加剧程度相近(图2C)。

这表明叶片中COX途径与AOX途径都发挥光保护功

能。二者的主要区别是当COX途径受抑时AOX途径可

以补偿COX途径, 而COX途径对AOX途径则没有明

显的补偿作用, AOX在光保护中的作用可能比COX途

径更重要。 

传统观点认为, COX途径由于受跨膜质子梯度和

能荷平衡的限制, 其活性不能通过大幅上调来快速消

耗还原力, 因此COX途径不发挥主要的光保护功能

(Selinski et al., 2018)。然而本研究结果不支持这一

猜测。事实上, 当植物进行光合作用时, 线粒体中的

糖酵解和TCA循环很弱, 产生的还原力很少(Nunes- 

Nesi et al., 2007; Tcherkez et al., 2008)。此时无论

是AOX途径还是COX途径消耗的还原力均来自叶绿

体, 所以, 虽然COX途径的活性不像AOX途径那样

大幅上调, 但COX途径仍然消耗了可观的还原力, 因

此, 也具有一定程度的光保护作用。 

由于人们一直认为COX途径不起光保护作用 , 

对COX途径参与光保护作用的机理知之甚少。然而, 

AOX途径和COX途径是介导电子从UQ传递到氧气的

2条平行途径(McDonald, 2008; Yoshida et al., 

2011), 我们推测AOX和COX途径参与光保护的机制

可能类似。COX可能通过2条途径参与PSII光保护: 
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图3  强光处理不同时间对不同预处理烟草叶片PSII实际光化学效率(ФPSII) (A)、光适应下PSII最大光化学效率(Fv′/Fm′) (B)、光化

学淬灭系数(qP) (C)和非光化学淬灭(NPQ) (D)的影响 

所有数值均为8次重复的平均值。不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 
 

Figure 3  The effect of high light treatment on the actual PSII photochemical efficiencies (ФPSII ) (A), the efficiency of excitation 

energy capture by open PSII reaction centres (Fv′/Fm′) (B), the photochemical quenching coefficients (qP) (C) and the 

non-photochemical quenching (NPQ) (D) in different pretreated tobacco leaves 

All data are the average of 8 replicates. Different lowercase letters indicate significant differences (P<0.05). 
 

(1) 强光下叶绿体内产生的过剩还原力通过苹果酸-

草酰乙酸(Malate-OAA)穿梭(Yoshida et al., 2006, 

2007)被转运到线粒体内, COX途径可以通过消耗还

原力缓解叶绿体的过还原, 最终缓解PSII光抑制; (2) 

光呼吸过程中, 在线粒体内会发生甘氨酸向丝氨酸的

转化并伴随着大量还原力的产生, COX途径可以通过

消耗还原力维持光呼吸的运转, 避免有毒光呼吸中间

代谢产物的积累, 从而缓解PSII光抑制(Zhang et al., 

2017)。 

NPQ是位于叶绿体内的PSII最重要的光保护途

径之一(Ruban, 2016)。本研究还表明 , 当AOX或

COX途径受抑时, NPQ都会明显上调(图3D)。AOX和

COX途径可以与叶绿体内的光保护途径相互配合, 

共同保护PSII, 在AOX和COX途径受抑时可以上调

NPQ进行补偿。尤其是在COX途径受抑时, 虽然PSII

最大光化学效率和PSII实际光化学效率都没有明显

下降, 但NPQ仍明显上调。作为叶绿体外的光保护途

径, AOX和COX途径与叶绿体内的光保护途径的配合

和调控机制研究较少, 之前有研究针对AOX途径与

环式电子传递的关系进行探讨, 但没有得出一致的结

论 (Yoshida et al., 2011; Florez-Sarasa et al., 

2016)。本研究为进一步探讨叶绿体内外的光保护途

径相互配合机制和调控过程提供了新的切入点。 
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Effects of the Respiratory Electron Transport Pathways in  
Relieving Photoinhibition of Chloroplast PSII in Tobacco Leaves 

Jiao Luo, Yuting Li, Zishan Zhang*, Xingkai Che, Ying Liang, Yuenan Li, Ying Li 
Shijie Zhao, Huiyuan Gao 
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Abstract  Previous studies have shown that the mitochondrial alternative oxidase (AOX) respiratory pathway contributes to 

the photoprotection of photosystem II (PSII) under high light. However, the role of another respiratory pathway in mitochon-

dria, the cytochrome-respiratory (COX) pathway, to photoprotection under high light remains unknown. Here, we studied the 

contributions of COX and AOX pathways to PSII photoprotection, as well as the relationship between COX and AOX path-

ways in PSII photoprotection in tobacco leaves under high light using chlorophyll fluorescence transients and chlorophyll 

fluorescence quenching approaches. After high light treatment, the PSII activity decreased in all leaves. The inhibition of 

AOX pathway significantly accelerated the decrease of PSII activity in leaves. However, there was no significant difference 

between the PSII activity in the leaves pretreated with COX pathway inhibitor and water-pretreated control leaves. When 

both AOX and COX pathways are inhibited in leaves, the decrease in PSII activity was severe, than that of leaves pretreated 

by only AOX pathway inhibitor. In addition, inhibition of respiratory electron transport resulted in an increase of 

non-photochemical quenching (NPQ). The up-regulation of NPQ caused by AOX pathway inhibitor was more obviously than 

that caused by COX pathway inhibitor, and the increase of NPQ was highest when both AOX and COX pathways were in-

hibited. These results indicate that both COX and AOX pathways contribute to the PSII photoprotection in tobacco leaves 

under high light. In addition, when COX pathway is inhibited, its photoprotective function can be compensated by AOX 

pathway and NPQ, however, photoprotection of AOX pathway cannot be completely compensated by COX pathway and 

NPQ. 

Key words  alternative oxidation respiratory pathway, cytochrome respiratory pathway, non-photochemical quenching, 

photoprotection, PSII photoinhibition 
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