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叶绿体光合作用

准备活动
叶绿体光合作用
指导研究版
光合作用过程是指利用光能将二氧化碳和水转化为糖、氧气和其他有机化合物。该过程通常用下式表达：
6H2O + 6CO2 + 光能→C6H12O6 + 6O2
该过程非常复杂，由两个阶段组成。第一阶段叫作光合作用的光反应阶段，需要光能。光反应产物用于利用二氧化碳和水生成葡萄糖。由于第二阶段的反应不需要利用光能，所以称之为光合作用的暗反应。
在光反应过程中，来自水分子的电子的活化（升至更高的能量水平）需要几个步骤，称为光系统I和II。在这两步中，叶绿素吸收光能，激活电子。通常来讲，这些电子会进入到含有细胞色素的电子传递链。在第一个光系统中，这些电子会用于生成ATP。在第二个光系统中，激活的电子用于生成还原性辅酶烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）。然后，ATP和NADPH在暗反应过程中用于生产葡萄糖。
在本研究中，将采用一种蓝色染料（2,6二氯苯酚靛酚，DPIP）代替光反应中的NADPH。当染料被氧化时，就会呈现蓝色。被还原时，会变为无色。由于DPIP取代了光反应中的NADPH，所以当它在光合作用中被还原时，将由蓝色变为无色。
在准备活动中，你将利用分光光度计测量由于叶绿体光合作用引起的DPIP的颜色变化。
完成准备活动后，你将研究指定的可研究的问题。在制定计划与进行研究之前，请先查阅参考资料，了解更多关于光合作用的知识。
步骤
1.
佩戴护目镜。
2.
取两个比色皿及两个比色皿盖子。将其中一个比色皿盖子标记为B（空白），另一个标记为E（实验）。
3.
取一盏台灯和一个装满水的细胞培养锥形瓶。如图1所示放置灯泡和锥形瓶。锥形瓶充当防热罩，防止叶绿体被灯加热。完成步骤11方可打开台灯。
图1
4.
利用表1中的信息向比色皿中添加磷酸盐缓冲液、蒸馏水和DPIP。要点：此时不要加入叶绿体。
	表1

	
	空白（B）
（无DPIP）
	实验（E）
（加DPIP）

	磷酸盐缓冲液
	1 mL
	1 mL

	蒸馏水
	2 mL
	1 mL

	DPIP
	—
	1 mL

	叶绿体
	3滴
	3滴


5.
向250毫升烧杯中加入冰。取一定量的叶绿体悬浮液，将其储存在冰中。
6.
向空白比色皿中加入三滴叶绿体，完成空白样的制备。将标有B盖子盖在比色皿上，轻轻地颠倒混合三次。为了正确使用比色皿，请牢记：
· 用不起毛的纸巾擦拭比色皿表面。
· 只能拿住比色皿粗糙面的两侧的上方。
· 轻敲比色皿外表面，去除其中的气泡。
· 一定要正确地放置比色皿，这样光线才能穿过透明的两侧。
7.
采用USB数据线连接SpectroVis+分光光度计和你的电脑或LabQuest。启动数据采集程序，然后从文件菜单选择“新建”。
8.
校正分光光度计。
a. 将空白放入分光光度计中。
b. 在LabQues的传感器菜单或Logger Pro的实验菜单选择校正。 
c. 预热完成时，选择完成校正。校正完成后，选择OK。
9.
确定检测DPIP的最佳波长。
a. 向实验比色皿中加入三滴叶绿体，完成样品的制备。将标有E盖子盖在比色皿上，轻轻地颠倒混合三次。按照步骤6中地操作纲要，将比色皿放入分光光度计中。
b. 开始采集数据。溶液的全谱图将会展现出来。注意其中某个区域会出现吸收峰。停止数据采集，快速进行步骤10。

10.
设置数据采集模式。
Logger Pro软件 
a. 点击配置分光光度计数据采集[image: image1.png]


.选择吸光度-浓度作为采集模式。选择最大吸光度的波长（(最大）。应接近605nm。
b. 选择“确定”。取出分光光度计中的比色皿，快速进行步骤11。
LabQuest软件
a. 自动选择吸收峰。在仪器屏幕上，点击“模式”，将数据采集模式改为进入项目。
b. 选择“确定”。取出分光光度计中的比色皿，快速进行步骤11。

11.
准备读取吸光度读数。 
a. 如图1所示，放好比色皿，使锥形瓶位于比色皿与台灯之间。
b. 标记比色皿位置，使其可以一直放在相同的地方。 
c. 注意时间并记录。
d. 打开台灯，快速进行步骤12。

12.
读取吸光度读数。 
a. 颠倒比色皿两次，使叶绿体重新悬浮。如果产生了气泡，轻敲比色皿盖子，赶出气泡。
b. 将比色皿放入分光光度计中。 
c. 让读数稳定10秒。
d. 记录吸光度值。
e. 取出比色皿，将其放回台灯前原来的位置。

13.
5分钟、10分钟和20分钟后，分别再次重复步骤12。
数据处理
1.
准备录入数据的程序。
a. 断开分光光度计，从文件菜单选择“新建”。 
b. 设置X列，将其命名为“时间”，单位为“min”。 
c. 设置Y列，将其命名为“吸光度”，不填单位。 
2.
输入数据表中的吸光度和时间数据。
3.
查看吸光度与时间的关系图。你可能想要自动放缩图形。
4.
按照老师的指示打印数据表和图形的副本。
5.
计算研究过程中由于叶绿体光合作用引起的吸光度的下降百分比。
问题
1.
本研究中有证据表明叶绿体能够还原DPIP吗？解释。
2.
吸光度下降百分比为多少？
3.
列举三种可能影响叶绿体光合作用的因素。
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