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不同聚集态捕光色素蛋白复合物的超快光谱特性研究
＊

葛菁华, 陈海燕, 赵福利
(中山大学 物理科学与工程技术学院, 广东 广州 510275)

摘　要:不同聚集态的捕光色素蛋白复合物 LHCII(Light-harvestingComplexII) 在调节植物光能的吸收和传

递上有重要意义。用蔗糖密度梯度离心方法从菠菜类囊体膜上分离出 LHCII单体和三聚体, 采用超快时间分辨

荧光光谱技术, 对这两种不同聚集形式的蛋白质复合物的光谱特性 、 时间特性及色素分子间能量传递的超快过

程做研究, 并由此推测在植物体内, 通过捕光复合物不同聚集态的相互转换来实现光能的吸收传递, 从而适应

外界光环境的变化。
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　　光合作用作为地球上最重要的化学反应, 其核

心问题是光能的转化———即光合作用原初反应中光

子 、 激子 、电子 、 离子与光合膜之间的相互作用,

以及光能的吸收 、 传递和电荷分离等基本过程。在

高等植物体内, 捕光色素蛋白复合体是一类捕获光

能, 并将其迅速传至光合反应中心引起光化学反应

的色素蛋白系统。其中 LHCII占有类囊体膜中近

50%的色素和约 1/3的蛋白质, 生理功能复杂且易

被大量分离和纯化而备受关注 。在植物体内 LHCII

主要是以其三聚体的形式存在, 但涉及到 LHCII单

体组装 、 随机聚集成三聚体的过程中亦会不可避免

其他聚集状态的形成。事实上, 迄今已有研究者观

察到植物体内有单体和寡聚体形式的 LHCII存在。

这意味着, 这些聚集体在体内的相互作用对光能的

吸收与传递可能产生重大的影响。我们运用飞秒时

间分辨荧光光谱技术, 以不同波长选择性激发并在

不同偏振方向收集对不同聚集态复合物进行研究,

以期获得其中的能量传递信息, 为阐明植物如何适

应外界环境 、 调节光能的吸收及激发能的传递提供

一定帮助 。

1　材料和方法

本实验用 LHCII植物捕光单体 、 三聚体复合物

提取自菠菜, 由中国科学院植物研究所提供 。制备

过程如下:采用磷脂酶消化纯菠菜 LHCII异质三聚

体, 通过酶和去垢剂处理消化膜脂, 然后借助于蔗

糖密度梯度离心的方法得到单体和三聚体。在中山

大学超快光谱实验室进行这两种不同聚集态 LHCII

的有关光谱性质研究实验 。

2　实验装置

为了探知物质结构和能级结构, 包括探测分子

的转动 、振动 、 及内部电子的能级传递, 光谱学提

供了一个可靠且具广泛应用的方法。具有高空间分

辨率的时间分辨光谱, 可以实时探测分子的动态行

为, 稳态光谱探测己经逐渐被其所充实。伴随时间

分辨光谱时间维度的扩展, 时间分辨激光光谱学方

法提供了更高带宽的实时探测方法, 可以提供更多

稳态光谱所未能提供的含时信息。瞬态荧光是处于

电子激发态的分子发射随时间演变的荧光, 通过研

究分子所发射的荧光的特征可以了解分子的能级结

构以及监视分子之间的能量传递过程 。该实验方法

在研究光合作用能量传递起着重要的作用 。

图 1是时间分辨荧光光谱实验装置图 。分束器

将激光分成两束, 反射的一束作为同步探测的触发

光源, 经过光电二极管和电延迟系统触发条纹相

机, 一直向右边前进的第二束光可以直接激发样

品 。当样品被一个超短脉冲激发后, 某些分子能够

被激发跃迁到电子激发态, 并在泵浦光的诱导下进

行荧光辐射, 样品分子所发射的荧光经过聚焦透镜

系统后被分光计将不同波长的发射光按照波长的长

短散射开之后再输入到条纹照相机。同步触发信号

使条纹管的时散与入射光同步, 经过时散系统将荧

光的瞬态行为记录下来。由于记录下来的是整个波
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长段的荧光发射的时间函数, 因此可以进行一系列

的时间分辨的光谱处理 。采用数据接口把条纹相机

摄取的光谱数据传递到计算机内进行进一步处理 。

图 1　时间分辨荧光光谱实验装置图

Fig.1　Set-upoftime-resolvedfluorescencespectroscopy

3　数据处理方法

实验测得的原始数据通常需要经过数值分析以

获得其内在的增长或衰减寿命参数。一般情况下,

增长或衰退过程为单指数或多指数形式 或者可用

指数和的形式来模拟。数学中指数形式的增长或衰

退过程可以表示为:

R(t) =A+∑
n

i=1
Biexp(

-t
τi

) ( 1)

其中 B为强度, 是与实验仪器系统及样品有关的

参数, 其值可正可负, 为正值时表示衰退过程, 为

负值时表示增长过程。 τi为寿命, A为附加背景。

R(t) 常常被称作衰退模型, 可作为荧光的数学表

达。但是, R(t) 只是对增长或衰退过程的近似表

达, 其不包含原始数据的两个重要特征, 即数据的

统计学噪音和样品激发过程 。事实上, 许多寿命的

测量并不是在极短 、迅速上升后就开始衰退, 而是

存在一个由激发光引起的有限上升沿, 这种情况

下, 样品的响应函数不能简单地用 R(t) 来描述 。

样品的响应主要由系统的响应来决定 。样品响应函

数 X(t) 和系统响应函数 E(t), 以及样品衰退模

型之间的数学关系为:

X(t) =∫
t

0
E(t′)R(t-t′)dt′ ( 2)

需要经过解卷积获得实验材料的真实信号 。

在时间寿命组分中, 第 i个时间组分 τi的荧光

强度占总荧光强度的百分比表示如下:

Υi=
 Biτi 

∑
i
 Biτi 

×100% ( 3)

整个衰退过程的平均时间可表示为:

〈τ〉 =
B1τ

2
1 +B2τ

2
2 +… +Biτ

2
i

B1τ1 +B2τ2 +… +Biτi
( 4)

本文的实验结果分析主要是通过中山大学郑锡光博

士的 TurboBasic语言界面解迭程序进行有关数据

处理。仪器响应函数还涉及整个光路的其它元器

件, 包括狭缝 、 条纹相机电压 、分辨率等, 故难以

精确预测, 但通过解迭程序寻找最佳化的 FWHM

半高全宽 (FullWidthHalfMaximum) , 可解决这

个问题 。本方法最大的优点在于无需预先知道与所

测量的动力学数据相应的物理机制, 因而指数过程

的总数目不是先验确定的, 避免了如参数拟合方法

那样可能产生的任意性。

4　结果与讨论

4.1　稳态荧光光谱

分别用 675nm的激发光激发不同聚集态的

LHC-Ⅱ样品, 并在水平和垂直偏振方向进行收集,

分别得到如图 2 (A) 和 2 (B) 所示的荧光光谱。

图 2　菠菜 LHCII在 675nm激发下三聚体 (A) 和单体 (B) 的荧光发射光谱

Fig.2　ThefluorescencespectrumoftwospinachLHCIIexcitedat675nm
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从图 2 (A) 可以看出, 三聚体在水平和垂直

偏振方向的荧光强度相差不大 。图 2 (B) 中显示

单体在两个方向的荧光强度相差极大, 而且与收集

波长有关, 小于 675 nm时垂直偏振方向的荧光强

度明显大于水平偏振方向, 在 675 nm二者几乎相

等, 而大于 675 nm后水平偏振方向荧光强度要稍

大于垂直方向 。三聚体和单体在不同偏振方向的荧

光强度所表现出的差异也与二者在光学上的各向同

性和各向异性的性质相一致 。此外, 对比三聚体和

单体水平偏振方向的荧光发射光谱可以看出, 前者

的发射强度要明显大于后者 。之前有研究已证明,

与三聚体相比 LHCII单体结合的 5种色素含量都明

显减少, 尤其表现于 Chlb和类胡萝卜素。色素组

成和结构的变化必然会导致不同聚集态 LHCII在光

谱上的差异。由于 Chlb和类胡萝卜素的减少, 使

得类胡萝卜素到 Chlb以及 Chlb到 Chla的能量传递

效率受到影响, 这些都造成 LHCII中的几种能量传

递途径都以三聚体中的效率较高。

4.2　超快时间分辨荧光光谱

图 2是以中心波长为 650 nm的脉冲激光激发

两种不同聚集形式的 LHCII, 选取 675nm、 685nm

波长下的荧光动力学衰减曲线 。

采用 Monte-Carlo方法对实验所获得的衰减曲

线进行拟合, 所得的各种寿命列于表 1, 其中 τ表

示解迭的荧光寿命, A是指前因子, 表示该寿命的

相对发光强度 。主要寿命组分为 110ps、 500 -

850ps、 2.5 -4.5ns, 这三个寿命组分反映了

LHCII中色素分子的激发能传递过程 。

通过探测荧光衰减谱, 结合组分光谱进行数据

处理, 得到在 LHCII单体和三聚体中激发能传递的

3个寿命组分。经比较可以看出, 除 685nm探测波

长下的单体以外, 两个收集方向的寿命组分基本上

是一致的。因此, 寿命组分与偏振方向无关。而对

应于同一探测波长, 单体与三聚体之间有较大差

别 。对于 675nm、 685nm这两种不同的探测波长,

都得到相同的结论:对于单体, 在短的寿命占据相

对较大的光强, 长寿命相对光强较小;而三聚体则

正好相反。这一结论也与两种聚集态的色素成分有

关, 与三聚体的光能传递效率较高这一结论相符合。

图 3　菠菜不同聚集态 LHCII在 675nm激发下的瞬态衰减曲线

A.单体水平偏振 B.单体垂直偏振 C.三聚体水平偏振 D.三聚体垂直偏振

Fig.3　ThefluorescencedecaysoftwospinachLHCIIexcitedat675nm
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表 1　单体 、 三聚体在不同检测波长下的动力学荧光光谱解叠结果比较
Tab.1　Thedeconcolutionsforthedynamicfluorescenceofvariouscomplexesatdifferentdetectedwavelengths

复合物
探测波长

nm
收集方向

τ1
ps

A1
%

τ2
ps

A2
%

τ3
ps

A3

%

单体

水平 110.09 89.60 649.83 4.37 3065.35 6.03
675

竖直 111.89 98.54 641.02 0.60 3264.97 0.86

水平 109.85 64.22 647.83 23.85 2904.66 11.93
685

竖直 110.62 58.84 620.46 39.78 3052.03 1.38

三聚体

水平 110.19 31.43 655.99 15.02 3116.27 53.55
675

竖直 110.36 35.68 662.10 15.85 3297.83 48.48

水平 112.11 7.61 663.00 9.26 3251.60 83.13
685

竖直 112.20 6.51 658.84 10.54 3173.12 82.95

5　结　论

本文对菠菜 LHCII的单体和三聚体的荧光发射

特性进行了系统的测量和分析, 对飞秒荧光光谱数

据采用 Monte-Carlo方法进行了多指数拟和。实验

结果表明, 在植物类囊体中不同聚集态 LHCII在不

同偏振方向收集的光强 、光能吸收传递效率等方面

都不相同 。这也表明, 植物可能通过不同聚集态天

线色素蛋白复合体的相互转换调节和控制光能的吸

收及其向反应中心的传递, 既可以保证反应中心有

足够的激发能转化为化学能, 形成足够的同化能力

(ATP和 NADPH) 供固定 CO2所利用, 又可避免

过量激发能传至反应中心而引起反应中心的破坏。

同时, 这些问题也是值得深一步的研究和探讨, 进

而从理论上阐明光合作用原初过程高效吸收 、传能

和转能机理, 从实践上通过控制相关膜脂和 Chlb

的合成与代谢调节不同聚集态 LHCII的比例, 最终

提高光能转化和利用效率。
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StudyonUltrafastSpectralCharacteristicsofSpinachLight-harvesting
ComplexⅡofVariousAggregations

GEJing-hua, CHENHai-yan, ZHAOFu-li

(SchoolofPhysicsandEngineering, SunYat-senUniversity, Guangzhou510275, China)

Abstract:ThefunctionofassimilatingandtransferringlightenergyisfulfilledbytheLight-harvestingComplexⅡ.

TheLHCIIMonomerandTrimercanbeseparatedfromthylakoidsofspinach.Thetechnologyofultrafasttime-re-

solvedfluorescencespectroscopyhasbeencarriedouttostudythefluorescencespectralpropertiesandenergytrans-

ferpropertiesofthem.Andconversionbetweentheaggregationsmakesgreenplantsfitforthechangeofexternal

lightenvironment.

Keywords:LHCII;ultrafastfluorescencespectroscopy;aggregations;energyassimilateandtransfer.
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