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红藻藻胆体内部蛋白间的能量传递研究
Ⅰ . 人工合成 R-PE /R-PC /APC复合物内的能量传递

 

赵福利　张景民　郑锡光　汪河洲* *　余振新
(中山大学超快速激光光谱学国家重点实验室 , 广州 510275)

摘　要　研究了人工合成的藻胆体模拟复合物的时间分辨荧光光谱 , 并运用多指数拟合的方

法对数据进行了详细的处理和分析 , 结果表明能量在 R-PE和 R-PC之间的传递时间与能量从

R-PC传递到 APC的时间几乎相等 ( 50 ps) ; 除此之外 , R-PE到 APC还有两种能量传递的通

道 , 能量在这两个通道的传递时间分别为 110 ps和 400 ps. 即: 蛋白之间的能量传递通道是并

行的 .
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藻胆体是藻类植物的捕光器官 , 由若干条杆状天线和一个半球体的核组成 , 杆状天线

是由若干面对面的盘状结构几乎共轴嵌连而成 ; 核结构则是由变藻蓝蛋白堆砌成三棱柱的

形状 ,每个棱又是 4个变藻蓝蛋白三聚体盘同心叠合而成的柱状体
[1 ]
.本文所研究的红藻藻

胆体的杆状天线含有 R-藻红蛋白 ( R-PE) 和 R-藻蓝蛋白 ( R-PC) 两种藻胆蛋白 . 核内含

有变藻蓝蛋白 ( APC)
[2 ] . 每种蛋白的光谱特性由蛋白的色素集团化学构象和它们所处的蛋

白质环境所影响 [3 ] . R-PE, R-PC和 APC的稳态吸收光谱和荧光光谱数据见表 1[4 ] .根据稳

态光谱的光谱重叠情况可以得出 , 能量在从 R-PE经 R-PC传递到 APC的几率是相当大 ,

可以高达 95%以上 [5 ] . 在完整藻胆体中的能量传递途径研究中普遍认为能量是从 R-PE经

过 R-PC传递到藻胆体的核状结构 APC, 也有结果显示能量传递的途径是并行的 , 即可能

有一部分能量直接从 R-PE传递到藻胆体的核状结构 APC[6 ] . 本文合成了 R-PE /R-PC /

APC 3种蛋白的复合物分子 , 并着重以时间分辨荧光光谱技术从多方面对藻胆体内部的能

量传递途径进行研究 .

1　材料和方法

藻胆蛋白的提取方法以及复合物的合成方法见文献
[ 7]
. 本文只研究 R-PE /R-PC /APC

复合物 , 其它复合物的研究将另文报导 . 复合物中不同蛋白之间以共价键连接 , 通过控制

投料比来控制 3种蛋白在复合物分子内的含量 , 达到人工模拟天然藻胆体进行捕光的反应
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表 1　红藻藻胆蛋白的稳态吸收光谱和荧光光谱特性
Tab. 1　 The steady-sta te abso rption and fluor escence of phycobilipr oteins o f red alg ea

项　目 藻红蛋白 ( R-PE) 藻蓝蛋白 ( R-PC) 变藻蓝蛋白 ( APC)

Absλmax /nm 498, 545 555, 617 5981) , 650

Fluλem,max /nm 578 636 680

　　　　 1) shoulder of the co rr esponding curv e

过程及其机理研究 .时间分辨荧光光谱的测量采用主动锁模 Nd∶ YAG激光器 (波长为 532

nm ,脉冲宽度为 60 ps)同步泵浦的腔倒空染料激光为激发源 ,染料激光脉冲的宽度为 6 ps.

针对样品的结构 , 本文采用多波长泵浦、 探测技术 , 泵浦波长分别为 532和 570 nm , 激光

脉冲的宽度分别为 60和 6 ps. 样品发射的荧光由与多色仪连接的同步扫瞄条纹照相机记

录 ,同步扫瞄条纹照相机的时间分辨率为 10 ps,条纹照相机记录的数据直接传输到 IBM计

算机进行多指数拟合 ,拟合采用 Monte Carlo方法对最佳解进行搜索 .实验室中实际探测到

的荧光是样品所发射的荧光与仪器响应函数的卷积 , 即

Fex ( t )=∫
∞

0
Fs ( t - v ) I (v ) dv

其中 , Fex和 Fs分别为实验室所探测到的荧光强度和样品所发射的荧光强度 . I (v )为测试系

统的响应函数 , 对于 6 ps的激发光 , 测试系统的响应函数宽度为 10 ps, 而对于 60 ps的激

发光 , 仪器的响应函数可以忽略 , 测试系统的响应函数宽度为 60 ps. 本文的多指数拟合过

程是针对样品所发射的荧光进行拟合 . 即: Fs ( t )=∑
n

i= 1
Tie

- t /f
i ,其中 ,Ti为第 i个荧光组分所

占荧光总发射强度的百分比 ,即称为指前因子 ,fi为第 i个组分的寿命 .在实验中由于各种

分离蛋白的荧光发射时间远大于能量传递时间 ,所以忽略终端荧光发射速率对各个能量传

递过程的影响 ,可以近似地认为解叠所得的寿命除最长的寿命为复合物终端发射寿命以外

都表示复合物内能量传递时间 .

2　结　果

图 1　室温和 77 K下瞬态荧光积分频谱曲线

Fig . 1　 Integ ra l curv es o f tempo ral fluo rescence

a t ro om temperature and 77 K respectiv ely

2. 1　光谱结果

人工合成藻胆蛋白复合物 ( R-PE /R-

PC /APC)分别在室温和 77 K下 ,通过荧光

动力学发射过程而摄得的荧光光谱 ,见图 1.

从图 1可以看出 ,只是室温下频谱较 77 K下

的频谱宽度增宽 ,谱带分开不十分明显 ,这主

要来源于温度效应 .实验分别采用 532 nm

绿光 (脉冲宽度为 60 ps )和染料激光 ( 570

nm ,脉冲宽度为 6 ps)激发样品 ,同步探测样

品所发射的荧光 ,两种情况下探测到的荧光

的强度 -波长 -时间相关三维谱图见图 2.

在 532 nm绿光泵浦下 ,激发光主要激

发 R-PE内的藻红胆素 ,根据分离的藻胆蛋
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图 2　不同泵浦波长下荧光强度 -波长 -时间相关三维谱图

Fig. 2　 Intensity-waveleng th-time relations for fluo rescence under different pump w aveleng ths

白研究结果 ,能量被藻红胆素 ( PEB)吸收后将传递到藻脲胆素 ( PUB)最终在 580 nm处发

射 .而 R-PE的荧光发射谱与 R-PC的吸收谱重叠较大 ,能量传递到 R-PC的几率也较大 , R-

PC的终端发射峰在 640 nm ,类似地 , R-PC的能量传递到 APC的几率也很大 , APC的终端

发射在 660 nm.因此探测波长选在 580, 640和 660 nm处 .这也是实验上比较可行的选择 ,

因为在其他波长处 ,荧光泄露相当小 ,探测的信噪比会很小 ,探测的结果不理想 .

在 570 nm的激光泵浦下 ,一方面 , R-PE的吸收波长比 570 nm短 ,这使 R-PE在这种

情况下成为泵浦光的盲区 ,激发光只能激发 R-PC的发色团 ,也即能量只可能被 R-PC吸收

进一步传递到 APC,而一般不可能逆行传递到 R-PE,因此在 580 nm处是应该探测不到荧

光发射的 ;另一方面 ,由于泵浦光就在 570 nm ,为了避免激发光进入探测系统 ,在探测系统

前面要加上滤光片 ,实验中很难找到只过滤 570 nm的光而可以不过滤 580 nm的滤光片 .

因此 ,探测波长只选在 640, 660 nm处 .

2. 2　解叠结果

由于低温下探测的荧光具有较小的分子振动影响和溶剂效应 ,更接近能量传递理论模

型的要求 .基于以上考虑 ,本文只对 77 K下所探测到的不同探测波长下的动态荧光衰减采

用多指数拟合的方法 ,应用 Monte Carlo技术进行拟合 ; 532和 570 nm激发下探测所得的

荧光结果拟合曲线见图 3.所有拟合结果列于表 2中 .

表 2　不同探测波长 R-PE /R-PC /APC复合物的动力学荧光光谱解叠结果 ( 77 K)

Tab. 2　 The deconvolution results o f R-PE /R-PC / APC complex at diffe rent de tec ted w avelengths

Eex /nm Eem /nm
1

f/ps　　　 F
2

f/ps　 　　F
3

f/ps　　　 F
4

f/ps　　　F

532

580 56. 27 18. 94 110. 31 56. 40 312. 89 24. 67 - -

640 51. 36 - 29. 69 111. 53 42. 61 461. 44 57. 39 - -

660 53. 64 - 52. 84 111. 23 - 17. 80 410. 80 - 9. 46 731. 64 100. 00

570
640 52. 84 5. 82 106. 92 41. 00 - - 652. 36 53. 18

660 51. 58 - 7. 87 121. 42 6. 59 - - 761. 02 93. 41
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图 3　不同探测波长的荧光衰减拟合结果

Fig . 3　 Fitting results fo r diffe rent detecting w aveleng th s w ith excita tion

( a ) 532 nm激光激发 ; ( b) 579 nm激光泵浦

从表 2的结果可以发现 ,在 532 nm的激发光泵浦情况下 , 580 nm ( F580 )和 640 nm

(F640 )的荧光衰减都可以用 3个指数来拟合 , 3个寿命分别为: ( 53. 5± 3. 0) , ( 106± 5)和

( 390± 80) ps; 而 660 nm的荧光衰减却应该用 4个指数来拟合更为恰当 , 除了以上 3个寿

命以外还有一个 700 ps的长寿命衰减 , 这个时间组分应该对应于终端藻胆蛋白 APC的终

端荧光发射 . 研究各个探测波长的相同时间组分的含量因子可以看出: 在 580 nm处 , F580

处于下降的过程 ,同时 F640和 F660则处于上升的过程 ,这说明能量正在以 ( 53. 5± 3. 0) ps所

表示的速率从 R-PE传递至 R-PC和 APC.这样的能量传递速率在蛋白之间是相当快的 .也

可以解释为人工合成的复合物在空间精细结构上与天然的复合物有所不同 . 而对于其他两

个时间组分 ,从含量因子上只能够判断 , R-PE将能量传递到 APC,却没有明显地显示能量

可以从 R-PC传递到 APC.

在 570 nm的激发光泵浦情况下 , 从表 2可以发现 R-PC和 APC的时间衰减只有 3个

时间组分: 50, 110和 700 ps.其中在 532 nm泵浦情况下出现的 400 ps的时间组分消失了 .

这表示该组分与 R-PE有关 ,而从在 532 nm激光泵浦时可以看到: 当 F580处于下降时 , F660

的含量因子为负数 , 表示 F660此刻处于上升阶段 , 这说明能量从 R-PE到 APC的传递有一

条特殊的能量传递通道 , 能量在这个通道传递的时间为 400 ps, 因而 , 该复合物中的 R-PE

和 APC的空间取向因子可能与天然复合物中的取向因子不同 ,因为在天然复合物中不存在

这个能量传递通道
[6 ]
. 类似地 ,对于 110 ps的时间组分 ,没有证据表示能量可以在 R-PC到

APC之间传递 , 只有证据表示能量可以在 R-PE到 APC之间传递 . 只有 50 ps的组分明显

地显示出能量可以从 R-PC传递到 APC.所以在复合物中 ,当 R-PE将能量传递给 R-PC和

APC的同时 , R-PC也以将能量传递给 APC. 因此 , APC的该时间组分的上升含量大于 R-

PC的该时间组分的上升含量 .
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从不同泵浦条件下所探测的荧光衰减曲线和解叠结果分析 , 相邻的蛋白之间的能量传

递的速率是相当快的 ,约为 50 ps. R-PE /R-PC / APC复合物的瞬态荧光的时间因子解叠结

果显示能量在 R-PE和 R-PC之间的传递时间与能量从 R-PC传递到 APC的时间几乎相

等 ; 除此之外 , R-PE到 APC还有两种能量传递的通道 , 能量在这两个通道的传递时间分

别为: 110 ps和 400 ps. 由此可以证明: 蛋白之间的能量传递通道是并行的 . 这从一个方

面证实了活体种能量传递途径的并行性 [ 6] .
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Energy Transfer among Proteins in the Phycobilisome of Red Algae

Ⅰ . Energ y Transfer in Synthesized Complex of R-PC /APC

Zhao Ful i 　Zhang Jingmin　Zheng X iguang　Wang Hezhou　Yu Zhenx in

Abstract　 Time-reso lv ed fluo rescence spect ra of arti ficial synthesized model of phycobili-

some a re studied in detail by multi-exponential deconvolution technique. Th e resul ts show

that the energ y t ransfer period betw een neighboring proteins is 50 ps, and there are ano th-

er tw o pa th-ways fo r energ y t ransfer from R-PE to APC w ith time constant of 110 ps and

400 ps. These energy transfer pa th-w ays are parallel.

Keywords　 phycobilisome, time-resolv ed la ser spect roscopy, energ y t ransfer , synth esis,

phycobiliprotein
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