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摘　要　研究了藻胆体杆核复合物在低温 ( 77 K) 下时间分辨荧光光谱 , 讨论了激发能量传

递过程以及途径 .实验结果说明低温下藻胆体的能量传递途径有 2条 , 1条经过核中的中间受体 ,

另 1条不经过核中的中间受体 .
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藻胆体 ( Phycobilisome, PBS)是藻类植物光合作用的捕光器官 , 位于类囊体膜上 , 其

功能是将吸收的光能快速、 高效地传递到光合作用反应中心 . 藻胆体是进行光合作用原初

过程的主要载体
[1 ]
.它含有若干条联接在核上的杆状的天线和位于中心的核 ,杆中所含的藻

胆蛋白为藻红蛋白 ( Phycoeryth rin, PE)、 藻红蓝蛋白 ( Phycoerocyanin, PEC) 和藻蓝蛋

白 ( Phycocyanin, PC) , 其中藻红蓝蛋白和藻红蛋白的含量依光照条件而定 . 核中含有 3条

与杆垂直且彼此平行堆成上 1下 2的 3棱柱体 , 下面连接于类囊体膜 ,每条杆都由别藻蓝蛋白

( Allophycocyanin, APC) 组成
[ 2] .

本文所研究的藻胆体杆核复合物的杆中含有 1个 PEC六聚体 , 1个 PC六聚体 ; 核中含

有的 APC有 4种 , 分别为 APCⅠ , APCⅡ , APCⅢ和 APCB, 它们在每个柱内的排列顺序

为Ⅰ , Ⅱ , Ⅲ , B
[3 ]
. 分离的各种蛋白的稳态吸收和荧光光谱特性列于表 1. 藻胆体的内部

蛋白分子较多 , 而且蛋白之间传能的速度和效率都很高 , 目前应用皮秒荧光探测技术对藻

胆蛋白的研究多采用以实验曲线直观地说明藻胆体的传能过程而忽略了泵浦脉冲宽度对荧

光探测的影响
[4, 5 ]

. 这些研究结果给出的传能途径还欠清晰 . 本文报导了藻胆体时间分辨荧

光光谱并应用计算机解迭技术分析实验结果 , 结果说明藻胆体内部传能有 2条途径 , 1条经

过核中的中间受体 , 另 1条不经过核中的中间受体 .

表 1　各种蛋白的稳态吸收和荧光光谱特性
[6 ]

Tab. 1　 The steady-state absorption and fluo rescence o f phycobilipro teins

项　目 PEC C-PC APCⅡ APCⅢ APCB APCⅠ

UV λmax /nm 570 620 650 650 662 660

Fluλem, max /nm 620 652 660 662 680 678
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1　材料和方法

藻胆体的提取方法同文献 [4 ]. 取新鲜的藻细胞用 1 mol /L的 KH2 PO4-K2 HPO4 ( p H=

7. 0) 的缓冲液冲洗 , 并将其悬浮于同样的缓冲液中 , 加入去垢剂 Tri ton-X 100 (h= 2% ) ,

2 h后 , 在冰水浴中超声破碎 20 min, 然后将其放在 20℃以下 40 000 g的速度离心 1 h, 取

上清液为粗制的藻胆体 ,将粗制品溶液用蔗糖梯度离心 , 2 h后取出 0. 75mol /L梯度层的蓝

色溶液即为纯的藻胆体 . 整个复合物中各个部分的终端发色团 PEC, C-PC, APCⅡ & APC

Ⅲ , APCⅠ & APCB的λem分别为 625, 652, 660和 680 nm. 瞬态荧光光谱的测量是采用主

动锁模 Nd YAG激光器同步泵浦的腔倒空染料激光为激发源 , 染料激光脉宽为 6 ps. 样品

所发荧光由与多色仪连接的同步扫描条纹照相机记录 , 同步扫描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微型计算机中 , 联立公式 ( 1)和 ( 2)对

实验数据进行多指数拟合 , 拟合中采用 Monte-Carlo方法对最佳解进行搜索 .

事实上实验室所探测的荧光是样品所发的荧光和激发脉冲的卷积 , 如 ( 2) 式所示 . 只

有解卷积后得出的 F ( t )才能够按照 ( 1)式进行多指数拟合 .

F ( t )= ∑ f i exp( - ti /fi ) ( 1)

其中 ,F ( t )由下式解得

G( t )=∫E ( t ') F ( t- t ') dt ' ( 2)

其中 , E ( t )为激发脉冲的仪器时间响应函数 , F ( t )为样品所发荧光的时间函数 ,G( t )为实验

室探测到的荧光信号的时间函数 .

2　结　果

2. 1　时间分辨荧光光谱结果

图 1是藻胆体杆核复合物的低温荧光光谱的三维图 .从图 1a中可以看到在λem= 620

图 1　藻胆体杆核复合物低温荧光光谱三维图
Fig. 1　 Th e th ree dimentiona l spectra o f rod-cor e complexes from PBS at 77 K
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图 2　时间分辨荧光光谱的时间积分结果

　 Fig. 2　 Integ ral r esult o f time-reso lv ed fluo res-

cence　　λem /nm　λemλemλemλem

nm处有 1个相当快的衰减 ,同时在 640～ 660

nm以及 680 nm附近呈现上升沿 .从正向图中

可以看出 ,最后长寿命荧光大部分集中在λem

680 nm处 ,而且在发光的后期荧光强度 F680

超过 F660 ,这显示λem 680 nm处是该复合物的

终端发射体 .根据藻胆体的结构 , C-PC连接

在 PEC和 APC之间 , C-PC的 λem位于 645～

650 nm,然而 ,在图 1a及图 1b上 650 nm处的

发射未呈现出明显的峰值 ,这说明能量高效地

从 PEC经过 C-PC传递到 APC,因而 C-PC

只有少部分荧光发射 ,即对应于 C-PC终端发

射的λem 645～ 650 nm处并不呈现明显的荧光

峰值 ,也即连接在复合物上的杆的结构是完好

的 ,与所述的结构相吻合 .另外 ,光谱图象的发光积分结果 (见图 2)显示大部分能量集中于

660 nm和 680 nm处以长寿命荧光发射 ,说明该复合物有 2个终端发射结构 .观察不同波段

的荧光衰减曲线 (见图 3) ,发现λem 620 nm处的下降很快 (寿命f约 100 ps) ,而 645, 660和 680

nm的上升f也正好为 100 ps,即能量是从λem 620 nm处经过 645 nm传递到 660和 680 nm

处 .另外从图 1上可以看出 λem 680 nm上升较 660和 652 nm迟 ,而且长寿命荧光成分较大 ,此

结果表示能量从λem 660 nm传递到 680 nm也是一个通道 .

图 3　不同波长处的荧光衰减及其拟合曲线

Fig. 3　 The experimental and fitting results with differ ent waveleng ths

2. 2　光谱解迭结果

应用 Monte-Carlo方法对荧光曲线进行了拟合 .拟合结果列于表 2.实验拟合曲线及误

差曲线见图 3,拟合的标准偏差不大于 0. 5% .

如表 2所列 ,在 λem 620 nm处 ,有 1个约 28 ps的快衰减过程 ,同时在 652, 660及 680 nm

处分别出现 25. 3, 23. 6和 29. 1 ps的上升过程 ,这说明能量已经从 PEC传递到 652, 660
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表 2　藻胆体杆 -核复合物瞬态荧光多指数拟合结果

Tab. 2　 M ulti-exponential fitting results of time-reso lv ed fluo rescence of rod-co re complexes f rom PBS

λem /nm 终端发色团
组分 1

f/ps　指前因子 /%
组分 2

f/ps　指前因子 /%
组分 3

f/ps　指前因子 /%

620 PEC 28 24. 4 115 72. 1 851 3. 5

652 c-PC 25. 5 - 26. 4 138. 5 89. 9 474 36. 5

660 APCⅡ & APCⅢ 23. 6 - 17. 8 122. 9 38. 5 467 79. 2

680 APCⅠ & APCB 29. 1 - 93. 1 126. 3 - 32. 4 644 223. 7

　　　　指前因子为该寿命的荧光组分荧光强度的百分比 ,负号代表上升组分 .

和 680 nm处 .其次 ,当λem为 660和 652 nm时 ,分别以 138. 5和 122. 9 ps下降 , 680 nm以 126. 3

ps上升 , 这说明了不但从 660～ 680 nm处有 1条能量通道 , 在结构上对应于 APCⅡ到 APC

Ⅰ 的能量传递或者由 APCⅢ到 APCB的能量传递 ; 而且由 652～ 680 nm处也有 1条能量通

道 , 在结构上对应于 C-PC到 APCⅠ或者 APCB的能量传递 .

图 4　不同时刻的荧光频谱曲线

Fig. 4　 The fluo rescence spectra v arious instant

最后 ,分离的复合物的发光积分谱显示在

660 nm处的发光占荧光总强度相当大的比

例 ,似乎这与藻胆体的高效传能相矛盾 . 其实

这是由于时间分辨光谱的积分所取的时间区

间很短 ( < 2 ns)的缘故 . 在此 ,本文对λem 660

及 680 nm的衰减曲线取长时间段进行取对数

再进行线性拟合 . 结果表明λem 660 nm处的长

衰减时间为 500 ps, 而 680 nm处的长衰减时

间为 1. 0 ns, 即当 660 nm处的长寿命组分已

经衰减到 0时 , 680 nm处才刚刚衰减到峰值的

1 /2. 在整幅图象上 ,λem 660 nm处已经衰减到

0, 而λem 680 nm处的荧光还有一部分未被探

测 .可见由于时间分辨光谱所取的时间积分段

很短 ,从而导致了以上的误解 . 再研究不同时

刻的荧光频谱曲线 , 取 t= 50, 800, 1 600 ps

观察荧光的频谱分布 (见图 4) .随时间的增长 ,

F660下降而 F680虽逐渐下降但下降得慢 ,当 t=

1 600 ps时 , F660已经趋于 0, F680大于 0. 与 t

= 50 ps相比 (F660> F680 ) ,可以认为能量确实

从λem 660 nm处传递到了λem 680 nm处 .

3　结　论

综上所述 ,能量在藻胆体中的传递过程是: 当λem= 570 nm的激光激发 PEC敏化色团 ,

能量在 PEC中由敏感色团经中间色团传递到荧光色团 (λem 620 nm ) ,一小部分以荧光发射 ;

由于λem 620 nm处恰好在 C-PC的强吸收范围 , 大部分能量传递至 C-PC的敏化色团 , 经过

蛋白内能量传递到达 C-PC的发射色团 (λem= 652 nm) . C-PC位于藻胆体的杆末端 , 经过
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连接肽与藻胆体的核相连 ,藻胆体核的 APC柱与 C-PC杆垂直 ,而且所有 APC的吸收都覆

盖λem 650 nm ,能量由 C-PC的荧光色团传递到核中的各种蛋白 ;其中 APCⅡ和 APCⅢ将吸

收的能量经荧光色团再分别传递给 APCⅠ和 APCB,由 APCⅠ和 APCB经类囊体膜传递到

反应中心 (图 5) .

PEC→ C-PC-
→ APⅡ → APⅠ

→ APⅢ → APB

图 5　能量在藻胆中的传递途径示意图

Fig . 5　 Schematic o f ene rg y tr ansfe r pa thw ey s in the rod-cor e complexes from PBS
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Studies on the Paths of Energy T ransfer in th e

Rod-Co re Complex of Phycobilisome

Zhao Fuli
 　 Zheng X iguang　 Wang Hezhou　Zhang Jingm in　 Zhao J ingquan

Abstract　 The time-resolv ed fluo rescence spect ro scopy about the rod-co re complex of phy-

cobilisome has been studied a t 77 K and the pa ths and processed of exci tation energ y trans-

fer have been discussed. The results show that there are two paths of energ y transfer a t

low temperature, one through the terminal accepto r o f the core, while the o ther not.

Keywords　 phycobi li some ( PBS) , time-resolv ed spectro scopy , energ y transfer
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