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摘要：应用时间分辨荧光光谱技术，研究了高等植物光系统II(PSII)核心复合物中能量传递超快动 

力学。对实验测得 的荧光衰减曲线，进行数据处理．解得荧光衰减的 3个时间常数分别为 3．9， 

20．4，930．5 ps，各蛆分荧光占总荧光的百分比分别为 1_0 ，12．7 ，86．3 。对由全局分析得到的 

荧光强度随波长变化曲线运用高斯多峰解叠运算．解得 3个峰值波长分别为 671．03．684．74． 

696．16 nnl。通过分析，给出了激发能在 PSII核 复合物中超快传递的动力学信息及相应的能级关 

系图。 
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光合作用是 自然界 中最重要的作用过程之一。 

植物通过光合作用把太阳能转化成化学能并释放出 

氧气，其中的核心问题是光能转化机理．即光合作用 

原初反映中光子、激子、电子、离子与光合膜之间的 

相互作用中光能的吸收、传递和转化、电荷分离等基 

本过程的机理。因此，光合作用过程是生物超分子体 

内进行的复杂过程 ，其机理的揭示具有重大的理论 

意义和实践意义 。国际上对光系统 II(msII)能量传 

递、电荷分离和电荷重组超快过程采用时间分辨荧 

光光谱及 吸收光谱、共振拉曼光谱等多种光谱技术 

进行了大量研究 ．已取得一些有意义的结果“ 一。本 

实 验采 用飞秒时间分辨荧光 光谱技术 ，以 400 ll~Ii 

的飞秒激光，激发 PSII核心复合物样品荧光，根据 

由数据处理得到的荧光衰变 的时间及光谱特性，分 

析了激发能在 PS II核心复合物的叶绿素中传递的 

超快过程。 

1 材料和方法 

1．1 样品制备 

PSII核心复合物样品由中科院植物所提供，分 

离和纯化参见文献[4]的方法．样品保存于 5O 

mmol／L Mes．400 mmol／L SUCTOCe，10 mmol／L 

NaCI．5 mm·)I／L CaCI2，pH6．0的Mes．NaOH缓冲 

液中，存于液氮中备用。实验在黑暗中进行．实验时， 

样品浓度取为 10,ug／mL，用冰水混合物循环冷却。 

1，2 实验方法 

时问分辨荧光动力学实验装置参见文献[5]。以 

Beamlok 2085-15 Ar 激光 器为泵 浦光源 ，全线 工 

作，泵浦 TSUNAMI钍宝石激光器，声光调制主动 

锁模．输出波长720~860 nm，重复率 82 MHz．脉冲 

宽度 6O～100 fs。BBO晶体二次谐波，输出渡长360 

～430 II~Ii，侣额后脉冲展宽为120 fs。用 2～3 mW 

的飞秒倍频激光激发样品。准直镜收集荧光后经单 

色仪色散分光，C31034A型光电倍增管将接收到的 

荧光信号放大后送人 Boxcar采集，计算机进行数据 

处理 。 

2 实验结果 

测量时单色仪步长取为 5 rim，荧光测量范围为 

640～725 nm。图 1给出用 400 nIll激光激发 PSII 
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核心复合物样 品．荧光波长为 680 nm 处 ，通过数据 

处理[j 得到的荧光强度随时间变化曲线。对用Box— 

car采集 的荧光信 争，廨卷积求得真实荧光信号，如 
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周 1 PSII核 心复古物荧光信号 

Fig 1 Fluorescence intensity—time curve of PSI1 core corn- 

plex 

圈 1中曲线 b，采用非线性最小 二乘法对真实信号 

进行多指数拟合，结果如图 1中曲线 a，拟合残差为 

图中曲线 c。通过对 1 8个波长点下所测量 的真实荧 

光信号用全局分析得到了荧光强度随波长变化 的曲 

线 ，该曲线的高斯多峰解叠结果如图 2所示(图 中粗 
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图 2 PSII棱心 复台 物荧光强度醚被长变化曲线(实线) 

Fig．2 Fluo rescence lntenslty wavelength ve of PSII 

core complex (solid cun e J 

实线为荧光一波长【iij线 ，虚线 l，2，0分别为 3个高斯 

曲线)。其拟台结果见表 1。 

表1中F，=C，x r,／>：C，×r．代表各组分荧光 

占总荧光的百分 比0 。由表 1所得结果，能量传递的 

3个时间常数分别为 3、9，20．4和 930．5 ps。各组分 

荧 光 占总 荧 光 的 百分 比 分别 为 1．0 ，1 2．7 ， 

86．3 。图 2中 3个高斯解叠的荧光光谱曲线峰值 

波长分别为 671．03，684．74，696．1 6 Etm，半高垒宽 

分别为 1 2．208．90，13．2O nm。 

表 I PSII核心复合物 3指数拟合结果 

Tab．1 Three—exponenti111 curve fitting resuIt of 

PSI1 core complex 

3 结果分析 

3．1 PSII核心复合物的结构功能及荧光发射 

PSI1核心复合物是 由 PSII颗粒复合物 中分离 

出外周天线 (I HCII)后剩下的核心天线 CP43，CP I 7 

和 反 应 中 心蛋 白复 合 物 D ／D ／cyt b 559组 成。 

CP43和 CP4 7主要功能是在外周天线 chl a，b复合 

蛋 自和反应 中心叶绿素 Chl a蛋 白复合物tRC II) 

之间传递激发能，再在反应中心 D ／D ／cyt．b559中 

进行光化学反应。 

1)核心天线 CP43和 CP47是分别由 psb B和 

psb C基因编码的 43 kDa和 47 kDa结合色素分子 

组成的色素蛋白复台物，这些蛋白被认为是疏水性 

的。CP 13和CP47的二级模型结构非常相似，具有 6 

个跨膜 的 a一螺旋 和五段分别位于基质侧 和囊腔 侧 

的亲水环，分居反应中心 D ／D ／cyt．b559两侧对称 

排列口。 ，并发挥相似的功能。每个 CP47多肽链包 

含约 20 21个 ehla和 3～4个 一类胡萝 h素分子 ， 

而每个 CP43多肽链包含 l9～20个 Chla和 4～5个 

类胡 萝 h索分子。两者还含有少量的叶黄素，设有 

Ch[b和 Pheo，大多数 Chl a分子的 Qx极矩方向平 

行于膜的法线方 向。CP43和CP47的低温荧光峰分 

别位 于 685和 695 I3．111，吸 收 峰 位 于 669 nm，但 

CP43在 682 I1111也存在一个吸收峰。 类胡萝 h索 

在室温下的特征吸收 区在 400～530 am，吸牧峰为 

430，47O，491 n111 。在 CP43中的 类胡萝 卜索吸 

收峰 比在 CP47中的蓝移 10～1 5 nm。构成核心 天 

线的色素分子 Chi a吸收 400 nm 的外来光子后 ．由 

S。(基悉)跃迁到S：(第二单线态)的B吸收带，然后 

以非 常 陕的速度无 辐射退激发到 S (第一单线态) 

的 Q 吸收带 ，再从 S 态辐射跃 迁到基态 发出荧 

光。因 自荧光的S1okes红穆(一般为 2～5nm)，其发 

射荧光光谱 的峰值要 比在 S 吸收带的吸收光谱 峰 

值波长长一些，文献E8]给出Ch]a萤光发射的高斯 
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解叠的 6个 光谱成分 ：p6 6 P ，P ，P ，P ，P 

( 表示吸收峰为 A，荧光发射峰为 E) 因此 ，对实 

验所测得到的荧光峰值 671 nrll可看作 Chta分子吸 

收 400 nm 光子后 无辐射跃迁到 Q 吸收 带的 669 

I】m而发出的 684．7 n~i"1荧光峰值可看作为 Cht a 

吸收 400 ilrll的光子后无辐 射跃迁到 Q 吸 收带 的 

Cht a 669 rim，再将激发能传递给 Chl a(680 nm)而 

发出的。696．2 13~11荧光峰值可看作为 Chl a 695吸 

收由 Cht a 680传递 的激发能而发 出的 

2)1 987年由 Nanba和 Satoh在菠菜叶绿体中 

分离 提纯 了光 化学 反应 中心蛋 白复合 物 D ／D ／ 

cyt．b55(RC—T1)，其中 D．一D 多肽蛋 白与紫色细菌 

反应 中心的 I 及 M 亚基不仅在氨基酸顺 序上有很 

大的同源性，而且在分子结构上也很相似 实验表 

明 ，反 应中心的氧化还原组分均位于两个跨膜 

蛋 白D 和 D 上 ，RC IT包含 2个去镁旰绿素 Pheo 

a，2个 B类胡萝 索和 6 1、Ch[a。其 中 2个 Chl a 

分 子作为电荷 分离 的电子供 体，其 特征吸 收峰为 

680 nm，故称 为 P680，2个 Pb．eo a中只有一个起着 

电子受体的作用 ，位于 D 上，另一个 Pheo a位于D 

上 Pb．eo a的电子受体为 Q ，次级受体为 Q ，这两 

个醌受体分别位于 D 和 D：上 P 680的电子供体 

z亦位于 D．上，一个非血红索 Fe位于 Q 和 Q 之 

间。在高等植物 RC·1I制备中，因为多次洗涤提纯， 

使犬部分质醌分子 Q 和 Qn从它们的键位中被除 

去[32，(在 PSII核心复合物分离提纯过程 中，过多的 

洗净剂也可能使一部 Q 和 Qu脱离其键位，但用合 

适 的提 纯方 法可 保 留较多 Q 和 Q。在 其键位 

上口 ) 这 意味着在 RC II巾原初光化学过程不会 

超过电荷分离基对 的形成，即不可能形成完整的电 

子传递。RC—I】的原衬电荷分离和后向反应的电荷 

重 组过 程 可表示 如下[J 3t不 包含 反应 引起 的热损 

失 ) 

P680·Pheo+hu一 P680 ·Pheo，(P680被激 

发过程)， 

P680 ·P】1e0一P680 ·Pheo ，(电荷分离过 

程 )， 

P680 ·P]'mo 一‘P680 ·P】 e0，(电荷重组反 

应 )， 

P680 ·P]ma—P680·Phcc,+ hu’，( 荧 光 

方式退激发)。 

RC—II的稳态光谱实验表明 ]，P680的吸收光 

谱峰值在 679．5和 684 T1n1，Pheo的吸收峰在 676．5 

和 680．1 rlrll，其荧光峰是 684，687和 6 97 ilrll。我们 

实验所得的第一个荧光峰值 671 nrll可看作 主要是 

由 Cht a 669所发出的荧光；第二个荧 光峰 684．7， 

可看作为主要是 由核心天线 Cht a 670将激发能传 

递 给核心 天线 内部 Chl a 680 及传 给 RC—II中 

Cht a 680，P680等 色素发出的荧光；第三个 荧光 峰 

696．2 nm 看作主要是 由核心天线和 RC—I1中Chl a 

695接受 由核心天线 Cht a传来的激发能而发出的 

荧光 ，以及反直中心由于失去一部分 QA 和 QB而 

形 成电荷重组后发 出的荧光 hv (由于能量损耗 ，该 

荧光的波长应 比P680的荧光波长长一些)的和。 

3．2 PSII核心复合物能量传递动力学 

由文献[ 1 3]知，Chta分子之间的能量传递时 

间为 1～50 p 根据 F6rster能量传递机理 ，由 PSII 

核心内C670 一P 680能量传递时间为 21 ps，计算 

出了在 PSII反应 中心 670与 Chla680之间的距离 

为 3 ilrll DauLj 给 出核心天线内部色素 中能量传递 

时间不大于 5 ps。我们 在LHC1I的研究 中也得到在 

Chl a中 4 ps及 21 ps能量的传递时间。 

所以，将 3．9 ps看作为在 CP 43及 CP 47内部 

Chl a之间的能量传递时间 对 D ／D：／cyt b55 9的 

500 fs时间分辨吸收光谱研究表 明 。 ，初始电荷分 

离发生在反应 中心色索 P689和去镁叶绿索 pheo a 

之问 ，形成离子对 P680 Pheo一的时间常数为 3 ps。 

但用 150 fs的超短脉冲测量了从大豆叶绿体中获得 

的D ／D ／cyt．b559时间分辨吸收光谱，则认为电荷 

分离的时间为 21 ps，他们认为 3 ps是形成某中间 

态的时间 ] 另一些(如时问分辨荧光光谱和光谱 

烧孔实验0 “嘈})似乎都支持 3 ps的电荷分离时 

问。皮秒泵浦 廉测吸收结果还给出，PSII核心具有 3 

个寿命组分，分别：21 ps，8O～200 ps，1～2 ns，他们 

将长寿命组曲 1～2 ns归于原初官能团对激发态达 

到平衡时的重组时间，21 ps和另一 中间的寿命组分 

被认为是能量捕获和传递过程的时间。可以看出，这 

个结果与我们所 测的结果银接近。从图 1，2及表 1 

实验结论，以 受上述 PS TT核心复合物的结构功能 

关系，笔者认为：20 4 pS时间组分是能量由内周天 

线系统向反应中心传递的时间。未见有文献报道关 

于 930 ps左右的能量传递时间。如果将该时间组分 

看作是原初官能团对激发态达到平衡时的电荷重组 

时间的话，那幺，我们得到的PSII核心复合物样品 

在提纯 的过程 中，有可 能取掉 了大部分 Pheo的电 

子受体Q ，Q 使得在反应中心不能形成完整的电 

子传递，当在2互应中心发生电荷分离形成离子基对 

P680 Pheo一后 ，由于外界因素的影响又发生电荷重 
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组反应，并 发出荧光 hU’的方式退化其激发能。那 

么 ，930 ps可能为原初官能团对激发态达到平衡时 

电荷重组的时间。由实验结果 及上述几点分析 ，试 

4 总 结 

给出激发能在 PSII核心复台物中传递的能级关系 

示意图(图 3) 

高激发态 CP43
． CP47内部 Chl a之间传递能量自知f间．3．q P 

无辐射跃迁 ／ ／／ P43、c 向反应中心传递能量的时间， 0 4 p 

f氏满带 
／／ 。 ＼ 电荷重组时间，可能知 n 

或211)s hI ●● L 

竹 hI ●— 1 ’■ l 

3 

” ‘ i'／t~交叉 

_ — —  

一!⋯-．．一 ⋯．． ，’ "~P680 · 1c0 

—— ．．．- -
--- 

⋯ ． 三缱态 

卜  
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寸  、。 
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杂 杂 杂 米 I 
划 辔 ： 

1 『 1 r 1 f 1 1 r 1 r 1 r 基志 t 

核心天线 CP43、CP47 反应中心 13l／D c 559 

囤3 激发能在PsI1核心复合扬申传递柏讹缓关系示意囤 

Fig．3 The energy levd d~agram of energy tran sferred in PS lI complex． 

根据 PSII核心复台物的结构功能、实验结果以 

及上述荧光光谱、能量传递动力学分析，可认为：第 

一 个荧光峰值 671 nm 可看作主要是 Chl a 669所 

发 出的荧光；第二个荧光峰 684．7 nm，可看作主要 

是 由核心天线 Chl a 670将激发能传递给核心天线 

内部 Chl a 680，传给 RC—II中Chl a 680，P680等色 

素分子发出的荧光；第三个荧光峰 696．2 rim可看 
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Ultrafast dynamics study of PSII：core complex 

REN Zhao—yu ，HE Jun—fang ，WA．NG Shut—cat ， 

CHEN Wei—zong。，BAI Jin—tan ，HOU Xun ’ 

(1．Institute of Photonics and Photon Technique，Northwest University；2．State Key Laboratory of Transience Optics Tech- 

nology．Xi an Institute of Optics and Academy of SciencestXi an 710066，Chin̈ 3．Physics Department，Northwest Universi— 

ty，Xi an 710069，China) 

Abstract：Fluorescence spectroscopic and time properties of isolated core complex in green plant photosys— 

tem II(PS II)was investigated using the time resolved fluorescence spectroscopy technique．Three life—time 

components were detected by multi—exponential and non—linear least—square curve fitting．Those compo— 

Dents are 3．9，20．4．930．5 pa．The fluorescence ratio of each component to the whole is 1．0 ，12．7 ， 

86．3 ．respectively．Using Global analyzing and Gauss three walte fitting，the peak—wavelength of fluo— 

rescence spectroscope curves are 671．03，684．74，696．16 nm． 

Key words：femto—laser pulse；PSII complex；energy transfer；time constant；spectroscope properties 
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