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摘要  光系统Ⅱ（PSⅡ）次级电子给体TyrZ担负调控原初电荷分离和水的催化氧化功能. 目
前有两类 TyrZ 调控机理模型被提出: 一类是 TyrZ 通过与底物水分子直接作用调控水氧化; 
另一类是 TyrZ 处于疏水环境中, 不与底物水分子直接作用, 而是借助与 His190 之间氢键强

度的变化调控水氧化. 本文利用低温电子顺磁共振技术研究与水分子类似的甲醇分子对活

性 PSⅡ中 TyrZ 氧化还原特性的影响, 发现当 Mn 簇处于 S2 和 S0 态时, 甲醇分子的存在能

够明显促进 TyrZ 的低温氧化和 TyrZ
•的低温还原. 理论计算显示: (1)当甲醇分子与 Tyr 直接

作用时会导致Tyr氧化变难; (2)伴随环境极性降低, Tyr的氧化变得容易. 综合这些结果, 我
们推测在活性 PSⅡ中甲醇分子不与 TyrZ 直接作用, 甲醇对 TyrZ 的低温氧化及 TyrZ

•的低温

还原的促进作用可能是由于甲醇分子替换 PSⅡ内部的水分子, 降低了 TyrZ-His190 周围环

境的极性, 使 TyrZ 与 His190 之间的氢键强度增加所致. 鉴于甲醇分子与水的类似性, 以上

结果支持我们 近提出的活性 PSⅡ中 TyrZ 不与水分子直接作用的观点.  
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光系统Ⅱ(PSⅡ)是自然界唯一能利用光能将水

氧化的生物体系 [1,2]. PSⅡ反应中心在光激发下发生

原初电荷分离, 产生高氧化性的 P680
+•[3,4]. P680

+•推动

水在 Mn 簇上的催化氧化. 水的氧化涉及 Mn 簇的 5
种状态[5,6] , 即 Sn (n = 0~4), 其中, S0 态是起始态, S1

态是黑暗稳定态, S2 和 S3 态是高氧化态.  
次级电子给体 D1-Tyr161(TyrZ)位于 Mn 簇和 P680

之间, 它与 D1-His190 形成氢键. TyrZ 被 P680
+•氧化后

将质子传递给 His190, 自身形成 TyrZ
•中性自由基[7]. 

TyrZ
•进而调控水在 Mn 簇上的催化氧化. 长期以来, 

对 TyrZ 的特性及其调控机制的研究一直是 PSⅡ研究

的热点和难点 [7]. 由于在具有放氧活性的 PSⅡ样品

中, TyrZ
•的寿命短且缺乏特征的电子光谱特性, 所以

前人普遍使用 Mn 簇部分或全部缺失无放氧活性的

PSⅡ样品研究 TyrZ, 并在此基础上提出 TyrZ 通过与

底物水分子直接相互作用来调控水氧化的机理 [7,8]. 
2003 年以来, 人们利用电子顺磁共振(EPR)在液氦温

度下从活性 PSⅡ样品中观测到 TyrZ 的氧化和 TyrZ
•

的还原[9~11]. 这一发现为在活性 PSⅡ样品中直接研

究 TyrZ
•提供了可能. 我们利用这一方法并结合酸碱滴

定 , 在活性 PSⅡ样品中观察到 TyrZ 的低温氧化和

TyrZ
•的低温还原均不受环境介质的酸度影响 [12]. 

近, 我们提出了 TyrZ 调控水氧化的新模型[13], 该模

型预测 TyrZ 不与水分子直接作用, 而是通过改变与

His190 之间的氢键强度来调控水氧化, 并推测在 S0

态和 S1 态时 TyrZ 与 His190 之间存在强氢键, 而在 S2
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态和 S3 态时这个氢键的强度会减弱[13].  
近 , 几个研究小组报道了 PSⅡ的晶体结

构[14~16], 但由于分辨率低和 X射线对 Mn 簇及其环境

的破坏 [17], 目前人们尚无法辨别底物水分子的结合

位置. 此外, 鉴于与 PSⅡ类似的紫细菌反应中心[18]

和光系统Ⅰ[19]的蛋白内部均存在大量处于结合状态

的水分子, 人们推测 PSⅡ内部也会存在大量的非底

物水分子 [20], 这些非底物水分子不仅参与维持蛋白

结构, 而且可通过参与底物(H2O)和产物(O2, H+)的运

输等影响水的催化氧化 [21]. 底物水分子和非底物水

分子的共同存在 , 导致一般情况下无法通过改变水

的含量直接获得底物水与 TyrZ 作用的信息. 考虑到

甲醇分子与水分子的体积、极性及与金属离子的配位

能力均相近 , 人们常通过引入甲醇分子来间接研究

底物水的作用[22,23]. 近, 有人依据晶体结构数据提

出甲醇分子有可能进入蛋白内部并与 TyrZ 直接相互

作用, 并推测水分子与甲醇分子一样也能够与 TyrZ

直接作用 [21]. 但目前 , 还没有直接的实验数据表明

活性 PSⅡ中甲醇分子与 TyrZ 能否直接作用.  
本文以甲醇作为探针 , 利用此前发展的在活性

PSⅡ中研究 TyrZ 的方法[9~11]探测甲醇存在下 TyrZ 低

温氧化和 TyrZ
•低温还原的特性, 并结合理论计算研

究 TyrZ 与水分子的作用方式以探讨前人[8,20,21,24]和我

们[13]所提出的 TyrZ 调控水氧化模型的合理性.  

1  实验 

菠菜 PSⅡ放氧颗粒样品的制备参见文献 [25]. 
终样品溶于含 400 mmol/L 蔗糖, 15 mmol/L NaCl, 

5 mmol/L MgCl2, 5 mmol/L CaCl2, 25 mmol/L MES 
(2−(N-吗啉)乙磺酸), pH = 6.5 的缓冲液中, 并置于

−80°C 下冷冻保存. 所得样品的放氧活性经 Clark 型

氧电极测定为 600~800 μmol O2 (mg Chl)−1·h−1.  
S1态 PSⅡ样品的制备参照文献[26]; S0态 PSⅡ样

品的制备参照文献[9]中羟胺还原方法, 按羟胺/PSⅡ
= 5:1(摩尔比)的比例处理 S1 态 PSⅡ获得, 样品中含

1 mmol/L PPBQ(苯基对苯醌)和 6%(体积比)甲醇; S2态

PS Ⅱ样品的制备参照文献 [26], 将含 1 mmol/L 
DQ(四甲基对苯醌)的 S1 态 PSⅡ样品于 200 K 用可见

光照射 10 min 后迅速转移到 0 ºC 暗适应 30s, 后快

速依次冷冻至 200 K 和 77 K. 这些 PSⅡ样品均避光

保存在 77 K.  
EPR 谱和有关动力学数据在配有 Oxford ESR 

900 液氦杜瓦和 ITC-503 温度控制器的 Bruker E500
电子顺磁共振仪上采集, 并选用高灵敏度谐振腔(型
号: 4122SHQE)进行测试. EPR 样品均在 200 K 用氮

气置换去除氧气. 10 K 下 PSⅡ中电子转移中间体的

原位可见光诱导实验依照文献 [25,26]进行 . 具体

EPR 测试条件见图注.  
理论计算参照文献[12], 采用 Gaussian 2003 程

序的密度泛函中的 B3LYP/6-31G(D)基组对模型进行

构型优化, 并将所得构型用于溶剂效应的计算, 溶剂

效应计算采用 Onsager 模型(SCRF=Dipole).  

2  结果与讨论 

前人研究显示, TyrZ的特性强烈依赖于 PSⅡ给体

侧 Mn 簇的状态[7], 为研究 TyrZ在活性 PSⅡ中的调控

机制, 必须保证 Mn 簇结构的完整性. 检验 Mn 簇完

整性 有效的方法是用 EPR 探测 S2 态 Mn 簇产生的

g = 2.0(16 重峰)和 g = 4.1 信号以及体系中游离的

Mn2+的 6 重峰信号[27]. 如果给体侧 Mn 簇发生破坏, 
就难以产生 S2 态 Mn 簇的特征信号, 并会导致 Mn2+

的形成[27]. 在我们的样品中可以看到清晰的 S2态 Mn
簇的特征 EPR 信号, 但未观察到任何 Mn2+的 6 重峰

信号(图 1), 这充分说明样品中 Mn 簇保持完好.  
甲醇对 PSⅡ放氧活性的影响如图 2 所示. 没有

甲醇时,样品的放氧活性为 600~800 μmol O2 (mg 
Chl)−1·h−1, 这一活性明显高于早期研究报道的同类

样品的放氧活性(300~500 μmol O2 (mg Chl)−1·h−1)[28]. 
当体系中含有少量甲醇时(低于 10%), PSⅡ的放氧活

性不但没有受到抑制, 而且还略有上升; 当甲醇含量

超过 10%, PSⅡ的放氧活性明显下降. 值得注意的 

 
图 1  S2 态 Mn 簇的 EPR 信号 

EPR 条件: 温度, 10 K; 微波频率, 9.38 GHz; 微波功率, 101 mW;  
调制频率, 100 kHz; 调制幅度, 18 G 
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是, 当甲醇浓度为 6%时, PSⅡ的放氧活性达到 大值. 
所以, 以下实验中我们均选择这一浓度(6%)来研究甲

醇效应.  
前人研究发现 , 少量甲醇 (1%~5%)存在能够对

Mn 簇的 EPR 信号产生明显影响[22, 23], 但目前尚不清

楚甲醇是否对 TyrZ 氧化-还原特性产生影响. 为此, 
我们研究了 6%甲醇存在时 S0 态和 S2 态 PSⅡ样品中

TyrZ 低温氧化产生的 S0TyrZ
• 和 S2TyrZ

• EPR 信

号[10,11,29]及其衰减动力学. 此前, 人们已经在不含甲

醇的活性样品中观测到了低温诱导产生的 S0TyrZ
•信

号, 并发现其半衰期为 180～200 s[10,11], 而在相同条

件下却没有在 S2 态的 PSⅡ中观测到 S2TyrZ
•信号[10].  

如图 3 所示, S0 态 PSⅡ样品经低温(10 K)照光诱导

后产生了一个宽度约为 230 G 的对称信号(峰位置, g = 
2.07; 谷位置, g = 1.93), 该信号与此前[9]报道的 S0TyrZ

•

信号一致. 该信号的出现说明, 甲醇存在时TyrZ在液氦

温度下也可以发生氧化. 我们对该信号的动力学进行

了研究, 结果显示其半衰期约为 56 s(见图 3 插图), 比
文献中报道的没有甲醇存在时观测到的 S0TyrZ

•信号的

衰减速度[10,11]快了近 4 倍. 由此可见, 甲醇的存在促进

了 S0 态样品中 TyrZ
•的低温还原.  

前人研究[10]显示, 当没有甲醇时, S2态 PSⅡ样品

中的 TyrZ 在低温(10 K)下不发生氧化, 其氧化只发生

在较高温度下(77～190 K), 其寿命约为 240 s[29]. 图
4 显示的是含有甲醇的 PSⅡ样品经 10 K 光诱导产生

的 EPR 信号. 它包含一宽度为 160 G 的(峰位置, g = 
2.05; 谷位置, g = 1.95)对称信号和若干弱的多重峰

信号. 该信号与在高温下观测到的 S2TyrZ
•EPR 信号

一致[29]. 这说明甲醇的加入使 TyrZ 低温氧化由不发 

 
图 2  甲醇浓度对 PSⅡ放氧活性的影响 

数据点为三次平行实验测定结果平均, 并以不含甲醇时的活性定义

为 100% 归一获得, 误差是三次平行测试的标准方差 

生变为可以发生. 很显然, 甲醇的存在促进了 S2 态

TyrZ 的低温氧化 . 进一步研究该信号的衰减动力学

(对应于 TyrZ
•的还原), 我们发现 S2TyrZ

• EPR 信号在

黑暗中的衰减速率的半衰期约为 80 s(如图 4 插图). 
这一寿命比无甲醇存在时 S2TyrZ

• EPR 信号在液氦温

度下的半衰期(约 240 s)[29]明显缩短. 由此可见, 甲
醇的存在不仅促进了 S2 态 TyrZ 的低温氧化, 而且也

加快了 TyrZ
•的低温还原.  

由以上可知, 甲醇的存在能够明显促进 S2 和 S0

态样品中 TyrZ 的低温氧化和 TyrZ
•的低温还原. 为探

讨甲醇分子对 TyrZ 的低温氧化-还原的影响机制, 我
们借助密度泛函方法对 TyrZ-His190 体系进行了理论

研究. 

 
图 3  含 6%甲醇的 S0 态 PSⅡ样品经 10 K 光诱导产生的

S0TyrZ
•EPR 信号及其衰减过程 

插图为 S0TyrZ
•EPR 信号的衰减动力学曲线, 跟踪的位置是 3240 G(g 

= 2.07), 插图中“↑”和“↓”分别表示光源的打开和关闭. EPR 条件: 
微波功率, 1 mW; 其他条件与图 1 相同 

 
图 4  含 6%甲醇的 S2 态 PSⅡ样品经 10 K 光诱导产生的

S2TyrZ
• EPR 信号及其衰减过程 

插图为 S2TyrZ
• EPR 信号的衰减动力学曲线, 跟踪的位置是 3270 G (g 

= 2.05), 插图中的“↑”和“↓”分别表示光源的打开和关闭. EPR 条件

与图 1 相同 
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图 5  His-Tyr(a)和 His-Tyr-CH3OH(b)的理论计算模型  

图 5 是计算模型, 其中对甲基苯酚和咪唑环分别

用来模拟 TyrZ和 His190. 计算结果显示, 当甲醇分子

与甲基苯酚直接以氢键作用时 , 体系的 高占有轨

道(HOMO)的能级比无甲醇时明显下降(下降 0.2759 
eV). 这说明甲醇分子与 Tyr直接作用会使 Tyr的氧化

变得困难 , 这与我们实验观测到的甲醇分子促进

TyrZ 低温氧化的结果明显矛盾 . 这里需要指出的是

Ho和 Styring[21]提出的 TyrZ直接与甲醇作用的观点的

依据是 X 衍射晶体结构数据, 但 近扩展 X 射线吸

收精细结构(EXAFS)研究显示, X 射线对 Mn 簇及其

蛋白环境(包括 TyrZ)具有显著的破坏作用, 导致 X 射

线结构数据无法反映活性样品的真实结构 [17]. 依据

我们的实验和理论计算结果, 我们推测 TyrZ 不太可

能与甲醇分子直接相互作用.  
由于甲醇和水的介电常数分别为 32.63 和 78.39,

如果甲醇分子替换部分蛋白内部的水分子, 必然导致

蛋白内部的极性降低. 为此, 我们进一步研究环境极性

(对应于理论计算的不同介电常数)对 Tyr-His 体系中

Tyr 的 HOMO 轨道能级的影响(见图 6). 从图 6 可以

看出, 随环境极性的降低(对应介电常数降低), Tyr 的
HOMO 轨道能级升高, 从而导致 Tyr 的氧化变 得容

易, 这一趋势与我们的实验观测相一致.  
一般情况下, 伴随环境极性的降低, 氢键的强度 

 
图 6  Tyr-His 模型的 HOMO 能量对环境介电常数的依赖性 

 
图 7  TyrZ 的氧化和还原示意图 

就会增强[30]. 由于 TyrZ 的氧化和 TyrZ
•的还原均伴随

质子在氢键中的转移(如图 7 所示)[7], TyrZ 和 His190
之间氢键强度的增强必然会促进 TyrZ 的氧化和 TyrZ

•

的还原.  
综上所述, 实验观察到的甲醇对 S2 和 S0 态 TyrZ

低温氧化和 TyrZ
•低温还原的促进作用可能是甲醇分

子替换了 PSⅡ内部的水分子, 导致 TyrZ-His190 微环

境的极性降低, 使它们之间的氢键增强所致; 而不太

可能是由于甲醇分子与 TyrZ 直接作用所形成的. 鉴
于甲醇和水分子的相似性 , 我们认为这些结果不支

持 前 人 提 出 的 TyrZ 与 甲 醇 或 水 直 接 作 用 的 观

点[8,20,21,24], 而符合我们 近提出的 TyrZ 只与 His190
作用而不与底物水分子作用的调控模型[13].  
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