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� � 采用稳态荧光光谱技术在低温 83 K下用波长为 436 nm和 507 nm的连续光激发对LHCⅡ

进行研究 ,得到两种波长光激发下 LHCⅡ的荧光光谱 ,并采用高斯组分光谱解析的方法 ,分别解

析出四个谱带 ,结合吸收光谱和发射光谱分析 ,认为各自其中两个反映了两种光谱特性 :

Chl a68316
680/ 681、Chl a694. 0

690. 0和 Chl a/ b671. 4
670. 0和 Chl a683. 8

680/ 681 ,其余两个长波长组分可能是 Chl a分子主发射峰

的振动副带 1另外还将两种波长光激发下得到的荧光光谱特性做了比较 ,436 nm光激发下 LHCⅡ

发

出的荧光强度要高于507 nm光的激发 ,这是由于接收436 nm光的Chl a分子数目多于接收

507 nm光的类胡萝卜素分子 ,且 436 nm下 Chl a的吸收率也大于 507 nm下类胡萝卜素的 1从峰值
上看 ,436 nm较 507 nm光激励下的荧光光谱峰值产生红移 ,表明在不同波长光激励下 ,色素分子之

间的能量传递途径是不同的 1
��� 捕光天线 LHCⅡ;Chl a ;Chl b ;类胡萝卜素 ;荧光光谱

��	
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在绿色植物中捕光天线LHCⅡ结合了叶绿体中

近 50 %的叶绿素分子和几乎所有的辅助色素分

子[1 ,2 ] ,它担任着吸收太阳光能 ,并通过内周天线

CP43和CP47把激发能传递到反应中心的主要功能1
LHCⅡ包括主外周天线LHCⅡb ,它是主要的三聚体

复合物 ,和辅助外周天线 LHCⅡa (CP29) 、LHCⅡc

(CP26) 、LHC Ⅱd ( CP24) , CP29、CP26、CP24 则以

单体形式存在[3 ] 1目前普遍认为三聚体形式是
LHCⅡ在叶绿体中的功能组成单位 ,每个单体亚单

元中包含有 7～8 个叶绿素 a (Chl a)分子 ,5～6 个

叶绿素 b ( Chl b ) 分子 ,几个类胡萝卜素分子[4 ] 1
Connelly等人[5 ]在室温下以飞秒时间分辨吸收光谱

得到三条 Chl a 的吸收谱带 648、653、656 nm ,三条

Chl a 的吸收谱带 675、679 和 683 nm1Hemerijk 等

人[6 ]采用CD、LD和荧光光谱技术在77 k下对LHCⅡ

三聚体进行研究分析 ,得到 6～9个光谱成分 ,分别

是 640～645、648～652、657、662、671～668、676 nm ,

其中 676 nm成分包含了约 40～50 %的 Chl a 光谱

带的谐振强度 1Trinkunas等人[7 ]对高等植物 LHCⅡ

三聚体吸收光谱分析 ,在 635～700 nm光谱范围内

得到 12条叶绿素吸收谱带 1LHCⅡ的吸收谱带多 ,

充分表明它能在宽频谱范围吸收光能 ,有高效吸收

光能和传递光能的特点 1

1 �����

1. 1 ����

采用由中国科学院植物研究所光合作用研究中

心从菠菜中分离纯化的捕光复合物 LHCⅡ,提纯的

样品保存在液氮中备用 1实验时 ,样品中叶绿素浓

度保持在 10μg/ ml左右 1
1. 2 ����

本实验采用英国 FLS920激光稳态/瞬态荧光光

谱仪装置 1 激励光源为 Xe900 氙灯 ,发出白光经

M 300单色仪分别选择输出波长为436 nm和507 nm

的连续光 ,进入密闭的UC920样品室 ,打在LHCⅡ样

品上 ,通过 ITC601温度控制仪在其周围加入液氮来

控制温度 1考虑到 LHCⅡ为生物样品 ,持续较强光

作用其上 ,有可能造成局部温度上升过高 ,致使样品

漂白 ,蛋白变性 ,为保持其生物活性 ,将环境温度设

为 83 K1 发出的荧光通过 M300 单色仪色散后由

R3809U250MCP2PMT探测器接收不同波长下的原始

荧光信号 ,经超高频放大器放大后输送到信息处理

器中 ,进行数据处理 1测量过程由计算机操纵 1单
色仪的光谱步长为1 nm ,荧光光谱测量范围为640～

780 nm1并将得到的荧光光谱采用高斯解析方法分
解得出光谱组分 ,见图 1和图 21
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图 1　436 nm波长光激发下的LHCⅡ荧光光谱
Fig. 1 The fluorescence spectrum of LHCⅡexcitated at 436 nm

图 2　507 nm波长光激发下的LHCⅡ荧光光谱
Fig. 2　The fluorescence spectrum of LHC excitated at 507 nm

2 �����

2. 1 436 nm��	
 L HC�������

在高等植物中 ,光系统Ⅱ的捕光色素蛋白复合

物LHCⅡ是一种非常重要的天线复合物 ,光系统 Ⅱ

进行水裂解释放氧的能量全部来自于LHCⅡ所吸收

的太阳光能 1而且 ,在捕光天线LHCⅡ里 ,色素蛋白

的含量最为丰富 ,大约结合了 230～250 个色素分

子[8 ] ,有 Chl a、Chl b以及类胡萝卜素等分子 ,如此

众多的色素分子显示了LHCⅡ捕获光能和将激发能

通过内周天线传递到反应中心的强大功能 1不同的
色素分子吸收光能的主要波段不同 ,其内部进行的

能量传递途径也很复杂 ,这也就是 LHCⅡ的分子吸

收谱带多产生的主要原因 1
本文通过比较色素吸收谱带 ,选择了 436 nm和

507 nm两个波长的连续光 ,作为激励光 1图 1为 436

nm光激发下得到的 LHCⅡ的荧光积分谱及其高斯

解析组分谱 1由图中可以看出 ,在 688. 5 nm和 731.

3 nm处有两个峰值 1在该积分光谱内 ,用高斯解析

法解析出 4个光谱组分 ,其详细参量见表 11
� 1 436 nm��	
 L HC�������

序号 峰值波长/ nm 半高全宽/ nm 积分面积 相对强度/ %

1′
2′
3′
4′

68316
69410
73113
74114

141975

191364

341304

771814

41317E5

71213E5

11364E6

61955E5

25112

32146

34164

7179

　　Holger Dau[9 ]等人认为在 LHCⅡ中 Chl 分子具

有吸收谱648、660、669、678、684及695 nm14 . 2 K[10]

的吸收光谱显示出四个谱带 676. 1、671. 3、661. 4、

6 49 . 5 nm ,在641 nm处还有一个很微弱的小峰1

Giuseppe Zucchelli[11 ]等人认为 LHCⅡ中 Chl 分子吸

收和发射谱带有这样的关系 : Chl65219
64815、Chl66310

66014、

Chl67116
66917、Chl68012

67718、Chl68618
68410、Chl69713

69419 (Chle
a ,a代表吸收峰 ,

e代表发射峰) 1王水才[3 ]等人利用 ICCD飞秒扫描

成像和飞秒时间分辨光谱研究认为 ,在 LHCⅡ三聚

体中至少存在 7 种 Chl 分子光谱特性 ,分别是

Chl b65817
653/ 656 、Chl a665. 2

662. 0 、Chl a / b671. 1
670/ 671 、Chl a677. 1

675. 0 、

Chl b682. 9
680/ 681、Chl a689. 1

685. 0和 Chl a695. 6
695. 01根据发射光谱与

吸收光谱之间的镜像对称关系 ,通过分析比较 ,我们

认为 ,本实验这四个光谱组分前两个表现出两种

Chl a 分子的光谱特征 ,它们是 Chl a683. 6
680/ 681和 Chl

a694. 0
690. 01在 436 nm波长的光激励下 ,LHCⅡ中首先受

到激发的色素主要是短波长的 Chl a 分子 ,它们从

接收光能到形成激发态仅需 1 fs多时间 ,根本来不

及发射荧光和进行无辐射跃迁 ,马上把激发能传递

给波长较长的 Chl a或 Chl b分子 ,然后按能量梯度

激发能在 Chl分子之间进行传递 1由于 LHCⅡ是一

个被分离纯化出来的超分子体系 ,没有内周天线

CP43、CP47接收能量输送到反应中心 ,它无法完成

将能量传递下去的任务 ,最后只能辐射更长波长的

荧光消耗能量返回基态 1本实验后两个解析光谱组
分中心波长比较长 ,731. 3 和 741. 2 nm ,可能是 Chl

a分子主发射峰的振动副带造成 1从图中还可看
出 ,在小于 680 nm的光谱范围内 ,发射荧光强度较

弱 ,而在大于 680 nm的光谱范围内 ,荧光损失较大 ,

这说明在传递到吸收谱带为 680 nm的 Chl a分子之

前 ,色素分子之间的能量传递效率很高 ,传能速率很

快 ,能量损失很少 ,但是由于 LHCⅡ本身没有能量捕

获中心 ,Chl分子基态和激发态都有振动能级 ,在光

能传递中 ,产生 Stokes位移 ,最后以热量辐射或荧光

发射损失掉能量 1
2. 2 507 nm��	
 L HC�������

图 2为 507 nm光激发下得到的 LHCⅡ的荧光

积分谱及其高斯解析组分谱 1从图中可以看到有两
个发射峰值 ,684和 726. 9 nm1在该积分谱内 ,用高

斯解析法得到 4个光谱组分 ,其详细参量见表 21
� 2 507 nm��	
 L HC�������

序号 峰值波长/ nm 半高全宽/ nm 积分面积 相对强度/ %

1′
2′
3′
4′

67114
68318
70516
73817

501507

181718

501594

441992

25814

21359E5

1163E5

11647E5

2158

63101

1611
1813

　　在 507 nm光激励下 ,LHCⅡ中最先受到激发的

色素是类胡萝卜素分子 1根据 Kühlbrandt 等人[2 ]的

研究 ,与类胡萝卜素分子紧邻的色素分子是 Chl a ,

那么受激发的类胡萝卜素分子最先就将能量传递给
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相邻的类胡萝卜素分子或 Chl a 分子 ,然后能量按

能级梯度在 Chl 分子之间进行传递 ,最终由于没有

能量捕获中心而以荧光辐射或热量耗散损失掉能量

回到基态 1色素分子的这种排列方式还使得三线态
的 Chl分子能迅速将激发能转移到类胡萝卜素分

子 ,以减少分子内自由基和单线态的氧的存在 ,从而

保护LHC Ⅱ免受强光对其造成的不可逆损伤1
507 nm激发下得到的四个光谱组分前两个可推定

为 Chl a/ b671. 4
670. 0和 Chl a68318

680/ 681 ,后两个峰值波长较长

的组分可能是 Chl a分子主发射峰的振动副带 1
2. 3 436 nm� 507 nm���� L HC��	��


���

图 3为 436和 507 nm光激发下LHCⅡ的荧光光

谱 1从图 3中可以看到 ,在 436 nm、507 nm激励下的

荧光谱处于长波长方向 ,因此它们主要是由低能态

的色素分子所发射 1首先由短波长高能态的色素分
子接收太阳光能 ,再按能级“隧道”向长波长低能态

的色素分子传递 ,根据吸收谱和发射谱的镜像关系

对称性 ,荧光不可能是由类胡萝卜素分子发出

的 ,只能是叶绿素分子1图3还显示 ,436 nm和507 nm

图 3　436 nm、507 nm波长光激发下的LHCⅡ荧光光谱
Fig. 3　The fluorescence spectrum of LHCⅡexcitated at 436

and 507 nm

光激励下 ,LHCⅡ的荧光发射谱的波谱范围没有发

生变化 ,但是 436 nm光激发下 LHCⅡ发出的荧光强

度远远高于507 nm光的激发1这主要是由于 ,436 nm

波长正是 Chl a 吸收光谱的高峰 , 507 nm光则主要

是被类胡萝卜素吸收 ,在 LHCⅡ里 ,Chl a 的含量最

高 ,每个单体中有 7～8个 Chl a 分子 ,而类胡萝卜

素分子只有两个 ;从光吸收率上看 , 436 nm光激发

下 Chl a吸收系数也较 507 nm下类胡萝卜素的大 ,

因此在此波长下接收的能量多 ,发射荧光也要强 1
从峰值上看 ,436 nm较 507 nm光激励下的荧光光谱

峰值产生红移 ,这就表明了在这两种光激励下 ,色素

分子之间的能量传递效率不一样 ,能量传递途径也

是不同的 1436 nm光激励下 ,首先受到激发的是 Chl

a分子 ,它把激发能又通过库仑相互作用 Foster 共

振转移[12 ]、激子传递等方式传递给了其它 Chl 分

子 ;在 507 nm光激励下 ,最先受到激发的是类胡萝

卜素分子 ,由于LHCⅡ的结构关系 ,激发态的类胡萝

卜素分子就把能量通过 Dexter电子交换等方式传递

给了相邻的 Chl a分子 1能量传递不仅与生物分子
结构功能关系密切相关 ,还受到其他种种条件如环

境温度、光照强度等等的影响 ,一点细微的变化就可

引起传能途径的改变 ,因此能量传递途径是多样的

1
本文还将 436 nm和 507 nm光激发下的荧光光

谱对荧光强度做了归一化 ,显示 436 nm光激发的荧

光光谱的长波峰所占积分面积比 507 nm的长波峰

大 ,这两个峰可能都是由 Chl a 主发射峰的振动副

带产生的 ,而 507 nm的长波峰所占积分面积小 ,推

测是因为在此波长下吸收的能量较少 ,而且类胡萝

卜素分子向 Chl 分子传能的效率也小于 Chl 分子间

的传能效率 ,能量传递由于没有最终受体 ,最后以强

荧光辐射形式散失能量回到基态 ,507 nm激发产生

的长波峰的积分面积必定小于 436 nm激发下的 1

3 ��

在低温 83 K下用两种波长为 436 nm和 507 nm

的连续光激发对 LHCⅡ的稳态光谱进行探测分析 ,

得到两个 LHCⅡ的荧光光谱 ,采用高斯组分光谱解

析的方法 ,将 436 nm光激发下的荧光光谱解析 ,得

到四个谱带 ,认为其中两个反映了两种光谱特性 :

Chl a68316
680/ 681和 Chl a694. 0

690. 0 ,另外两个长波长组分可能是

Chl a分子主发射峰的振动副带 ;对 507 nm光激发

下LHCⅡ的荧光光谱 ,也做了高斯解析 ,得到四个谱

带 ,认为其中两个反映了光谱特性 : Chl a/ b671. 4
670. 0和

Chl a683. 8
680/ 681 ,后两个峰值波长较长的组分同样推测可

能是 Chl a 分子主发射峰的振动副带 1另外 ,对两

种波长激发下得到的荧光光谱特性做比较 ,发现

436 nm光激发下LHCⅡ发出的荧光强度要高于507 nm

光的激发 ;从峰值上看 ,436 nm较 507 nm光激励下

的荧光光谱峰值产生红移 1我们的实验结果与理论
是一致的 1
����
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Abstract　Stable fluorescence spectrum technology has been carried out to study the fluorescence spectral properties of

the light2harvesting complex Ⅱof photosystem Ⅱprepared from spinach excitated at 436 nm and 507 nm at 83 K .

Exciting on LHC Ⅱ from 640 nm to 780 nm four spectral components have been obtained at the both wavelength

excitation respectively. The components at 436 nm are 683. 6 , 694. 0 , 731. 3 and 741. 4 nm , and the components at

507nm are 671. 4 , 683. 8 , 705. 6 and 738. 6 nm. They all comes from the emission of chlorophyll , not carotenoid. In

addition , the properties of the two spectra obtained at the two wavelengths have been compared. The spectral indensity at

436 nm is much higher than that at 507nm , and the result is consistent with the theory.
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