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黄素类物质在生物体内广泛存在!是许多电子转移反应的活性中心!也是电子传递链的重要组成

部分$其受到光照激发后引起的电子转移!是许多生命过程的基础与起始步骤$特别地!一种名为隐花色素

的黄素蛋白在光激发后经一系列电子转移形成自旋相关自由基对!被认为是最有可能的生物磁敏物质!更

使黄素体系电子转移过程的动力学!特别是自旋动力学过程倍受关注$对黄素电子转移过程及相关机理进

行研究!有助于厘清多种生命过程的化学机理与影响因素$为此!科学界综合运用了多种仪器与测试手段!

其中主要包括紫外
*

可见光谱!荧光光谱!瞬态吸收光谱!光化学诱导动态核极化"

XJ$/$*BYN'X

#技术等$通

过多年的研究!对黄素在生物体内的作用机理与电子转移过程的认识经历了由浅入深!不断深入的过程$紫

外
*

可见光谱"

Q#*#71

#主要用于研究黄素系统中的电子激发!自旋动力学和电子转移$结合理论计算!

Q#*

#71

还可以识别电子转移中涉及的基团并进行定量分析$荧光光谱可以识别电子受激发的物质!在反应过程

中观察黄素和半醌中间体的产生和消耗!并确定其氧化还原和质子化状态$瞬态吸收光谱适于观测反应过

程中出现的短寿命物种!其中飞秒泵浦探测技术的引入大大提高了观测的时间分辨率!并且可以通过光谱

特征区分单重态和三重态的自由基对$光化学诱导动态核极化核磁共振"

'V@

#可以直接观察电子
*

核自旋动

力学过程$磁场依赖性
(

J$/$*BYN'X'V@

揭示了控制单重态与三重态互变的因素!并提出了生物地磁导航

可能依赖的化学机制$腔吸收与单分子光谱的运用!从技术上提高了实验装置的灵敏度并降低检测限$主要

介绍黄素体系电子转移过程研究所运用的各种光谱手段与取得的成果!并展望其未来$
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二甲基
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烷基异咯嗪结构的黄色化合物通常

称为黄素$其中的成员包括但不限于核黄素"

079$̂%3e74

!

@8

#!黄素单核苷酸"

%̂3e74I$4$4:.%-$/75-

!

8V'

#!黄素腺

嘌呤二核苷酸"

%̂3e7435-474-574:.%-$/75-

!

86N

#等$

黄素类物质常常以辅基形式出现在蛋白质中!这些含有

黄素辅基的蛋白质被称为黄素蛋白!它们广泛存在于所有细

胞中$黄素作为一种有机光敏剂!吸收光子使电子激发!同

时!它作为电子受体!可以诱导激发态电荷发生转移$因此!

黄素是生物体中许多电子转移反应的活性中心!是电子传递

链的重要组成部分$在对生命过程的研究中!不可避免地必

然会涉及到黄素体系!所以!人们很早就对黄素体系的电子

转移过程开展了研究$

尤其近年来发现一种称为隐花色素的黄素蛋白(

;*)

)

!这

是一种广泛存在于动植物体内的蓝光受体蛋白!与
N'6

光

解酶高度同源!包含一个
86N

辅基$实验表明(

!*F

)这种黄素

蛋白经光诱导电子转移过程能够形成对地磁场响应的自旋相

关自由基对"

1

(

74*.$00-%3/-50357.3%

(

370

!

,B@X

#!使其成为

目前最被认可的生物磁敏物质$这不仅使生物地磁感应这种

神奇的功能可能得到科学的解释!而且!其所遵循的自由基

对机理"

0357.3%*

(

370I-.J3471I

!

@XV

#是目前唯一能将微弱

磁场与化学反应联系起来的理论!对化学学科的发展也具有

重要意义$因而黄素体系电子转移过程的研究更加受到广泛

的关注$

本文主要整理了对黄素类物质及含黄素基团的生物大分

子电子转移过程的研究!对黄素体系电子转移过程的光谱研



究手段及其进展作一综述$

图
%

!

核黄素#
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$%黄素单核苷酸#

:VQ

$和黄素腺嘌呤二核

苷酸#
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$的结构式
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紫外
*

可见吸收光谱

!!

紫外
*

可见吸收光谱"

Q#*#71

#是起步较早的一种常用光

谱测试手段$紫外
*

可见吸收光谱可对分子进行定性和定量

分析!获取其价电子结构及跃迁类型等信息$

黄素中的异咯嗪环"

71$3%%$d3̀74-

#是产生
Q#*#71

吸收峰

的主要结构$早在
;>DF

年!

[$̀7$%

对于核黄素及其光解产物

的
Q#*#71

研究就显示(

D*>

)

!在蓝光区的
!!+

"

!F+4I

处有宽

吸收带!在
)G+4I

附近有一个近紫外吸收带!分析认为该

吸收对应于
+%+

#跃迁!具体数据受溶剂体系的影响而有所

差别$从此开始了对于黄素光激发后分子内电子跃迁过程的

研究$

但是!早期的
Q#*#71

只能通过吸收光谱判断电子在成

键轨道与反键轨道间的跃迁类型!无法得到关于激发态和电

子转移的更多相关信息$近年来随着仪器技术的发展!以及

计算机技术与模拟计算的引入与运用!

Q#*#71

又焕发出新

的活力$

V$453%

等(

;+

)理论计算了黄素生色团的氧化还原状

态对
Q#*#71

的影响!并用实验进行验证$发现异咯嗪环上

的
+

)

分子轨道主要影响了黄素类物质中异咯嗪环的光物理

性质!其上的
'
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键在还原过程中转变为

_'
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的形式"如图
"

#!从而使得黄素分

子可以作为电子受体接受电子$

图
'

!

黄素几种氧化还原态#

6

$与
#

键分子轨道#

B

$示意图
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)等通过先模拟计算!后实验验证的方式!研究

了拟南芥隐花色素蛋白中
86N

及其另外四种衍生化合物的

Q#*#71

!在
86N

*

U和
86N_

*的吸收光谱中找到了酪氨酸

和色氨酸自由基的特征峰!并推算出物种比例为
;k;

!支持

了酪氨酸残基也参与了隐花色素蛋白电子传递链的猜想$

[30

(

;"

)等用量子化学方法计算了光黄素的电子结构和光谱性

质$用各种基于波函数的方法和密度泛函计算了
;+

个单重

态和三重态的激发能!并分析了电子密度的差异$在耦合团

簇方法
BB"

的基础上!建立了单重态和三重态激发态的相对

级数$发现至少需要
G

个单重态激发态才能指定
Q#*#71

光

谱中的所有峰$

Q#*#71

从早期的通过简单识别特异性吸收带判断电子

跃迁类型进行定性分析!发展到与理论预测相结合!精准识

别参与电子传递的基团并进行定量分析$可见!紫外
*

可见吸
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收光谱作为应用最广泛的光谱研究手段!历久弥新!仍然在

黄素电子转移机理的研究中有着重要的地位$

"

!

荧光光谱

!!

荧光是辐射跃迁的一种!是物质从电子激发态跃迁到低

能状态时所释放的辐射$研究黄素及其衍生物的荧光光谱!

有助于研究受激后的光循环过程及其影响因素$

早期的荧光光谱研究内容比较简单!

;>G!

年
SJ71%3

等(

;)

)测定了一系列还原黄素蛋白的荧光和吸收性质!并与

经取代修饰过的光黄素进行了比较$发现还原黄素生色团对

溶剂的极性%

(

_

值以及粘度的变化和
@

基的取代非常敏

感!对之前观察到的吸收光谱和荧光光谱变化进行了解释$

A

2

3

K

7

(

;!

)等测试了光黄素在水溶液中吸收和发射行为的
(

_

依赖性!发现不同
(

_

值下光黄素以不同的离子状态存在!

基态与激发态势能曲线交叉方式有所不同$荧光发射行为和

吸收行为的
(

_

依赖性一致$

X-4̀M$̂-0

(

;F

)从黄素中的异咯嗪环结构出发!利用荧光

光谱研究了咯嗪!异咯嗪!向光素"

G

!

=*

二甲基咯嗪#及其同

分异构体
G

!

=*

二甲基异咯嗪!发现咯嗪的最高占据
1

轨道

"

1*_CVC

#的能量远低于最高占据
+

轨道"

+

*_CVC

#的能

量!但其余三种物质的
1*_CVC

能量仅略低于
+

*_CVC

!

从而在光致激发进行
+%+

#跃迁后发生了
1

%+

#电子转移!

延长了荧光寿命$

由于荧光光谱所能观察到的时间尺度远小于
Q#*#71

!

故能更好地分辨电子传递过程中结构变化引起的光谱变化$

如
,J705-%

等(

;D

)研究了黑腹果蝇昼夜蓝光感受器隐花色素

"

5B0

2

#在暗适应"受体#状态%光适应"信号#状态和长时间紫

光照射下的吸收和荧光行为$

5B0

2

中的
86N

辅因子以氧化

形式"

86N

$d

#存在$

Q

形
86N

$d

的光激发引起从腺嘌呤部分

到异咯嗪部分的快速分子内电子转移!紧随其后的是从相邻

色氨酸残基到带正电腺嘌呤部分的分子间电子转移$恢复了

中性的腺嘌呤部分充当了异咯嗪阴离子和相邻色氨酸阳离子

之间的电荷分离剂$电荷分离!蛋白质构象变化和蛋白质极

化引起的电荷屏蔽使
86N

*

U 在极短的时间范围内保持稳

定!缓慢地重新氧化成
86N

$d

$

86N

*

U也能再受光激发引起

氧化电子转移!从而在皮秒至纳秒的时间尺度上将
86N

*

U

转换回
86N

$d

!并将
A0

(

L转换为
A0

(

$初步描绘了黄素体系

光化学循环过程$

Y4174t1M3*@3M

(

;G

)报道了四种核黄素衍生

物"

FN@̂%

!

Y@̂%

!

)V-A6@8

和
)OP̂%

#在甲醇中的光诱导降

解过程$吸收光谱与发射光谱研究发现光解过程具有相当大

的量子产率$其中
FN@̂%

和
Y@̂%

在厌氧条件下进行的光解比

在氧气存在下进行的光解要有效得多!说明三重激发态参与

了光化学过程$唯一的例外是
)OP̂%

!其中没有检测到氧对

光解稳定性的影响!因为氧的存在不影响
)OP̂%

的光解量子

产率$对
)*

苄基
*

核黄素和
)OP̂%

获得的结果的比较证实光降

解主要发生在核糖基链$无论存在或不存在氧!该反应仍以

相似的量子产率发生$因此!该反应很可能不涉及三重态$

与其他黄素相比!

)V-A6@8

则明显更耐光!其衍生物的光

稳定性高于核黄素本身$

但是!仅仅对于黄素及衍生物的荧光光谱进行研究!而

不考虑其在生物中实际的作用机制!显然欠缺一定的说服

力$荧光光谱同样可以针对生物对象直接开展研究$

_$34

K

等(

;=

)使用杆状病毒衍生的表达系统!在活的
,̂";

昆虫细胞

中高水平表达了人和果蝇的隐花色素蛋白$使用蓝光照射完

整的细胞!通过荧光和电子顺磁共振波谱监测产生的隐花色

素光反应过程$发现人类和果蝇细胞内隐花色素蛋白中结合

的黄素!在光诱导下其氧化还原状态发生改变$黄素氧化态

的还原与半醌中间体信号的出现同之前从植物中提取的隐花

色素蛋白在体外观察到的变化相同$表明隐花色素在生物体

内外所经历的光反应过程是一样的$

荧光光谱能够识别物种的基态与激发态!并且时间尺度

更短!非常适合研究反应过程中出现的激发态中间体$通过

荧光光谱!黄素体系光反应过程中的多种中间体被识别出

来!光反应过程被补充完全!有力地促进了黄素电子转移过

程的探索$

)

!

瞬态吸收光谱

!!

瞬态吸收光谱"

A6,

#是一种常见的超快激光泵浦
*

探测

技术!是研究物质激发态能级结构及激发态能量弛豫过程的

有力工具$将瞬态吸收光谱应用于黄素光循环过程研究!能

够捕捉到中间产生的自由基对等物种$相比于稳态光谱!瞬

态光谱的分辨能力能够达到飞秒甚至更低的时间尺度$

"++)

年
S7$e347

(

;>

)等率先利用瞬态吸收光谱证明拟南芥

隐花色素的初级光反应涉及从色氨酸和酪氨酸残基到激发的

86N

辅基的蛋白内电子转移$

"++=

年
P:M3.1

(

"+

)利用瞬态吸

收光谱研究了大肠杆菌
N'6

光解酶的光致电子转移!发现

电子在三个色氨酸残基间的转移速度较快!在约
)+

(

1

的时

间内沿残基链跳跃!使
86N

辅基形成还原态的
86N_

U

!但

是
86N_

U

*A0

(

*

L的稳定依赖于色氨酸的去质子化!时间尺

度在
"++41

$

P7

等(

";

)用飞秒瞬态吸收光谱研究了
86N

和

8V'

的激发态动力学随
(

_

的变化$他们表征了黄素在三

种质子化状态下的激发态吸收光谱!发现阴离子和中性状态

具有相似的激发态吸收光谱!但阴离子单重激发态系间窜越

率远高于中性激发态$质子化激发态的瞬态吸收光谱明显不

同于其他形式!这表明质子化后发色团中存在高度的电子再

分布$对质子化激发态的进一步研究发现基态和激发态分子

呈现不同的质子化位置$在低
(

_

和高
(

_

条件下!

86N

均

为-开放.构象!其激发态动力学与
8V'

相同$这种构象变

化是由于腺嘌呤环在低
(

_

时质子化和异咯嗪环在高
(

_

时

去质子化而引起的$在中性
(

_

范围内!

86N

采用-闭合.构

象!由于两个芳香族部分之间的堆积作用!

86N

表现出快速

的激发态失活$

同时!由于仪器技术的进步!

Q#*#71

的测定也开始向

时间分辨领域进行拓展!观察到一些寿命较短的物种对吸收

光谱的影响$

"++>

年
P34

K

-493.J-0

(

""

)引入时间分辨
Q#*#71

技术!以藻类隐花色素作为研究对象!确认从色氨酸到黄素

的电子转移在
;++41

内完成!形成了黄素阴离子自由基!而

发生质子转移的物种衰变时间常数则为
;&G

#

1

$将电子转移

+G)

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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和质子转移的时间尺度严格区分开$

"+;+

年的进一步研究表

明!

)++

(

1

"

;+41

的时间尺度内几乎没有吸收变化!说明此

范围内没有电子的转移与重新结合(

")

)

$同年
O03̀305

(

"!

)利用

宽带
Q#*#71

飞秒吸收光谱对隐花色素进行了研究!发现色

氨酸链的电子转移速度比在
N'6

光解酶中快!已经达到亚

皮秒尺度$原因可能是在隐花色素中!黄素基团的存在形式

是氧化态的
86N

$d

!其最低激发态的电荷分布有利于近端色

氨酸残基的电子转移$最近!

W041/

(

"F

)监测了一种黄素蛋

白+++

X

j

1P

单加氧酶经历光诱导还原过程的时间分辨
Q#*

#71

!阐明了
'6N

"

X

#

_

和
86N

之间的电荷转移涉及一个单

电子转移的两步反应!导致了一个瞬时的中性半醌中间体的

生成!证实了蛋白中黄素的完全还原是通过两个连续的电子

转移步骤!而不是通过离子的一步转移完成的$

64/7%%

(

"D

)等

设计仿生囊泡系统研究了黄素与色氨酸在脂质双层膜上的电

子转移反应!在微秒级别的时间尺度上!对于三种不同的囊

泡系统!测定了
Q#*#71

!推算了动力学过程$证明嵌入囊泡

双层中的核黄素四丁酸酯"

@8AO

#可以与色氨酸分子在囊泡

内部或整体溶液中进行电子转移$包裹在囊泡内部的
8V'

可以经过小泡双层进行电子转移!从而产生磁性敏感的自由

基对!扩散重遇产生的自由基对之间还可以通过借助简并电

子的交换能发生电子反向转移$

R703M

(

"G

)利用瞬态吸收光谱比较了玫瑰黄素和核黄素在

水和有机溶剂中的光动力学!发现与核黄素不同!玫瑰黄素

的激发态分子内电荷转移是通过二甲氨基的给电子效应和羰

基的吸电子效应来实现的$

BJ34

K

等(

"=*">

)则从结构出发!首

先研究了
8V'

和
86N

在溶液和惰性蛋白质环境中五种氧

化还原状态下的激发态动力学!观察到黄素寿命和电子转移

动力学受异咯嗪环的平面性与柔性控制!之后在皮秒尺度观

测了黄素蛋白三个氧化还原状态中的超快溶剂化动力学!阐

明了水合网络和局部蛋白质构象之间的内在动力学关系!最

终将影响黄素蛋白的电子转移过程$

随着仪器技术的发展!飞秒泵浦
*

探测技术也开始用于

化学研究!尤其在超快动力学领域大放异彩$

"+;"

年
YI*

I-%4

等(

)+

)运用了飞秒泵浦
*

探测技术!研究隐花色素受蓝光

激活后的蛋白分子内电子转移!将电子从色氨酸向黄素基团

转移的初级过程确定在
+&!

(

1

的时间尺度$

"+;!

年
Vr%%-0

等(

);

)研究了
6AX

在植物黄素电子转移中的作用!发现初级

电子转移形成
86N

*

U

UA0

(;

_

*

L自由基对后!后续电子转

移的路径分配受
(

_

值和
6AX

的影响$

6AX

会降低质子与

86N

辅基的结合能力!促进色氨酸电子传递链与质子转移

的竞争$

超快光学手段也能够分辨出一些之前观察不到的动力学

过程$单重态与三重态吸收光谱发生的红移程度不同!光谱

的时间分辨率越高!越容易将二者区分开$例如尽管早期证

据和理论支持隐花色素中的自由基对起源于三重态(

)"

)

!但

之后观测到的隐花色素中的磁敏自由基对都起源于单重

态(

))

)

!这一问题长期困扰着科学界!一种可能是三重态的特

征吸收被单重态掩盖难以分辨$

"+;>

年
O73%31

(

)!*)F

)等在四螺

旋蛋白质骨架上固定黄素和色氨酸残基!运用飞秒泵浦
*

探

测方法!测量了其黄素
*

色氨酸自由基对光致电子转移的动

力学过程$首次确认了黄素
*

色氨酸自由基对的形成既可以

始于单重态!也可以始于三重态$

V30/74

(

)D

)等用飞秒偏振瞬态吸收光谱对非洲爪蟾"

D*!

#

光解酶中带有氧化态
86N

的光活化反应进行了详细的分析$

非洲爪蟾"

D*!

#光解酶的特点是其电子传递链上有四个而非

三个色氨酸残基$实验表明被激发的黄素约
+&F

(

1

内被附近

的色氨酸残基还原!产生
86N

*

U和
A0

(

_

*

L自由基$在皮秒

时间尺度下的后续动力学步骤中!正电荷沿着色氨酸四联体

进行迁移!与电荷重组竞争$并且观察到第四个色氨酸的氧

化速度与第三个色氨酸的氧化速度一样快"约
!+

(

1

#!这意

味着这两个残基之间的电子转移速度非常快$由此他们提

出!在大多数动力学过程中!正电荷实际上在各种色氨酸残

基上离域化!而电荷重组是通过近端色氨酸残基发生的$

P3.$I93/

(

)G

)则报道了传递链上第四个氨基酸为酪氨酸的莱

茵衣藻类动物隐花色素"

B03B@H

#!其
86N

辅基还原与色氨

酸三联体传递电子的时间尺度与其他隐花色素类似!但酪氨

酸残基的氧化和去质子化则在约
=++

(

1

内发生!使得

86N

*

U更易质子化为长寿命的
86N_

*

U物种!延长了自由

基对的寿命"图
)

#$

图
P

!

莱茵衣藻#

?+6?(Z

$隐花色素电子转移过程*

PG

+

:8

1

&P

!

F4));)-5+0,5+6,.*)+

=

+0-)..0*54)6,8>6;9;8[)-+

3=

509

-4+0>)0*?4;6>

3

70>0,6.+)8,46+7588

"

?+6?(Z

#

(

PG

)

!!

瞬态吸收光谱还可用于化学磁效应的相关研究!

[-0

(

3%

等(

)=

)使用瞬态吸收光谱证明
BX8

分子三联体系统在与鸟类

磁接收相关的场区中的磁场响应具有明显的方位依赖性$这

些结果强调了基于自由基对的化学磁罗盘的可行性!为可开

发的化学磁罗盘系统的设计和操作提供了进一步的指导$随

后
P-b71

等(

)>

)证明!施加弱磁场的条件下!-低场效应.会导

致自由基对经历
,

和
A

+

态之间依赖于时间的布居转移的新

路径!而不是先前所认为的
,

和
A

m

态之间的布居转移$解

决了当与-高场效应.相结合时!如何解释在某些磁场强度下

观察到的在
BX8

自由基和瞬态吸收实验中观察到的不寻常

的三相行为的问题$

作为目前最为先进的光学研究手段!瞬态吸收光谱能够

在皮秒乃至飞秒的时间尺度精确地识别目标物种!分辨动力

;G)

第
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学过程的时间顺序$其应用取得了许多新的成果!尤其对自

旋相关自由基对的研究!极大地推进了黄素电子转移过程研

究进程$但也因其出现较晚!在实验平台的搭建和实验的设

计上还没有较为成熟的通用方案!仍有较大的改进空间$

!

!

光化学诱导动态核极化技术

!!

光化学诱导动态核极化"

(

J$/$*.J-I7.3%%

2

745:.-55

2

*

43I7.4:.%-30

(

$%307̀3/7$4

!

(

J$/$*BYN'X

#是一种在光照条件

下由于产生非玻尔兹曼核自旋极化而使核磁共振"

'V@

#波

谱信号强度发生明显变化的效应$核磁共振"

'V@

#谱可以

观察到这种非玻尔兹曼核自旋极化增强的吸收"正#或发射

"负#信号$发生变化的
'V@

信号为人们深入了解自由基反

应中间体提供了便利条件$因此!

(

J$/$*BYN'X

技术成为研

究光诱导电子转移反应机理和反应中间体的十分有效的

手段$

液态
(

J$/$*BYN'X

效应最早在
;>DG

年被发现(

!+*!;

)

$其

发生机理是自由基对机理"

@XV

#!

(

J$/$*BYN'X

信号强度与

局部电子自旋密度"各向同性超精细耦合常数
#

71$

#相关!并

且信号的符号取决于反应参数!例如超精细耦合常数
_8B

!

朗德因子
0

等$液态
(

J$/$*BYN'X

的磁场依赖性实验允许对

所有这些参数进行建模!从而确定自旋相关自由基对

"

,B@X

#的自旋动力学过程$

"++F

年
@7.J/-0

等(

!"

)以紫花苜

蓿向光素
PC#"!F+6

突变体为研究对象!首次报道了用液

态
'V@

探测的完整黄素辅因子
*

蛋白质体系中的
(

J$/$*BY*

N'X

结果$紫花苜蓿向光素中含有
8V'

辅基!在蓝光照射

下!在属于
8V'

的异咯嗪环部分的某些碳的共振中出现了

异常强烈的核自旋极化$相反!属于
8V'

核糖基侧链碳的

'V@

信号强度不受光的影响$证明光照激发后参与生成自

由基对中间体的是
8V'

中的黄素部分$

"+;!

年
[$/J-

等(

!)

)

对同样的突变体进行研究!确认其中
(

J$/$*BYN'X

效应的出

现来自于黄素受激后的三重态及形成的三重态自由基对$

8-%5I-7-0

等(

!!

)开发了一种用于
'V@

光谱研究的
PWN

照明装置!能够将样品内部的光强提高约
=++

倍$这种
PWN

装置可以在脉冲和连续波模式下使用!并且便于时间分辨的

(

J$/$*BYN'X

以及整个反应路径的检测!可以用来研究光催

化中下游中间体和溶剂效应的相关性$为
(

J$/$*BYN'X

的进

一步发展提供了技术支持$

X$I

(

-

等(

!F

)详细分析了水环境

中
8V'

和三个具有不同甲基化模式的类似物的时间分辨

(

J$/$*BYN'X

谱!根据在不同
(

_

值下记录的
(

J$/$*BYN'X

谱!推导了所研究的黄素类似物与
P*

色氨酸的光反应的机理

细节$这为研究某些蓝光感受器的电子转移机理以及探究用

黄素类似物取代天然黄素的方法开辟了新的途径$

王孝杰课题组(

!D*!=

)合成了黄素
*

色氨酸二联体分子

8;+A

!其中黄素"

8

#残基通过脂肪链与色氨酸"

A0

(

#残基相

连$黄素和色氨酸之间中心到中心的距离"约
;D&Fu

#与天然

隐花色素中
86N

和色氨酸之间的距离"约
;=u

#接近$液态

;

_XJ$/$*BYN'X'V@

研究发现
8;+A

光化学过程同
8V'

,

A0

(

溶液体系一致!表明
8;+A

保持了分子各部分性质独立!

具有超分子特性$其
(

J$/$*BYN'X

信号不具有浓度依赖性!

表明
8;+A

发生的是分子内电子转移$在蓝光照射下!

8;+A

受激发后经电子转移形成
,B@X

通过磁场依赖性
(

J$/$*BY*

N'X

研究发现!

8;+A

形成的
,B@X

单重态与三重态之间的

转化可以被极微弱的磁场影响"如图
!

#!从而开创了通过模

型化合物开展生物磁感应研究的新途径!为化学磁罗盘的开

发提供了新的思路$

由于液体核磁共振研究大分子量%高粘度样品时存在局

限性!学界开始研究在固体魔角旋转"

I3

K

7.*34

K

%-1

(

74474

K

!

V6,

#核磁共振中是否存在
(

J$/$*BYN'X

效应$固态和液态

(

J$/$*BYN'X

之间的一个显著差异是!液态
(

J$/$*BYN'X

的

发生机理是自由基对机理"

@XV

#!而固态
(

J$/$*BYN'X

除

了
@XV

外!还有与
@XV

一同起作用的另外三种机制'三旋

混合"

A,V

#!衰变差异"

NN

#和弛豫差异"

N@

#$已有研究者

认为!

A,V

是禽类生物磁罗盘自旋变化的重要模式$与

@XV

相似!

A,V

极化是通过三重态和单重态之间的相干振

荡来放大的$

图
M

!

:%EF

分子受外加磁场影响的光循环过程*

MS

+

:8

1

&M

!

F4)

=

4050-4)>8-6;-

3

-;)

=

+0-)..0*:%EF>0;)-<;).

6**)-5)7B

3

6,)Y5)+,6;>6

1

,)58-*8);7

(

MS

)

!!

固态
(

J$/$*BYN'X

效应首次在冷冻的细菌光合作用反

应中心"

0-3./7$4.-4/-01

!

@B1

#中被观察到(

!>*F+

)

!之后在所有

的天然光合作用
@B1

中都观察到了固态
(

J$/$*BYN'X

效应!

但在光合作用
@B1

以外的系统中很长一段时间内都没有发

现这种效应$直到
"+;+

年
if0

K

等(

F;*F"

)于向光素"

PC#;*

BFG,

#的突变体中首次观察到非光合作用系统的固态
(

J$/$*

BYN'X

效应$为研究黄素电子转移提供了新的研究手段$并

且!固态
(

J$/$*BYN'X

信号在外加磁场的作用下出现了明显

的差异!为探究鸟类地磁导航的生物学机制提供了新思路和

方法$研究表明!隐花色素的固定化会导致
_8B

的张量性

质在磁场上产生各向异性相互作用!从而形成磁罗盘的基础

架构$

近年来!

(

J$/$*BYN'X

向利用同位素标记特定位点研究

光反应结构域进行拓展!

N74

K

等(

F)

)用同位素标记了色氨酸

电子供体$研究了莱茵衣藻的半胱氨酸缺失型向光素
PC#;*

BFG,

中的固态
(

J$/$*BYN'X

效应及其机理!不仅观察到了

;)

B

(

J$/$*BYN'X

信号!而且首次在缺乏半胱氨酸的结构域

中观察到了;F

'

(

J$/$*BYN'X

信号$随后测量了磁场依赖性!

理论能级交叉分析表明!在强磁场下!各向异性机制起主导

作用!这意味着在溶液中出现了与固态
(

J$/$*BYN'X

相同的

"G)

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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机制$

(

J$/$*BYN'X

技术将黄素体系电子转移过程的研究向自

旋动力学领域进一步拓展!能够测定自旋相关自由基对在环

境影响下产生各向异性相互作用的变化过程!对电子转移过

程中有自旋相关自由基对产生的反应体系尤为适合$并且

(

J$/$*BYN'X

能够反映出低至地磁场水平的微弱磁场变化!

将为黄素体系参与生物地磁导航机制的研究及化学磁罗盘的

开发提供有力的帮助$

F

!

腔吸收与单分子光谱

!!

通常情况下!光谱学研究的是体系内全部分子的统计数

据!实际上得到的是整个系统的平均响应或某个物理量的统

计平均值!这一平均效应掩盖了许多特殊的信息$如果尽可

能降低被测样品浓度!乃至针对单个分子展开研究!就能够

更好地观察反应过程!从而得到与分子微环境相关的信息

等$但是显然!样品浓度的降低会带来信号强度减弱!噪声

过大等问题!需要提高实验装置的灵敏度并降低检测限$为

此!腔吸收光谱与单分子光谱技术走进了化学家的视野$

腔吸收光谱主要包括腔衰荡吸收光谱"

B@N,

#与腔增强

吸收光谱"

BW6,

#$二者都需要将样品置于激光谐振腔内!

不同之处在于腔衰荡吸收光谱通过测量谐振腔内激光的衰减

速率来反演分子浓度!对机械斩波的精确度要求较高&腔增

强吸收光谱是基于腔衰荡吸收光谱技术发展起来的一种新的

高灵敏度光谱技术!通过扫描激光频率!使其与谐振腔某一

腔模频率共振而激发腔内光场$

R$%%7/1.J

等(

F!

)设计了腔衰荡

的瞬态泵浦
U

探测实验装置!使用微型泵控制进样量!以人

工合成的黄素蛋白为对象研究了隐花色素中黄素与第一个色

氨酸残基之间的初级电子转移过程!发现色氨酸残基与黄素

残基的距离与磁敏性之间存在强相关$由于人工合成蛋白中

二者距离较天然蛋白要近!电荷分离不能有效地与系间窜跃

竞争!其结果是其中的自由基对以三重态而不是单重态产

生!并表现出与天然隐花色素相反的磁场效应$

单分子技术不仅可以用于吸收光谱和荧光检测!也可以

进行
WX@

和
'V@

实验!但是对于具有超分子性质的自由基

对是否适用还没有确切的结论$

YM-

2

3

等(

FF

)尝试将单分子光

谱的范围扩展到单个自由基对!对利用
86N

分子进行自旋

化学实验的可行性进行了详细的研究$根据理论预测提出了

单个自由基对的单分子光谱的一致性理论!表明聚集现象受

自由基对中单重态
*

三重态相互转化的影响!而相互转化又

受局域磁场和外磁场的影响$结论是!通过荧光检测观测单

个
86N

分子的磁场效应是可行的!但在实验上对综合荧光

强度和荧光事件统计的测量具有挑战性$

不难看出!具有高灵敏度的腔吸收光谱与单分子光谱在

研究黄素体系电子转移中有着极为广阔的应用前景!但是由

于设备要求高!起步较晚!还有一些理论与实验中的难题尚

未解决!有待进一步探索$

D

!

总结与展望

!!

黄素类物质常常在生物体内充当蓝光受体!研究其受光

照激发及后续的电子转移过程显然对于人们深刻认识多种生

命过程的化学机理有着重要的意义$光谱手段从早期的单纯

根据吸收峰判断电子跃迁类型!到后来的通过瞬态光谱分辨

物种和反应历程!再到与波谱手段联用检测化学环境最细微

的变化!与相关技术和理论的进步是分不开的$

总体来看!黄素体系电子转移过程研究主要集中在两个

方面'"

;

#光化学反应过程基本规律研究$早期研究集中于

此!也涉及到了一些动力学过程$主要利用的是光谱手段!

涉及光化学过程$从整体上看!呈现时间尺度由长到短!灵

敏度由低到高!分辨率由粗糙到精确的特点$尤其是超快光

学手段的引入!使得时间分辨率有了大幅的提高$当然!光

谱信息纷繁复杂!如何解读光谱信号!从中提取有用的信息

也是一个需要认真思考的问题$尤其值得注意的是!新兴的

光谱手段还没有一个比较通用的实验方案!基本是根据实际

情况来设计实验装置与方案!在可重复性和规范性上还有所

欠缺$对此!学习物理学中一些成熟的技术会是比较好的选

择$同时!由于黄素体系普遍具有易光解的特点!还需要在

光斑能量密度等方面做出适合光化学研究的调整$"

"

#生物

地磁感应机理研究$隐花色素作为生物磁敏物质的观点被提

出后!它的电子转移过程不仅涉及生物地磁导航的机理!还

涉及化学磁场效应的实现$故而后期研究更关注于此!拓展

到自旋动力学领域!尤其是对于其中形成的自旋相关自由基

对的研究$这一时期在原有技术的基础上结合运用了多种波

谱手段!取得了较大的进展$通过这些新手段的引入!有望

能更加清楚地阐释黄素体系电子转移过程在生物地磁感应机

制中扮演的角色!推进化学磁罗盘的开发$

本文主要介绍了黄素体系电子转移机理研究过程中所运

用的各种光谱,波谱手段与取得的研究成果!对其未来发展

方向进行展望$我们相信!随着技术的发展与理论的完善!

加之科研工作者的不懈努力!在不远的将来黄素电子转移机

理的面纱将被完全揭开$
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