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摘要  采用稳态吸收、荧光和皮秒时间分辨荧光光谱手段研究了假根羽藻(Bryopsis corticulans)捕光色
素-蛋白复合物 LHCⅡ(light-harvesting complexⅡ)的单体、三聚体和寡聚体中叶绿素(Chl)a的电子激发
态性质. 稳态光谱结果表明: 选择性激发 Chl a或 Chl b时, LHCⅡ寡聚体中 Chl a的荧光强度减弱并非
由Chl b → Chl a传能效率的降低造成, 主要是由聚集体内激发态Chl a的快速猝灭机制引起的. 时间分
辨荧光动力学分析表明: 不同聚集态 LHCⅡ中 Chl a 的荧光动力学遵从双指数衰减行为, 长寿命组分
(4.1~4.7 ns)来源于 LHCⅡ中 Chl a的荧光发射; 短寿命组分(135~540 ps)归属为组成聚集体的蛋白单体
内 Chl a分子间的激发态能量平衡过程, 该能量平衡过程的时间尺度因 LHCⅡ的聚集程度不同而异, 在
寡聚体(135 ps)中比在单体(540 ps)和三聚体(520 ps)中的平衡显著加快. 上述结果表明, LHCⅡ的三聚体
向PSⅡ反应中心传能的本领最强, 而寡聚体则具有较强的猝灭LHCⅡ内Chl a电子激发态的能力, 这可
能是一种通过 LHCⅡ分子结构的转换来实现光保护功能的机制. 

关键词  捕光色素-蛋白复合物  时间分辨荧光  能量传递  假根羽藻(Bryopsis corticulans) 

在植物或藻类的光系统Ⅱ(photosystemⅡ, PSⅡ)
中 , 捕光色素 -蛋白复合物LHCⅡ (light-harvesting 
complexⅡ)起到捕获光能和光保护的双重作用. LHC
Ⅱ吸收光能, 并通过内周捕光天线CP43和CP47将捕
获的光能转变成电子激发能传递到反应中心 , 诱发
原初电荷分离[1]. LHCⅡ的捕光功能主要由其中的叶
绿素(Chl)a, Chl b和类胡萝卜素等色素分子来执行, 
它们的吸收范围覆盖整个可见光光谱, 因而可以充分
利用太阳能. 就LHCⅡ的光保护功能而言: LHCⅡ中潜
在的非光 化 学 能 量 猝 灭 中 心 , 例 如 叶 黄 素
(Xanthophylls), Xanthophylls-Chl a分子对和Chl a- 
Chl a分子对等, 可以直接猝灭单重激发态的Chl a并
以热的形式耗散过剩的电子激发能 , 从而避免强光
导致的损伤 [2~6]; 此外, 类胡萝卜素可以通过猝灭三
重激发态叶绿素而避免有害单重态氧的产生, 并且可
以直接清除光合作用体系中的单重态氧[1,7,8]. LHCⅡ
中的色素分子 , 特别是叶绿素分子的激发态性质与
LHCⅡ的捕光和光保护功能密切相关 . 处于不同色
素-蛋白环境中的叶绿素分子电子激发态性质的差异
对LHCⅡ生理功能的发挥有重要影响.  

1994 年Kühlbrandt等人获得了 3.4 Å分辨率的豌

豆LHCⅡ晶体结构[9], 之后, Dekker等人[10]又利用电

子显微术结合图像分析对菠菜PSⅡ的LHCⅡ进行了
结构分析. 最近, Liu等人[11]利用X射线晶体衍射手段
解析出 2.72 Å 分辨率的菠菜LHCⅡ的晶体结构[11]. 
这一晶体学结构显示, 每个LHCⅡ单体中结合着 8个
Chl a和 6 个Chl b, 2 个叶黄素(Lutein), 1 个新黄质
(Neoxanthin)和 1 个紫黄质(Violaxanthin). 色素分子
主要通过配位键和范德华力等与脱辅基蛋白的氨基

酸残基结合. 目前已知LHCⅡ存在多种聚集形态, 如
单体、三聚体和寡聚体等[12~14], 不同的蛋白质分子结
构影响其色素分子的结合环境 [15], 从而势必会对色
素分子的电子激发态性质产生较大的影响 [16,17], 因
此 , 不同聚集态LHCⅡ其吸能和传能作用可能具有
较大的差异.  

假根羽藻(Bryopsis corticulans)是一种生长在潮
间带的海生绿藻, 在每个潮汐周期中, 它都经历着露
出海平面暴露在强烈的阳光照射与没入海水中接收较

弱的蓝绿光这一剧烈的光照变化. 我们从其类囊体膜
中分离、纯化获得不同蛋白质聚集形式的 LHCⅡ, 即
单体、三聚体和寡聚体, 并且运用稳态光谱和时间分
辨荧光光谱手段对假根羽藻(Bryopsis corticulans)不
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同聚集态的 LHCⅡ中 Chl a的激发态性质进行分析、
研究, 试图阐明不同蛋白质分子结构对 LHCⅡ中 Chl a
分子间的能量平衡速率及其对 LHCⅡ向 PSⅡ反应中
心传递激发能的影响. 

1  材料与方法 

1.1  样品制备和稳态光谱 

用阴离子交换色谱层析和凝胶过滤色谱层析方

法从假根羽藻(Bryopsis corticulans)叶绿体的类囊体
膜中分离、纯化出LHCⅡ, 经蔗糖密度梯度离心分离
获得LHCⅡ的单体、三聚体和寡聚体[18,19].  

LHCⅡ样品被分散悬浮在含 0.05%去垢剂
n-Dodycel-β-D-Maltoside的 TMK(20 mmol/L Tricine- 
NaOH, pH 8.0, 40 mmol/L MgCl2, 80 mmol/L KCl)缓
冲体系中, 为了对 LHCⅡ的单体、三聚体和寡聚体进
行光谱学分析和研究 , 稳态荧光和时间分辨荧光光
谱实验中所用 LHCⅡ的叶绿素浓度均调整为 15 
μg/mL.  

稳态吸收光谱用 U-3310 光谱仪(Hitachi, 日本)
测定, 稳态荧光发射和荧光激发光谱由 F-2500 (Hi-
tachi, 日本)荧光光谱仪检测 . 实验都是在室温下进
行的.  

1.2  时间分辨荧光光谱 

由掺钛蓝宝石激光器(Tsunami, Spectra Physics)
产生的锁模脉冲(800 nm, 80 fs, 82 MHz), 经再生放
大器(Spitfire, Spectra Physics)后, 获得能量放大的激
光脉冲(800 nm, 120 fs, 1 kHz), 再经由光学参量放大
器(OPA-800 CF, Spectra Physics)产生 650 nm的激发
脉冲. 照射到样品上的单脉冲能量约为 1 μJ. 样品产
生的荧光由单光子记数型条纹相机(C2909, Hamamatsu)
检测, 获得时间分辨和光谱分辨的三维荧光光谱. 仪
器时间响应函数约为 30 ps(半峰宽). 实验都是在室
温下进行的. 荧光动力学分析软件是基于 Matlab 5.2 
(MathWorks)编制的.  

2  实验结果 

2.1  稳态吸收光谱 

图 1 给出了 LHCⅡ单体、三聚体和寡聚体在室
温下的吸收光谱. LHCⅡ在整个可见光谱区均有吸收: 
位于 470和 652 nm的吸收分别对应于 Chl b的 Soret
和 Qy吸收带, 436和 670 nm的吸收分别对应于 Chl a
的 Soret和 Qy吸收带; 类胡萝卜素的主吸收谱带位于 

420~520 nm范围, 由于被Chl b的吸收所掩盖而表现
不明显[20]. 比较不同聚集态LHCⅡ的Qy吸收带发现, 
寡聚体中Chl a的吸收峰(675 nm)相对于其他LHCⅡ
有约 5 nm的红移, 这是由于蛋白质高度聚集造成色
素之间的距离缩短, 从而导致分子间电子-电子相互
作用增强、Chl a激发态能级降低. 另外, 寡聚体中
Chl b在 470 nm(Soret)和 652 nm(Qy)处的吸收相对于
Chl a在 436和 675 nm处的吸收大大减弱, 说明与三
聚体和单体相比寡聚体中Chl b的含量减少了. 磷脂
分子(磷脂酰甘油等)有助于稳定LHCⅡ的聚集态 [21], 
LHCⅡ的晶体结构[11]显示磷脂位于单体之间的区域, 
它们的存在可能引起部分氨基酸残基和Chl b的结合
位点被掩盖 , 使得Chl b分子无法与之结合而丢失 , 
导致寡聚体中Chl b的含量减少.  

 
图 1  假根羽藻(Bryopsis corticulans)LHCⅡ单体、三聚体和

寡聚体的紫外-可见吸收光谱 
已对 Chl a Qy吸收峰值归一化 

2.2  稳态荧光光谱 

在室温下分别用 436和 470 nm的激发光激发不
同聚集态的 LHCⅡ样品, 分别得到如图 2(a)和 2(b)
所示的荧光光谱. 从 LHCⅡ的吸收光谱可知在 436 
nm处主要激发了 Chl a, 将其从基态激发至高电子激
发态(Soret), 然后内转换至 Qx 态和最低单重激发态

Qy, 最终从 Qy态发荧光(图 2(a)). 从图 2(a)还可以看
到单体、三聚体的荧光强度相差不大, 而寡聚体荧光
则显著减弱. 当用 470 nm 的光激发样品时(图 2(b)), 
发现与 436 nm激发得到的荧光光谱不同, 除了 Chl a
的荧光峰(682 nm)外, 在其短波方向增加了一个肩峰
(655 nm), 而且寡聚体中该峰很明显, 这是属于 Chl b
的荧光发射带. 470 nm的光脉冲主要将 Chl b激发至
其高电子激发态, 然后经内转换至 Qy 态发荧光或者 
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图 2  假根羽藻(Bryopsis corticulans)LHCⅡ在 436 nm激发
下(a)和 470 nm 激发下(b)的荧光发射光谱以及在 700 nm 

观测波长下的荧光激发光谱(c) 
(b)中插图已将相应荧光发射谱在约 682 nm处进行了归一化.  

(c)中的荧光激发谱已归一化 
 

将能量传递给 Chl a, 再从 Chl a的 Qy态发荧光, 所
以样品同时表现出 Chl b和 Chl a的荧光.  

将不同聚集态 LHCⅡ的荧光发射光谱在 682 nm
处归一化(图 2(b)内插图), 可以看到, 寡聚体中 Chl b
荧光峰的相对强度很大 , 而从吸收光谱已知在寡聚
体中 Chl b的含量较单体和三聚体中少, 这似乎表明
在寡聚体中 Chl b向 Chl a能量传递的能力较单体和 

三聚体低. 为了澄清这一点, 测定了LHCⅡ单体、三
聚体和寡聚体的荧光激发谱(图 2(c)), 并将其与图 1
中的吸收光谱相比较, 目的在于得到Chl b向Chl a能
量传递的效率 . 由于LHCⅡ中各种色素的光谱重叠
严重, 无法采用Akahane等人[22]的方法选择一个合理

的归一化位点来计算能量传递效率, 我们采用了Das
等人[23]的方法来估算Chl b向Chl a的能量传递效率, 
即从吸收谱和荧光激发谱中解析出各种色素的吸收

贡献, 然后积分激发谱中Chl b的面积和吸收谱中Chl 
b的面积, 将二者的比值作为Chl b向Chl a的能量传递
效率. 这样得到的Chl b向Chl a能量传递的效率在不
同聚集态LHCⅡ中分别为: 79%(单体), 85%(三聚体)
和 91%(寡聚体). 其中, 寡聚体中Chl b向Chl a的能量
传递效率最高. 显然, 前述寡聚体中Chl b的荧光相对
较强的现象并不能说明Chl b向Chl a传能的效率低.  

2.3  皮秒时间分辨荧光光谱 

图 3 是以中心波长为 650 nm的脉冲激光激发 3
种不同聚集形式的 LHCⅡ所得到的时间分辨荧光光
谱. 可以看出, 0.1 ns 以后随着时间变化荧光光谱形
状几乎没有变化, 只是强度逐渐衰减. 但是零时刻的
荧光光谱在短波长 665 nm 左右有弱的荧光, 这个弱
荧光在 0~0.1 ns之间消失, 表明在 100 ps以内已经完
成了 Chl b向 Chl a的能量传递, 由于时间分辨率(30 
ps)的限制, 以下我们将主要讨论 Chl a在较慢时间尺
度上的发光动力学行为. 

比较 3 种不同聚集形式的 LHCⅡ的荧光动力学
衰减曲线(图 4)发现, 单体和三聚体荧光强度的衰减
动力学行为基本一致 , 而寡聚体的荧光衰减较单体
和三聚体加快了 . 为了对其动力学过程进行全面的
分析, 选取 20 个代表性波长下的荧光动力学衰减曲
线进行了 Global 全局分析. 采用双指数函数就能够
得到理想的拟合结果. 图 5 是 Global 拟合得到的
DAFS特征谱(decay associated fluorescence spectra), 
其中上图是 0.0~0.5 ns的积分荧光光谱; 中图实线是
实验得到的组分 1的积分荧光光谱(由 0.0~0.5 ns的积
分荧光光谱减去 3.5~4.6 ns的积分荧光光谱得到), 圆
圈代表拟合得到的组分 1的 DAFS特征光谱; 下图实
线和圆圈分别对应于组分 2 的积分荧光光谱(积分范
围 3.5~4.6 ns)和拟合得到的 DAFS特征光谱. 从图中
可以看到拟合得到的两个组分的特征光谱与两个不

同时间段的积分光谱符合得很好, 表明 Global 拟合 
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图 3  假根羽藻(Bryopsis corticulans) LHCⅡ的时间分辨荧光光谱(激发波长 650 nm) 

(a) 单体, (b) 三聚体, (c) 寡聚体 
 

 
图 4  假根羽藻(Bryopsis corticulans)LHCⅡ荧光衰减 

动力学曲线 
已归一化, 激发波长 650 nm, 探测波长 680 nm.  

1, 单体, 2, 三聚体, 3, 寡聚体 
 

得到的两个 DAFS 光谱组分很好地反映了时间分辨
光谱(图 3和 5). Global拟合得到的 3种不同聚集形式
的 LHCⅡ的荧光寿命列于表 1, 对于长寿命组分(τ 2), 
单体和三聚体荧光寿命分别为 4.4 和 4.7 ns, 而寡聚
体的荧光寿命略有缩短(4.1 ns), 对于短寿命组分(τ 1), 
在不同聚集形式的 LHCⅡ中的时间常数依次为 537  

 
图 5  假根羽藻(Bryopsis corticulans)LHCⅡ荧光动力学 

曲线的 Global拟合结果 
(a) 单体, (b) 三聚体, (c) 寡聚体 

 
ps(单体), 519 ps(三聚体)和 135 ps(寡聚体), 而且相对
含量依次增大. 

具有长寿命的组分(τ 2)来源于 LHCⅡ中 Chl a的
荧光, 这与文献所报道的菠菜的 LHCⅡ的荧光寿命  
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表 1  假根羽藻(Bryopsis corticulans)LHCⅡ的时间分辨荧光光谱(图 3)由 Global拟合得到的荧光寿命 a) 
寿命 单体 三聚体 寡聚体 
τ1 /ps 537 ± 13 (27%) 519 ± 16 (26%) 135 ± 3 (54%) 
τ2 /ns 4.4±0.1 (73%) 4.7±0.2 (74%) 4.1±0.2 (46%) 

a) 括号内的百分数表示该组分的相对含量 

 
(约 4 ns)基本一致[21,24]. 数百皮秒的短寿命组分(τ1)在以
前菠菜LHCⅡ的瞬态光谱研究中也有类似的报道, 但对
于其来源并不清楚 [ 24] . Barzda 等人 [ 25]报道, Chl a  
“单重激发态-单重激发态”湮灭过程发生在数百皮秒
的时间尺度上. 为此, 我们做了荧光强度与激发光强
的依存关系实验. 图 6给出单体在不同激发光强下的
荧光强度 , 可以看到荧光强度与所使用的激发光强
度成线性关系. 另外, 荧光寿命也没有随激发光强的
增加而缩短(图 6 内插图). 三聚体和寡聚体的荧光强
度/寿命与激发光强的依存关系与单体一致. 因而在
我们所采用的激发光强度下(约  4.0×1014 个光子/cm2), 
可以排除短寿命组分起源于单重态-单重态湮灭. 寡
聚体的较短荧光寿命(τ 

1=135 ps)显著短于单体和三
聚体(537 和 519 ps), 该短寿命组分可能反映了这些
LHCⅡ样品(单体, 三聚体, 寡聚体)的单体内Chl a分
子间的激发态能量平衡过程. 

 
图 6  假根羽藻(Bryopsis corticulans)LHCⅡ单体荧光强度

随激发光强度的变化趋势 
插图为荧光寿命随激发光强度的变化趋势.  

●和■为数据点 
 

3  讨论 
对于不同物种而言, LHCⅡ单体中结合的叶绿素

分子总数目有所差别, 一般为 12~14 个[9~11]. 菠菜的
LHCⅡ的每个单体结合着 8 个Chl a和 6 个Chl b[11]. 
以往的研究发现, LHCⅡ中叶绿素Chl b可以将激发 

能以不同的时间常数传递给 Chl a: 200 fs, 600 fs, 4~9  
ps[26], Chl b向Chl a的能量传递一般发生在LHCⅡ单

体内部 [ 27]. 叶绿素分子所处的蛋白微环境的不同会
影响它们的激发态能级. Chl b捕获的激发能可传递
给具有较高激发能的Chl a, 也可传递给具有较低激
发能的Chl a. 另外, 具有不同激发态能量的Chl a之
间也以不同的时间常数进行能量传递, Gradinaru等 
人[28]报道的时间常数为 300 fs, 5 ps和 12~20 ps. 单体
内叶绿素分子间的能量传递途径极为复杂 , 一般表
现为激发态能量的平衡过程 , 即能量从处于较高能
级的叶绿素分子(如高能量的Chl b和Chl a)经过多次
传递后为处于低能级的Chl a分子所接受. 这种能量
平衡过程的表观时间常数一般为数十皮秒[20]至数百

皮秒[29].  
对于本工作所研究的假根羽藻Bryopsis corticu-

lans的 3 种不同聚集形式的LHCⅡ而言, 我们将短寿
命的荧光组分(τ 1)归属于相应单体中的能量平衡时间
常数, 并提出图 7中与LHCⅡ不同聚集形式对应的荧
光动力学机制 , 这一模型可以很好地概括和解释本
研究中的各种光谱学实验结果. 在图 7 中, 我们没有
考虑Chl b, 因为Chl b → Chl a能量传递发生在单体
之内, 且在 3 ps以内完成[27], 远远快于我们的时间分
辨率(30 ps). 对于不同的Chl a分子来说, 其最低单重
电子激发态(Qy态)能级分布在一定的范围内, 能量平
衡过程由倾斜的虚线箭头表示. 另外, 文献中具有约
150 fs时间分辨率的动力学研究表明[26], LHCⅡ三聚
体内不同单体间的能量传递在 20 ps左右. 这样从图
7中不难理解, (a)和(b)两种情况下的能量平衡表观时
间常数基本相同(约 520 ps), 能量平衡过程结束后, 
最低能量的Chl a Qy激发态荧光寿命为 4.4 ns(单体)
或 4.7 ns(三聚体). 在寡聚体方面(图 7(c)), 由于蛋白
质高度聚集, 其上的Chl b结合位点发生了改变, 可
能被Chl a替代, 引起Chl b从肽链上大量解离[19], 从
而导致Chl a分子间距离进一步缩小. 这样, 所观测
到的能量平衡时间进一步缩短到了 135 ps. 事实上, 
从基态电子吸收光谱(图 1)中已看到寡聚体中Chl a对
应的峰值波长红移了 5 nm, 表明由于Chl a-Chl a 
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图 7  假根羽藻(Bryopsis corticulans)LHCⅡ不同聚集态的结构模型和荧光动力学机制示意图 

(a) 单体, (b) 三聚体, (c) 寡聚体. 倾斜的虚线箭头表示 LHCⅡ单体内叶绿素分子间的激发态能量平衡过程;  
竖直实线箭头表示荧光发射, 荧光衰减时间常数由 Global拟合得到(见表 1); 水平双向箭头表示单体间的能量传递 

 
距离减小而导致的分子间相互作用加强. 

从荧光发射谱结果来看, 无论是 436 nm激发(图
2(a))还是 650 nm激发(图 2(b)), 寡聚体中 Chl a的荧
光发射强度都明显弱于其他两种情况. 从图 7(c)不难
理解, 寡聚体中能量平衡时间(τ 1 ~135 ps)与最终荧
光寿命(τ 2

 ~4.1 ns)的缩短的协同效应导致非辐射跃
迁的速率远大于其他两种情况. 另外, Chl a-Chl a距
离的缩短可能导致“单重激发态-单重激发态”的湮灭
几率增大. 从图 2(a)和 2(b)中还可以看出, 三聚体内
Chl a的荧光强度比单体高 6%, 说明其捕光和传能的
本领高于单体 . 以上从荧光发射谱和荧光动力学两
个方面对寡聚体内 Chl a电子激发态性质的研究表明, 
LHCⅡ蛋白质的高度聚集具有猝灭 Chl a 电子激发态
的能力. 因此, LHCⅡ寡聚体可能参与光系统Ⅱ(PSⅡ)
的光保护机制.  

Mullineaux等人[30]的研究表明, 由LHCⅡ向PSⅡ
反应中心(D1–D2–Cyt b559)激发态能量传递的时间尺
度约为 330 ps, 我们观测到的寡聚体的能量平衡时间
(约 135 ps)大大短于这一时间. 这就是说, 寡聚体的
能量平衡时间快到足以与LHCⅡ向反应中心的能量
传递过程相竞争并促进激发能以热的形式耗散掉 , 
从而起到非光化学能量猝灭的作用, 参与PSⅡ的光
保护机制. 研究不同聚集态LHCⅡ中Chl a的电子激

发态性质对于深入理解它们相应的生理学功能具有

重要意义.  

4  结论 
本文采用稳态光谱和时间分辨荧光光谱手段研

究了海洋绿藻(Bryopsis corticulans)的 3 种不同聚集
形式的 LHCⅡ中 Chl a的电子激发态性质. 结果表明
三聚体的 LHCⅡ向 PSⅡ反应中心传能的本领最强, 
寡聚体具有较强的猝灭 LHCⅡ内Chl a电子激发态的
能力. 这种保持或猝灭 Chl a电子激发态能量的特性
是由 LHCⅡ单体蛋白内叶绿素分子间的能量平衡动
力学机制决定的, 受到蛋白质结构的调节. 我们认为
这可能是一种通过 LHCⅡ分子结构的转换来实现光
保护功能的机制 , 对于生活在潮间带的海洋绿藻
(Bryopsis corticulans)显得尤为重要.  
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