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光系统Ⅱ荧光特性快速扫描成象光谱技术研究
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摘 要 本文以菠菜（ Sp inica oleracea L．）叶绿体中的 PSⅡ颗粒复合物、CP47、CP43和 LHCⅡ
为材料，对其结构和功能关系进行了分析，用扫描成象光谱技术对这四种样品的光谱特性进行
了研究，并通过对其荧光发射光谱图象的处理，得到它们的荧光发射光谱曲线.分析结果表明，
PSⅡ颗粒复合物的荧光发射光谱中心波长在680.1nm，波段的范围较宽；CP43荧光光谱的中心
波长位于680nm，并在近红外区观察到振动小峰；CP47荧光光谱的中心波长在691.3nm 处；
CP47和 CP43在短波长区640nm 和长波长区720nm 附近分别出现肩峰，推测可能是样品中游
离的叶绿素 a 和叶绿素 b 分子引起；LCHⅡ荧光发射光谱的峰值位于678nm，光谱范围为
576nm～780nm.
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0 引言
  光合作用是维持地球上生命活动的最根本的
反应，它利用自然界的二氧化碳和水，把太阳能转
变成化学能，把无机物合成有机物，并放出氧气，
是生命科学中最基本，最重要的问题之一.光合
作用中一个非常关键的过程就是天线系统吸收太

阳能，并将激发能传递到光化学反应中心的过
程1，反应中心利用这部分能量从水中提取电子并
放出氧气，同时，此过程所产生的电化学势又为固
定二氧化碳和合成有机分子提供动力2.这个天
然的光物理、光化学反应具有高达90％甚至更高
的量子产额，使得光合组织以极低的消耗高效地
利用太阳能.对光合作用天线系统高效传能、转
能微观机理的研究，将为我们进一步调节、控制、
提高农作物的光能转化效率，人工模拟捕光生物
电子元件，开辟太阳能利用的新途径提供重要的
理论和技术依据.

1 PS的结构功能关系
高等植物光系统Ⅱ（ PSⅡ） 位于类囊体膜的

基粒层中2，由捕光色素蛋白复合物（ LHC Ⅱ） 和
反应中心核心复合物组成，其中反应中心核心又
可分为内周天线系统 （ CP47，CP43） 和 D1／D2／
Cyt b559蛋白复合物两部分3～5.PSⅡ是光合电子
传递链的开始，并负责水的氧化和质体醌的还原，
因此，PSⅡ在光合作用中占有很重要的地位3，6．
PSⅡ颗粒复合物包括外周天线，内周天线和反应
中心，成分较为复杂，包含大小在4～50kDa 范围
内的至少12个多肽4.

光系统Ⅱ的核心天线 CP43和 CP47，是分别
由 p abB 和 p sbC 基因编码的43kDa 和47kDa 多
肽链结合色素分子组成的色素蛋白复合物，这些
蛋白被认为是疏水性的，形成6个跨膜螺旋7，它
们是最靠近反应中心的天线色素.对其氨基酸排
列的分析表明，菠菜的 CP47和 CP43蛋白分别由
508和473个氨基酸组成.每个 CP47多肽链包
含约20～21个叶绿素 a分子和3～4个β类胡萝
卜素分子，而每个 CP43多肽链包含约19～20个
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叶绿素 a分子和4～5个β类胡萝卜素分子8.还
有结果显示，除 β类胡萝卜素之外，CP47、CP43
还含有少量的叶黄素9.内周天线的主要功能在
于，它能在外周天线和反应中心之间传递激发
能8.近来的研究结果显示，CP47还参与33kD 锰
稳定蛋白的结合，其部分区域对稳定水裂解酶和
组成 PSⅡ核心复合物很重要；CP43可能具有蛋
白酶的作用，它的丢失会影响 QA 与 PSⅡ核心复
合物的电荷重组.

LHCⅡ是目前研究得最多的捕光色素，它结
合了绿色植物近50％的叶绿素分子.在高等植
物中，LHCⅡ的天然生理状态主要是以三聚体的
形式存在的10，在植物转绿过程中，首先形成的是
单体，然后再形成三聚体6.Ku ¨hlbrandt 等已于
1994年成功地获得豌豆的 LHCⅡ的二维晶体，
并用分辨率为0.34nm 的电子检晶术对其结构进
行分析11.他们的研究结果表明，每个单体包含约
7个叶绿素 a 分子、5个叶绿素 b 分子、2个类胡
萝卜素分子和2个叶黄素分子.从有关参量可以
看出所有的叶绿素 b分子与叶绿素 a 分子，以及
叶绿素 a分子与类胡萝卜素分子之间都存在紧密
的连接，这种结构正是叶绿素 b到叶绿素 a，叶绿
素 a到类胡萝卜素分子之间高效传递激发能的结
构基础.

2 材料和方法
2.1 样品

PS Ⅱ颗粒复合物的分离和纯化，参见
Kuwabara 和 Murata 的方法8，样品溶液保存于
30mmo1／L NaC1，50mmo1／L T ris，2mmo1／L
T riton X-100的 pH7.2的 T ris-HC1缓冲溶液
中，存储于液氮中备用 .实验时，将样品稀释至
100μg／mL，放入1mm 厚的循环样品池中.CP47、
CP43的制备和纯化参见 Alffonso 和中科院植物
所单际修等的方法7，12，13.LHCⅡ的制备方法参见
文献14，15.实验在室温和弱光下进行.本研究采
用的所有样品由中科院植物所提供.
2.2 扫描成象光谱技术

ICCD 扫描成象光谱装置如图1所示.激发光
源为 Spectra-Physics 公司 Beamlok2085-15型主
动锁模 Ar 激光器，输出的锁模脉冲功率为
82MHz，脉宽120ps，波长可调.本实验中采用的激
发光脉冲波长为514.5nm.Ar＋激光器的输出脉冲

照射在样品上，经一个聚光系统收集样品发出来的

荧光，并准直后成象于 SPEX-270M 型快速扫描成
象光谱仪的入射狭缝上，光谱仪的控制通过GMI 图
形界面控制软件进行，经过光谱仪分光，出口处信号
经象增强器放大，由型号为 TEA／CCD-1242-E 的
CCD（ Princeton Instruments） 接收光谱并快速成
象.对CCD 的控制通过计算机接口进行，采用连续
触发方式.样品注入厚度为1mm 的循环样品盒，用
蠕动泵对样品进行循环，样品采用冰水混合物冷却，
以减小强光源长时间照射对样品所发出的微弱荧光

信号，时间分辨率能达到纳秒级.它最大的优点是
能实时地减掉背景图象的分析通过 WinView 和
WinSpec软件进行.

   图1 ICCD 快速扫描成象光谱装置
   Fig．1 Setup figure of ICCD ultrafast

scanning image spectroscopy

3 实验结果
激发光波长为514.5nm，频率82MHz，测得

菠菜 PSⅡ颗粒复合物、CP47、CP43、LHCⅡ在
273K 的荧光发射光谱.
3.1 PS颗粒复合物的荧光发射光谱

此光谱中心波长680.1nm 处，波段的范围非
常宽，从630nm 到近770nm 都有光谱分布.从文
献6上可知反应中心的荧光发射光谱只限于650
～750nm 范围，也就是我们测得的 PSⅡ光谱中的
一部分，而其他波谱成分应该是由天线系统的复
合物成分产生，可见这个很宽的谱带与 PSⅡ颗粒
复合物极为复杂的组成相一致，可认为是由不同
的组分产生的光谱叠加而成 Hodges 和 Moyas18
曾采用单光子计数光谱技术测得辐射最大值出现

在685nm 处，并分辨出三个指数形式的时间常
数，分别是40～50ps，175～200ps 和380～450ps.
他们将快时间组分40～50ps 和175～200ps 分别
归因于 PSⅡ核心捕获能量和重新激发 PSⅡ核心
的过程，而认为慢时间组分380～450ps 代表再激
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发 LHCⅡ的过程.由于受仪器时间分辨率的限
制，我们正在改进仪器的时间特性，将采用飞秒荧
光光谱技术进行样品时间特性的研究.

图2 PSⅡ颗粒复合物荧光发射光谱
Fig．2 PS Ⅱ particle complex fluorescence emission

spectrum
3.2 CP47、CP43的荧光发射光谱
  CP43荧光发射光谱的中心波长位于680nm
处，并在近红外区观察到振动小峰.相比较 CP47

图3 CP43的荧光发射光谱
Fig．3 CP43fluorescence emission specrum

图4 CP47的荧光发射光谱
Fig．4 CP47fluorescence emissiong spectrum

和外周天线 LHCⅡ来说，对 CP43的研究较少.
据文献19的低温（77K） 荧光发射光谱研究结果
的报道，其峰值出现在683nm，731nm 处出现振
动副带.Alfonso 等7报道的 CP43的77K 荧光光
谱峰值也出现在683nm，并通过比较其荧光和吸
收光谱发现了高的能量传递效率.另外，此实验
结果显著不同于其他关于 CP43的荧光光谱的报
道的是，在640nm 和715nm 附近可观察到肩峰，
推测是分别由于样品中游离的叶绿素 a和叶绿素
b分子产生.

CP47荧光发射光谱的中心波长位于
691.3nm 处，这个结果与文献19的低温（77K）荧
光发射光谱峰693nm 较为接近，但此实验结果并
未出现其所测得的位于756nm 的振动副带.同
CP43的测量结果相似，在645nm 和728nm 附近
观察到肩峰，推测也是分别由于样品中游离的叶
绿素 a和叶绿素 b分子产生.Alfonso 等7报道的
CP47的77K 荧光光谱峰值出现在685nm，比较
其荧光和吸收光谱也发现了高的能量传递效率.
3.3 LCH的荧光发射光谱

273K 下 LCHⅡ的荧光发射光谱的峰值波长
位于678nm，光谱范围在576nm～780nm内.
Hemelrijk，P．W．等14测得77K 天然状态的 LHC
Ⅱ三聚体的荧光光谱峰值位于680～681nm，并
且在700nm 附近存在肩峰，推测是由一些 LHC
Ⅱ集合体引起.进一步测得合成的 LHCⅡ单体
和三聚体在77K 的荧光光谱，其峰值波长分别是
679和680nm.但其光谱范围较窄，约在660nm
～900nm 间.另外，文献14在室温和77K 下测
到的荧光光谱峰值分别位于679nm 和680nm，光
谱范围从660nm 左右开始，在近红外区还有许多

图5 LHCⅡ的荧光发射光谱
Fig．5 LHCⅡ fluorescence emission spectrum
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振动小峰.这一特征在文献20、21中也提到，4K
和77K 的发射光谱峰值分别在681nm 和680nm
处，并在725nm 后的长波长范围内有振动小峰.
可以看出，我们的测量结果与已有的报道大致相
符.另一值得注意的问题是我们测得的光谱范围
比报道的结果要宽，估计这可能与 LHCⅡ提纯过
程中样品中混入某些杂质有关.

4 讨论
本文用扫描成象光谱技术对 PSⅡ颗粒复合

物、CP47、CP43、LHCⅡ进行了荧光光谱的研究.
PSⅡ颗粒复合物荧光发射光谱具有很宽的光谱

范围，与 PSⅡ颗粒复合物极为复杂的组成相一
致，可认为是由不同的成分产生的光谱叠加而成.
CP43的荧光峰值680nm 处，并在近红外区观察
到振动小峰，CP47荧光发射光谱的中心波长位于
691.3nm 处，这些实验结果于其他有关报道都能
较好的吻合.但可能由于样品纯度的问题，在短
波长区640nm 和长波长区720nm 附近分别出现
肩峰，推测可能是由样品中游离的叶绿素 a 和叶
绿素 b分子引起.LCHⅡ的荧光发射光谱的峰值
波长位于678nm，光谱范围在576nm～780nm
内，与有关报道相符.
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Abstract  An ICCD scanning image spectroscopy is established in this article to acquire the
fluorescence emission spectra of four biological samples extracted from spinach（ Sp inica oleracea L．） ，
including PS Ⅱ particle complex，CP43，CP47and LHC Ⅱ．T heir structure-function relations are also
discussed．T hrough processing on their emission fluorescence spectrum image，the spectral
characteristics are analyzed，and the fluorescence spectral curves are obtained，T he resuls show that
the peak of the fluorescencespectra of PSⅡparticlecomplex，CP43，CP47andLHCⅡ lies in680．1nm，
680nm，691．3nm and678nm，respectively．It is found that PS Ⅱ particle complex has a w ide spectral
range，corresponding to its complex components．Some little vibration peaks are observed in the near-
infrared range of CP43′s fluorescence spectrum．T here are tw o shoulder peak near 640nm and720nm
in the spectrum of CP47，CP43，respectively，it s deduced to be caused by the free chlorophyll a and
chlorophyy b in sample．T he spectral range of LHC Ⅱ is576nm～780nm．
Keywords SP Ⅱ particle complex；CP47；CP43；LHC Ⅱ；Scanning image spectroscopy
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