
 引用格式：  张帅,曲元刚,廉玉姬,等. 光照引起的叶绿素a和β-胡萝卜素在太赫兹和可见区的光谱变化研究. 中国科学: 生命科学, 2017, 47: 230–235, doi:
10.1360/N052016-00319

   英文版见：  Zhang S, Qu Y G, Lian Y J, et al. Function of terahertz spectra in monitoring the decomposing process of biological macromolecules and in investigating
the causes of photoinhibition. Sci China Life Sci, 2017, 60, doi: 10.1007/s11427-016-0057-9n

© 2017 《中国科学》杂志社 www.scichina.com

光照引起的叶绿素a和β-胡萝卜素在太赫兹和
可见区的光谱变化研究
张帅1,曲元刚1,2*,廉玉姬1,匡廷云2

1. 临沂大学生命科学学院,临沂 276000;
2. 中国科学院植物研究所光生物学重点实验室,北京 100093

*联系人, E-mail: quyuangang@lyu.edu.cn

收稿日期: 2016-11-20; 接受日期: 2016-12-18;网络版发表日期: 2017-02-06

山东省自然科学基金(批准号: ZR2012CM020)和国家级大学生创新创业训练计划项目(批准号: 201410452012)资助

摘要       叶绿素a和β-胡萝卜素对植物叶片捕获光能有重要作用,捕获的光能被用于进行光合作用. 在本研究

中,探究了叶绿素a和β-胡萝卜素的太赫兹光谱和可见光谱以及它们在光胁迫下的变化. 结果表明,在光胁迫下

叶绿素a和β-胡萝卜素的透射光谱和吸收光谱都发生了变化,并且在光照15 min时变化最大,这意味着此时的集

体振动模变化最大. 在光胁迫下,叶绿素a在可见区的吸收强度也下降,这意味着叶绿素a分子发生了降解. 从上

述结果可以看出,太赫兹光谱对生物分子集体振动模的变化非常敏感,尽管这些分子的构型没有发生变化. 太
赫兹光谱可用来检测生物大分子的分解过程,而可见光谱只能用来检测生物大分子的分解程度.
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植物的叶绿体类囊体膜中含有色素,包括叶绿素

a、叶绿素b和β-胡萝卜素等,这些色素捕获的光能被

用来进行光合作用. 叶绿素是植物叶片中含量最多的

色素,在光能吸收中具有最重要的作用. 对微管植物

来说,叶绿素a的含量远高于叶绿素b. 叶绿素的四吡

咯环,即卟啉环,类似于亚铁血红素,只是血红素含有

Fe2+而叶绿素含有Mg2+. 叶绿素的卟啉环是亲水的,含
有能吸收光能的共轭双键结构,而叶绿素的叶绿醇侧

链则是疏水的(图1A).叶绿素a和叶绿素b都能吸收电

磁波谱中蓝紫区(400~500 nm)和橙红区(650~700 nm)
的光能,而对绿光则吸收极少,因此叶绿素呈现绿色[1].
和叶绿素一样, β-胡萝卜素也含有一系列的共轭双键,

这些双键的存在使β-胡萝卜素也能吸收光能(图1B).
β-胡萝卜素和叶绿素的吸收峰基本是互补的,这样就

拓宽了光能自养生物的光能利用范围[2]. 叶绿素b和β-
胡萝卜素吸收的光能传给叶绿素a,所有捕光色素吸收

的光能最终都传给一对存在于光系统Ⅱ (photosystem
Ⅱ, PSⅡ)反应中心的特殊叶绿素a分子,然后用来驱动

光化学反应的进行[3,4].
虽然太阳光是植物生长所必不可缺少的,但它又

是一种环境胁迫因素. 太强的光可以引起叶绿素的分

解(“漂白”),也能使叶绿素分子处于一种特殊的激发

态. 处于激发态的叶绿素分子释放出的能量能够传到

分子氧,使其变成有高度氧化活性的活性氧,活性氧能
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图 1     叶绿素a (A)和β-胡萝卜素(B)分子的结构

够漂白叶绿素[5]. 当然,这种叶绿素漂白的直接机制

目前还不十分清楚.
太赫兹时域光谱技术在研究生物大分子构象柔

性及构型变化上已得到初步运用,这些运用引起了人

们极大的兴趣[6~8]. 许多生物大分子的构象动力学变

化发生在皮秒级别,大规模的构象转变能引起集体振

动模的变化,而集体振动模的变化可以在远红外或太

赫兹(tera hertz, THz)频率范围内被探测到[6,9]. 太赫兹

时域光谱技术已被运用到区分不同的分子种类、不

同的突变种类和生物大分子的构象变化上[7,10].
作为生物大分子,光合色素集体振动模的变化也

能反应其构象的变化,而构象变化又能反应色素对能

量的吸收和色素间能量的传递. 因此,色素集体振动

模的研究和光合作用的研究直接相关. 在本研究中,
运用太赫兹时域光谱技术测定了叶绿素a和β-胡萝卜

素的集体振动模在光胁迫下的变化,目的是探索植物

光抑制的机理以及太赫兹时域光谱技术在光合作用

研究中的应用. 叶绿素b具有和叶绿素a相似的结构,
所以本研究中只用到叶绿素a的实验数据. 实验结果

发现,太赫兹光谱对分子集体振动模的变化非常敏感,
尽管这些分子的构型没有变化. 太赫兹光谱能够用来

检测生物大分子的分解过程,而可见吸收光谱只能用

来检测生物大分子的分解程度. 当植物暴露在强光胁

迫下时,经常会发生光抑制现象,其机理还不是很清

楚. 在本研究中,发现叶绿素a和β-胡萝卜素的集体振

动模在光胁迫下都发生了变化. 这些变化影响到了色

素分子的热耗散和能量传递过程,因此被认为是光抑

制的原因之一.

1   材料与方法
1.1   材料

叶绿素a和β-胡萝卜素由Sigma公司(美国)购得,
叶绿素a和β-胡萝卜素分别溶解在80%的丙酮和正己

烷中.

1.2   白光照射方式

用卤素灯照射放置于样品池中的叶绿素a和β-胡
萝卜素溶液, 样品池表面的白光强度是1000 μE m−2

s−1,样品色素浓度为0.2 mg/mL.光处理是在室温下进

行的,样品池通过循环冷水来进行温度控制. 光照过

程中,用磁力搅拌器不断地对样品进行搅拌混合.

1.3   可见吸收光谱的测定

在室温下, 用UV-3000分光光度计(HITACHI, 日
本)测定可见区域的吸收光谱.

1.4   太赫兹时域光谱的测定

实验前, 先把叶绿素a和β-胡萝卜素溶液与聚乙

烯(polyethylene, PE)粉末混合,形成混合物. 因为PE在
THz波段几乎是透明的,所以在测定THz光谱时,它是

一种很好的支持材料. 在每一次测定中, 先把50 μL
样品溶液和88 mg PE粉末放在一个PE材料的圆盘上,
然后用一根细金属棒进行混合,直到混合均匀,再用

吹风机将其吹干. 最后, 样品被压成直径10 mm、厚

度0.5 mm的圆片. 实验是在一个真空箱内进行的,这
样避免了水蒸气的影响,保证样品始终处于干燥状态.
每一次样品的测定, 都要同时测定一个参比样品(由
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PE制成)的波谱.
实验采用的是标准的THz时域光谱测量装置. THz

辐射由[100]取向的InAs基片产生,激光器采用光谱物

理公司的Hurricane掺钛蓝宝石飞秒激光器(美国),中
心波长在800 nm,脉宽为100 fs. THz辐射通过一对抛

物镜面被收集、调整并聚焦到样品上. THz辐射透过

样品后,又被重新调整并通过光电效应被[110]取向的

ZnTe晶体探测到. 所有得到的参考和样品的实验波形

通过傅里叶变换得到Es(ω)和Er(ω),样品在THz波段的

透射谱可以表示为Es(ω)/Er(ω). 这样,可以除去系统响

应对实验数据的影响. 在实验中,剪除了实验波形的

反射信号,从而避免了样品的多层反射以及由标准距

效应产生的干涉现象对实验数据的影响.

2   结果

2.1   光照引起的叶绿素a和β-胡萝卜素太赫兹时域
光谱的变化

图2表示光照处理(1000 μE m−2 s−1)和没处理过的

叶绿素a和β-胡萝卜素的太赫兹时域光谱. 光谱表明,
叶绿素a和β-胡萝卜素的反应时间都比介质PE的有所

延迟. 光胁迫下, β-胡萝卜素在反应时间上的变化程

度比叶绿素a大.

2.2   光照引起的叶绿素a和β-胡萝卜素透射光谱的
变化

图2中的时域光谱通过快速傅里叶变换形成

了图3中的频域透射谱图. 图3A和B表明,在光照(1000
μE m−2 s−1) 5 min时,叶绿素a的透射光谱向低频方向

移动 , 而在10 min时 , 又恢复到初始状态(0 min时) .
10 min后,光谱又重新向低频方向移动,而在15 min时
移动幅度最大. 图3C和D显示, β-胡萝卜素的透射光谱

在光照胁迫下也向低频方向移动,并且最大移动幅度

也发生在光照15 min时. 15 min后,光谱又重新向高频

方向移动. 太赫兹透射光谱的变化意味着叶绿素a和
β-胡萝卜素的集体振动模发生了变化.

2.3   光照引起的叶绿素a和β-胡萝卜素太赫兹吸收
光谱的变化

样品的吸收可表示为:

E E T d i n d( ) / ( ) = ( )exp[ + ( / c)],s r

其中, T(ω)是反应因子,它和发生在样品与PE窗口片

之间界面上的反应有关, d是样品厚度, α是吸收系数,
n是样品折射率, c是真空中的光速. 图4A表示叶绿素a
在0.25~2 THz范围内的太赫兹吸收光谱. 和对照相比,
光照(1000 μE m−2 s−1) 5 min时谱线的斜率降低了,光
照10 min时又恢复到初始水平. 光照10 min后,谱线斜

率又开始下降. 到光照15 min时,谱线基本变平. 另外,
光照30和50 min时的谱线十分相近. 图4B显示了β-胡
萝卜素在0.25~2 THz范围内的太赫兹吸收光谱. 光照

15 min前,谱线没有表现出很大变化. 光照15 min时,
谱线斜率上升. 光照30 min时, 谱线斜率又恢复到初

始状态. 太赫兹吸收光谱的变化也表明了叶绿素a和
β-胡萝卜素的集体振动模发生了变化.

图 2     叶绿素a (A)和β-胡萝卜素(B)的太赫兹时域光谱
光照强度为1000 μE m−2 s−1. 光照时间分别为0, 5, 10, 15, 30, 50 min. 参考曲线来自于PE
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图 3    叶绿素a (A, B)和β-胡萝卜素(C, D)的傅里叶转换透射光谱
(B)和(D)分别是(A)和(C)的部分放大. 光强度为1000 μE m−2 s−1. 叶绿素a的光照时间分别为0, 5, 10, 15, 30, 50 min. β-胡萝卜素的光照时间分

别为0, 5, 10, 15, 30 min. 参考曲线来自于PE.所有曲线都以参考曲线的峰值为标准进行归一化

图 4    叶绿素a (A)和β-胡萝卜素(B)在0.25~2 THz范围内的太赫兹吸收光谱
光强度为1000 μE m−2 s−1. 光照时间分别为0, 5, 10, 15, 30, 50 min
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2.4   光照引起的叶绿素a可见区吸收光谱的变化

图5显示叶绿素a在可见区的吸收光谱有两个吸

收峰, 峰位分别是432和660 nm. 在光照(1000 μE m−2

s−1)处理下,这2个峰的峰值都下降了. 当光照处理0, 2,
5, 10, 15, 20, 30, 60 min时,叶绿素a在660 nm处的峰值

分别下降了11%, 26%, 40%, 48%, 55%, 65%和85%. 另
外,光照下叶绿素a的绿颜色也逐渐消失(图6). 叶绿素

a分子中吸收光的部位是其四吡咯环,也就是分子的

头部. 因此,上述结果表明光照下叶绿素a分子的头部

被逐渐分解了.

3   讨论

光照下叶绿素a的分解(图5和6)说明可见吸收光

图 5     1000 μE m−2 s−1的强光照射下, 叶绿素a可见区吸收
光谱的变化

光谱曲线从上到下分别对应着光照0, 2, 5, 10, 15, 20, 30, 60 min
时的样品

图 6     1000 μE m−2 s−1的强光照射下,叶绿素a颜色的变化
A, B, C, D, E分别表示光照0, 5, 15, 30, 60 min时的样品颜色

谱能检测生物大分子的分解程度.
根据以前的报道[11,12]和基础物理原理分析可知,对

相同结构的一类分子来说,分子量越小其振动频率也就

越高. 图3A和B表明,叶绿素a在接受光照时,其透射光

谱向低频方向移动. 这意味着叶绿素a分子被分解成了

不同的分子,而不仅是其侧链被缩短. Hörtensteiner[13]

曾经发现,在强光照射下,叶绿素a被分解成了叶绿素

a酸酯、脱镁叶绿素甲酯酸a、红色叶绿素降解物(red
chlorophyll catabolite, RCC)、原初荧光叶绿素降解产

物(primary fluorescent chlorophyll catabo1ite , pFCC)、
非荧光叶绿素降解物和四吡咯降解物. 图3中,不同的

透射谱线应由不同的降解产物所产生. 光照10 min时
的分解产物可能和叶绿素a分子具有相似的透射谱,因
此谱线恢复到没接受光照时的状态. 这些结果说明,
太赫兹透射谱能用来检测生物大分子的分解过程,尤
其是检测新分子的形成,既使不知道此种分子的结构.
事实上,  从图4A可看出,  太赫兹区域的吸收光谱也

具有这种检测功能,  而可见区的吸收光谱则没有这

种功能.
β-胡萝卜素是较为稳定的色素分子之一[14]. 在本

研究的实验条件下, β-胡萝卜素在可见区的吸收光谱

没有变化(没有显示数据) ,这表明β-胡萝卜素的共轭

双键没有断裂,构型没有发生变化. 从图3C, D和图4B
可看出, β-胡萝卜素在太赫兹区域的透射和吸收光谱

都发生了变化. 这说明在光照条件下, β-胡萝卜素的

集体振动模发生了变化. 上述结果也意味着太赫兹光

谱对分子集体振动模的变化十分敏感,尽管它们的构

型没有发生变化.
当光照强度超过植物叶片光合作用所能利用的

水平时 , 往往会产生光合强度下降或光合器官被破

坏的现象,这种强光效应被称作光抑制[15,16]. 一些实

验证明,低强度的光照也可能引起光抑制[17]. 光抑制

主要发生在光系统Ⅱ,但其产生的机制现在还不是很

清楚. 光系统Ⅱ的天线色素分子吸收的光能以多种

形式耗散,如以荧光的形式耗散、以非辐射的热能形

式耗散、传递给光系统Ⅰ或通过光系统Ⅱ的光化学

反应散失[18]. 有证据表明,叶绿体类囊体膜上天线或

反应中心激发态叶绿素的热耗散增加,可能会导致光

抑制[19]. 本研究结果表明,在光处理下,分子的振动模

发生了变化. 从热力学的角度来看,分子振动模的变
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化与分子热能的变化相对应,而不是与荧光或其他因

素相对应. 因此,这些都证明光抑制的产生确实与光

照下色素的热耗散增加有关. 这种效应是一种上调还

是下调作用,有待于进一步研究.
“Förster”共振能量传递 (Förster resonance energy

transfer, FRET)机制阐述了在两个光敏感分子(生色

团)之间的能量传递方式. 处于电子激发态作为供体

的生色团,可以通过非辐射的偶极-偶极偶合将能量传

递给受体生色团[20]. 这种能量传递机制涉及分子内和

分子间的振动[21]. 在强光照射时,叶绿素a和β-胡萝卜

素集体振动模都发生了变化,这意味着高光强能影响

色素间的能量传递,这应是光抑制的原因之一.
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