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温度诱导紫色光合细菌 Rps. palustris外周捕光 
天线的解聚及动力学 

冯 娟  李雪峰  刘 渊 
(电子科技大学生命科学与技术学院, 成都 610054. E-mail: fengjuan@uestc.edu.cn) 

摘要  运用稳态吸收光谱、圆二色谱及共振拉曼光谱手段研究了 Rps. palustris的外周捕光天线 LH2复
合物的热稳定性, 发现在升温过程中 B800, B850细菌叶绿素分子逐渐向游离色素 B780转化; 细菌叶绿
素分子及类胡萝卜素分子可见光区域的圆二色信号逐渐消失; 类胡萝卜素分子的C== C及C—C的伸缩
振动频率均向高波数方向移动. 上述现象表明: 在 B800, B850 及各种类胡萝卜素分子共存的情况下, 
升高温度能够诱导 LH2 环状聚集体结构被破坏. 通过对动力学衰减曲线进行表观指数拟合, 发现 LH2
复合物中色素的解离过程发生在缓慢的时间尺度(分钟). 
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紫色光合细菌的光合系统由外周捕光天线

(LH2)、内周捕光天线(LH1)和反应中心(RC)组成. 无
论是外周捕光天线的高分辨X射线衍射(如 2.5 Å分辨
率的Rps.acidophila的LH2结构[1], 2.4 Å分辨率的Rps. 
molischianum的LH2 结构 [2])或内周捕光天线的低分
辨电子密度投影图(如 8.5 Å分辨率的Rb. rubrum的
LH1投影图[3])均显示出: (1) 两类捕光天线的基本结
构单元是由跨膜的α, β-脱辅基蛋白、细菌叶绿素、类
胡萝卜素分子所形成的杂二聚体 , 其中各类色素分
子主要通过配位键、氢键与跨膜蛋白中特定的氨基酸

残基相互作用获得稳定; (2) 功能性的单元是由这些
杂二聚体通过疏水相互作用、盐键、氢键等弱相互作

用组装而成的高度有序的环状聚集体 . 在环状聚集
体中, 各类色素分子保持最优化的取向和构型, 发挥
捕光及光保护功能 [4,5]. 大量研究表明 , 各种削弱这
些稳定作用的因素 , 如升高温度或增加去垢剂浓度
[6]、改变PH值[7]、盐浓度[8]、增大压力[9,10]等均会导

致环状聚集体的结构被破坏 , 甚至还会直接影响到
α,β-脱辅基蛋白的二级结构. 如在类胡萝卜素缺失的
Rhodospirillum rubrum G9 的LH1 复合物中, 在膜蛋
白的预溶解温度以下, 升高温度能诱导LH1 环状聚
集体解聚成四聚体、二聚体、单体等形式, 在此过程
中夹在α,β-脱辅基蛋白之间的细菌叶绿素(BChl)分子
的Qy带从 873 nm分别蓝移至 850, 820 , 777 nm, 因此

Qy带可以作为蛋白聚集状态的内部探针
[11].  

与 LH1 复合物不同, 在 LH2 复合物中除了通常
分布在α,β-脱辅基蛋白之间的细菌叶绿素 B850 外, 
在外圈的β-脱辅基蛋白之间还存在另一类细菌叶绿
素 B800. 此外, 类胡萝卜素(Crt)分子“斜跨”在α, β-
脱辅基蛋白之间, 与 B800, B850 通过范德华作用力
获得稳定. 那么在升温过程中, 这种 B800-850 的结
构能否像 LH1 那样解聚呢? 解聚过程的动力学参数
如何? 这些问题都尚待解决 . 在本文中我们选择了
多种类胡萝卜素共存的 Rps. palustris的 LH2复合物
作为研究对象, 通过检测不同温度下 Rps. palustris的
LH2 复合物的稳态吸收光谱、圆二色谱、拉曼光谱, 
发现升高温度能够诱导 LH2 复合物发生解离, 此过
程发生在分钟时间尺度上.  

1  材料和方法 

(ⅰ) Rps. palustris 的 LH2 的分离和纯化.  Rps. 
palustris的LH2复合物的分离步骤详见参考文献[12,13]. 

(ⅱ) 稳态吸收光谱、圆二色谱、共振拉曼光谱. 
稳态吸收光谱采用 Hitachi U-3310 紫外-可见分光光
度计进行检测 , 在变温实验中体系温度通过外接循
环水浴控制. 稳态圆二色实验是在CD6进行的. 检测
可见光区域时样品池的厚度为 1 cm, 远紫外区域采
用 1 mm样品池. 
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在共振拉曼光谱的实验中 , 光源为从氩离子激
光器输出的 488或 514.5 nm的单色光, 经透镜聚焦到
样品上, 收集背向散射的拉曼光, 再先后经过一个中
心带孔的反射镜、凹面镜、透镜聚焦到 1200/mm 光
栅的多色仪上(闪耀波长 500 nm). 检测系统是由液氮
冷却的背照的 CCD 组成. 激光能量控制在 10 mW, 
光谱分辨率为 4 cm−1, 曝光时间为 500 ms. 光谱数据
通过标准物 Indene校准.  

2  实验结果 

2.1  不同温度下 LH2复合物的稳态吸收光谱 

图 1(a)给出了不同温度下 Rps. palustris 的 LH2
复合物在 20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)中的紫外-可见 

 

 
图 1  升温过程中 Rps.palustris的 LH2复合物的紫外-可见
及近红外吸收光谱 (a )及不同微环境下的细菌叶绿素的 

Qy带吸光度随温度的变化(b) 

及近红外吸收光谱 . 从图中可知 ; 随着温度升高 , 
B800 及B850 分子的Qy带均发生了 2~4 nm的微弱蓝
移; 在 800, 850 nm处的吸光度值也随温度升高而显
著下降. 与此同时, 我们在 776 nm左右观察到一个
不明显的肩峰, 此吸收峰强度逐渐增加, 且增加的趋
势与结合色素吸光度降低的趋势基本一致(见图 1(b)).
鉴于其位置(776 nm)与游离细菌叶绿素Qy带吸收基

本一致 [14], 我们推测升温过程中结合色素B800, 
B850不断向游离色素转化. 如图 1所示, 类胡萝卜素
分子典型的吸收峰位于 538, 502, 472 nm处, 它们分
别归属于S0和S2态之间的 0→0, 0→1, 0→2振动能级
之间的跃迁. 随着温度升高, 吸收峰位置没有明显变
化; 当温度高于 60℃后, 振动精细结构逐渐消失, 但
仅从此现象并不能准确判断类胡萝卜分子光谱行为

的变化. 这一方面是由于在LH2 复合物中多种类胡
萝卜素共存导致Crt吸收区域光谱严重重叠; 另一方
面, 随着温度升高, 我们观察到吸收光谱的基线在短
波方向明显上抬 , 这也严重干扰了类胡萝卜素的振
动精细结构. 至于基线漂移的原因, 我们推测可能与
高温诱导的蛋白变性、析出或游离色素不均匀分散有

关 . 关于类胡萝卜素分子的结构信息尚需借助其他
谱学手段, 如圆二色谱和共振拉曼光谱. 

2.2  不同温度下 LH2复合物的 CD谱 

如图 2 所示, 在升温过程中, 可见光区域色素分
子的CD信号发生了明显变化. (1) 细菌叶绿素Qx带对

应的CD信号为正值, 位置在 590 nm左右. 与细菌叶
绿素分子Soret带相关的CD信号分布在 300~420 nm
范围内, 它的显著特征是在 386 nm呈现正的最大值, 
而在 314 nm处出现负的最大值. 此外, 在主峰 386 
nm的短波方向还观察到两个肩峰, 分别位于 370 和
347 nm左右. 以上各CD信号的强度均随温度升高而
逐渐减弱, 此变化趋势与吸收光谱的基本一致. (2) 
类胡萝卜素的CD信号位于 543, 512, 487, 462 nm处, 
它们分别是 0→0, 0→1, 0→2, 0→3吸收峰产生的CD
信号叠加的结果[15], 其相应的符号依次为+, +, −, −. 
与细菌叶绿素类似, Crt的CD信号在升温过程中强度
不断减弱; 同时, 各峰强度比值也不断变化, 如在 27℃
时上述相应最大波长处的 C D信号强度比为
1.5:1.0:−0.4:−0.9; 而当温度升至 60℃时, 比值变为
1.4:1.0:−0.66:−1.3. 上述现象的产生一方面是由于
升高温度促使色素所处微环境的介电常数增加 , 削 
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弱了色素-蛋白、色素-色素之间的相互作用, 从而导 
致圆二色信号强度减弱 [ 15]; 另一方面, 由吸收光谱 
的变化可知: 在升温过程中, 结合色素不断向游离色 
素转化, 这使得结合色素对应的 CD 信号强度减弱.  
当色素分子完全从蛋白上脱落下来后, CD 信号几乎 
完全消失.  

 

 
图 2  Rps. palustris LH2复合物在可见光区域内的 

圆二色谱随温度的变化 
 

至于蛋白二级结构是否发生变化 , 可以通过检 
测远紫外区域的 CD 信号来反映. 在实验中, 我们观 
察到 220 nm处存在一个负峰, 它来源于α-螺旋结构.  
随着温度升高, 此峰的强度逐渐减弱, 这表明升高温 
度诱导α-螺旋含量减少(图未显示).  

2.3  不同温度下 LH2复合物的共振 Raman光谱 

本文采用氩离子激光器输出的 514, 488 nm激光 
脉冲激发类胡萝卜素分子 , 检测了一系列不同温度 
下 Crt 的共振拉曼光谱(图 3(a)和(b)). 首先, 我们比 
较了室温下的共振 Raman 光谱, 发现无论用 514 或 
488 nm的波长激发, 在 1503.9, 1145.4 cm−1左右均能 
观察到两个较强的拉曼信号, 它们分别归属于 C== C 
及 C—C的伸缩振动. 在 960.2 cm−1左右也能清晰观 
察到 C—H面外弯曲振动峰, 此峰的存在表明在 LH2 
复合物中的类胡萝卜素构型处于扭曲状态 [ 16,17]. 不 
同激发波长下 C—C 与 C== C 的相对强度不同. 当激 
发波长为 488 nm 时, 前者的信号明显强于后者; 而 

当激发波长移至 514 nm 时, 却观察到相反的现象.  
上述强度的差异主要是由于在 Rps. palustris 的 LH2 
复合物中 , 不同激发波长选择性地激发了不同种类 
的胡萝卜素所致. 

其次, 通过研究不同温度下的共振 Raman 光谱,  
我们发现: 当激发波长为 514 nm时, 随着温度从 22℃ 
升高至 89.5℃, C== C和 C—C的伸缩振动频率分别从 
1503.9 和 1145.0 cm−1移动至 1514.3 和 1151.8 cm−1.  
用 488 nm 激发时也观察到了类似现象. 随温度的升 
高, C== C与C—C伸缩振动峰的相对强度比值发生了 
变化. 在 514 nm激发的情况下, 两者的比值从 1.4下 
降至 1.0(图 3(c)); 而当激发波长为 488 nm 时, 比值 
从 0.6增加至 1.4左右(图 3(d)). 上述两种情况下比值 
均在 60~70℃范围内发生突变. 如何解释上述现象?  
根据相关文献可知: 顺式异构体比全反式具有更高 
的振动频率[18]. 此外, 随着类胡萝卜分子中共轭双键 
数目的减少, ν1带也会向高波数方向移动

[16,17]. 当然,  
伴随着温度的升高 , 类胡萝卜素分子与蛋白上特定 
氨基酸残基或与细菌叶绿素分子中吡咯环间的相互 
作用会被削弱, 这也可能导致上述变化. 在升温过程 
中, ν4区域的 Raman信号也发生了一些变化. 当激发 
波长为 488 nm时, 960.2 cm−1处的信号强度逐渐减弱,  
这表明类胡萝卜素分子的构型扭曲程度下降 , 这可 
能是由于色素从 LH2 复合物中解离下来所致. 当激 
发波长为 514 nm时, ν4区域的振动峰先减弱, 后增强.  
减弱的原因同上, 至于信号的增强, 可能与类胡萝卜 
素的热致顺反异构化有关. HPLC 的实验结果也证实 
了顺式异构体的存在(未显示). 无论类胡萝卜素分子 
经历解离或顺反异构化过程, 其 C== C 及 C—C 的伸 
缩振动峰会向高波数方向移动, 这与ν1, ν2 区域的变 
化基本一致. 

2.4  在固定温度下 LH2复合物解聚动力学的研究 

为了研究 LH2复合物的解聚动力学, 探寻不同环
境中的色素分子解聚动力学是否存在差异, 我们将温
度恒定在 60℃, 记录了不同时刻的稳态吸收光谱, 并
对 300~900 nm 范围内的动力学衰减进行了单指数拟
合, 获得的表观衰减时间常数及拟合曲线分别列于表
1和图 4. 从表 1数据可知: 在实验误差范围内, B850
与各种类胡萝卜素分子的热稳定性基本一致, 其解聚
时间常数约为 150~180 min; 而 B800寿命的延长可能
与游离色素对 800 nm处的吸收存在干扰有关. 
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图 3  Rps.palustris LH2复合物在不同激发波长、不同温度下的共振拉曼光谱(a, b)及其中 C== C键与 C—C伸缩振动强度

比值随温度的变化(c, d) 
(c)和(d)中激发波长分别为 514 nm和 488 nm 

 
表 1  60℃下 LH2复合物中色素分子解离反应的时间常数 

波长/nm 853 804 772 526 496 468 424 
寿命/min 169 214 − 156 184 185 − 

 

3  讨论 

通过分析细菌叶绿素在近红外区域 Qy带及可见

区域圆二色信号的变化, 我们发现: 升高温度能够诱
导 LH2 复合物中的 B800 和 B850 不断向游离色素
B780转化. 伴随着结合色素的解离, 800, 850 nm两
处的吸光度逐渐减小 , 相应的可见区域圆二色信号 

也逐渐减弱 . 同时 , 游离色素含量的提高可以通过
780 nm 对应的吸光度逐渐增加来体现. 在可见光区
域没有观察到游离色素的圆二色信号 , 这是由于色
素脱离了蛋白的手性环境所致. 

与细菌叶绿素类似 , 温度升高也导致类胡萝卜
分子发生了解离 . 解离最直接的证据是共振拉曼光
谱. 众所周知, 类胡萝卜素分子是非常有效的拉曼散 
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图 4  Rps.palustris LH2复合物在 60℃下不同检测波长下的吸光度随时间变化的衰减曲线 

(a) 对应近红外区域; (b) 对应可见光谱区域 

 
射物质, 呈现出 4 个非常强的共振拉曼信号, 分别是
C== C伸缩振动(ν1), C—C伸缩振动耦合C—H弯曲振
动(ν2), 主链 C 与侧链甲基之间的—C—CH3 伸缩振

动(ν3), —C—H 面外弯曲振动模式(ν4). 对于全反式, 
C—H 面外模式是共振禁阻的, 所以ν4带区域的信号

通常很弱; 但当 Crt 结合到天线复合物中时, 伴随着
Crt 分子与跨膜蛋白中的疏水螺旋的紧密结合, 提供
了足够的能量促使 Crt 发生构型重排或分子扭曲, ν4

带变成对称允许的, 所以信号明显增强. 因此ν4带可

以作为色素-蛋白相互作用及环境干扰的一个标记 . 
通过共振拉曼光谱的研究发现: 当激发波长为 488 
nm时, 在 960.2 cm−1处观察到显著的ν4带吸收峰, 随
着温度升高, 此峰强度逐渐减弱, 暗示出原来结合到
色素-蛋白复合物中的类胡萝卜素分子发生了解离 ; 
而当激发波长为 514 nm 时, 在升温过程中ν4带强度

先减小, 后增大, 减小的原因同上, 即处于结合状态
的类胡萝卜素分子从蛋白上脱落下来 , 构型扭曲程
度下降; 而随后的增大可能是由于分散在缓冲体系
中的反式类胡萝卜素分子发生了热致异构化所致 . 
伴随着类胡萝卜素的解离 , 结合色素对应的圆二色
信号逐渐减弱, 这与图 2 中的实验结果相符. 虽然从
圆二色谱上观察不到游离色素的信号(色素脱离了蛋
白手性环境), 但理论上应该能够通过吸收光谱检测
到游离色素的吸收. 然而鉴于以下三方面的原因: (1) 
多种类胡萝卜素共存干扰了游离色素的吸收; (2) 游

离色素的吸收区域部分被细菌叶绿素 Soret带的强吸
收所掩盖; (3) 随着温度升高, 短波方向的散射严重
干扰了游离的类胡萝卜素的吸收 , 我们仅能从吸收
光谱上获得非常有限的信息.  

通过上述色素分子光谱行为的变化 , 我们推断
在类胡萝卜素分子, B800及 B850细菌叶绿素分子共
存的情况下, 升高温度诱导 LH2 的环状聚集体发生
了解聚. 此现象与 Rhodospirillum rubrum G9的 LH1
复合物的解聚过程类似 , 但两个体系也存在一些差
异, 概括如下:  

(1) 解聚过程中关于中间体的研究对于揭示反
应机理非常重要. 通过吸收光谱、电泳、拉曼等手段
的研究发现 : 在类胡萝卜素缺失的Rhodospirillum 
rubrum G9的LH1复合物中, 环状聚集体(B875)的解
聚经历了四聚体(B850)、二聚体(B820)、单体(B777)
等形式 [11]; 而在本实验中我们首先在近红外区域观
察到当温度低于 64℃时, 升温过程中存在一个等吸
收点, 这表明体系在变化过程中仅涉及两个组分. 假
设此两个组分为B800 和B780, 它们之间存在热力学
平衡B800 B780. 经过相关推导可知: 若以 1/T对
ln(A780/A800)作图, 应得到一条直线, 其斜率为−ΔH/R. 
拟合结果与预期相符(图 5(a)), 由此计算出ΔH约为
4390 J/mol. 至于 B850 转变成游离色素的过程
(B800 2B780), 根据相似推导可知 : 若以 1/T对

ln( 2
780A /A850)作图, 应得到一条直线, 其斜率为−ΔH/R, 
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而拟合结果并非直线(图 5(b)). 由此可以初步推测
B850的解聚过程较复杂, 可能出现了中间体.  

 

 

图 5  ln(A780/A800)及 ln( 2
780A /A850)随 1/T的变化规律 

 
(2) 通过温度阶跃的实验, Grondelle等人检测到

Rhodospirillum rubrum G9的LH1复合物在 0.7% OG
存在下, 从B873→B820 的解聚过程发生在毫秒尺度, 
而B820→B777的转化发生在 500 μs的时间尺度上[19], 
而目前我们通过跟踪吸收光谱的变化 , 检测到LH2
的解聚过程发生在分钟的时间尺度上 . 上述动力学
的差异与诸多因素有关 , 但从本质上来讲化学反应
的速率取决于活化能 , 而活化能的高低与反应物的
结构密切相关. 在Rhodospirillum rubrum G9 的LH1
复合物中 , 只含有一种细菌叶绿素B875, 不含类胡
萝卜素 , 细菌叶绿素分子主要依靠相互之间的耦合
及与蛋白上特定氨基酸残基之间的氢键或配位键获

得稳定, 而在LH2 复合物中B800, B850 及Crt之间, 

以及色素与蛋白之间均存在相互作用 . 显然在后一
种情况下, LH2复合物需要从环境吸收更多的能量来
破坏上述弱相互作用, 即需要克服更高的能垒, 所以
反应速率更慢.  

(3) 通过拉曼光谱、ATR-FTIR等研究发现在LH1
解聚过程中跨膜蛋白的二级结构未发生显著变化[20]. 
而在LH2 复合物中, 根据 220 nm对应的圆二色信号
的减弱, 我们初步推测蛋白的二级结构遭到了破坏, 
由此导致整个环状聚集体发生解聚. 此外, 升高温度
也可能诱导了去垢剂的相转化 , 从而导致原来包围
在去垢剂中的色素-蛋白复合物析出、变性. 详细的机
理尚有待于进一步研究.  

4  结论 

本文通过研究 Rps. palustris 的 LH2复合物在不
同温度下的吸收光谱, CD 和 Raman 光谱, 发现在多
种类胡萝卜素分子, B800, B850共存的情况下, 升高
温度能够诱导 LH2 复合物的环状结构发生解聚反应. 
在此过程中某些类胡萝卜素分子发生了热致异构化

反应. 动力学研究表明: 解聚过程发生在缓慢的分钟
时间尺度. 至于更快时间尺度上发生的解聚过程, 需
要借助温度阶跃等实验手段研究. 
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