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摘要　　在一定的温度和丙酮的协同作用下 , 植物脱镁叶绿素 a 可置换紫细菌

RS601光合反应中心的细菌脱镁叶绿素而形成含有植物脱镁叶绿素的紫细菌光合反

应中心(简称Phe a RC).当协同作用 15和 60 min时 ,反应中心的细菌脱镁叶绿素分

别被替代了 50%和71%.在 Phe a RC中 ,细菌脱镁叶绿素的 QX(537 nm)和QY(758

nm)特征峰显著下降 ,而出现植物脱镁叶绿素的 QX(509/542 nm)和 QY(674 nm)特征

峰.排除温度和丙酮的影响 ,替代时间为15或60min的Phe a RC的光化学活性分别

为对照的 78%或 71%,其电化学特性也有所变化.

关键词　　紫细菌光合反应中心　脱镁叶绿素　色素取代　光化学活性

80年代中期以来 ,细菌光合作用的研究取得了令人瞩目的进步
[ 1～ 4]

.这些进步与紫细菌

光合作用反应中心的研究是分不开的.紫细菌光合作用反应中心是一种膜结合的色素蛋白复

合体 ,它通过一系列的快速电子传递步骤将光能转化成化学能.紫细菌 Rb.sphaeroides的光合

反应中心包含 3种多肽(L ,M ,H 亚基), 4个细菌叶绿素 a 分子 , 2个细菌脱镁叶绿素 a分子

(Bphe a),2个泛醌分子和 1个非血红素铁.所有的色素都和 L ,M亚基结合 ,并左右对称排列

成A , B两分支 ,但只有 A分支具有光化学活性.细菌叶绿素双分子 P870经光激发后 ,产生电

荷分离 ,在 3 ps内将电子传递给A分支的 Bphe a(HA),形成 P+870H
-
A .然而关于原初光化学反

应的更具体的分子机制 ,比如辅助细菌叶绿素分子 BA是否为电子传递中间体.至今尚在探索

之中
[ 5]
.

基因定点突变 ,泛醌分子和非血红素铁的置换在了解光合反应中心的结构和功能中发挥

了重要的作用[ 6] .近年来 ,有实验室报道在类胡萝卜素缺陷型的 Rb.sphaeroides R-26 光合反

应中心中用体外游离的其他色素替代光合反应中心的相关色素
[ 7]
,这又提供了一种新的研究

光合反应中心结构功能关系的途径.根据反应中心的晶体结构和氨基酸序列分析发现紫细菌

L ,M亚基与 PSⅡ的 D1 ,D2亚基存在序列同源性 ,它们的三维结构也有高度相似性[ 8] ,如果采

用植物脱镁叶绿素替代紫细菌反应中心中的细菌脱镁叶绿素 , 对于反应中心的结构和功
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能及其进化的研究将具有重要的意义.本文成功地完成用植物脱镁叶绿素置换紫细菌 Rb.

sphaeroides 601光合反应中心细菌脱镁叶绿素 ,并分析了与此有关的光化学活性.

1　材料与方法

1.1　药品和试剂

DEAE-52(O-(二乙胺基乙基)纤维素)为Whatman公司产品 , LDAO(十二烷基二甲基胺氧化

物)为 Calbiochem-Novabiochem公司(上海华顺公司代理)产品.

1.2　RS601细菌细胞的培养

紫细菌 RS601细胞的培养见文献[ 9] .

1.3　SDS-PAGE

参照文献[ 10]的方法.分离胶的浓度为 15%,浓缩胶采用 2.5%,凝胶用考马斯亮蓝 R-

250染色.

1.4　植物叶绿素和脱镁叶绿素的制备

以菠菜作为材料 ,按照文献[ 11]的方法获得植物叶绿素粗提液 ,在4℃条件下 ,进行DEAE-

Sephaerose CL-6B柱(柱径 1 cm ,柱高 5 cm)层析.先用约 100 mL石油醚清洗 ,然后用含 0.5%

正丙醇的石油醚将植物色素依次洗脱下来 ,弃去先洗脱下来的类胡萝卜素 ,收集接着洗脱下来

的植物叶绿素 a ,在N2中干燥 ,然后将部分植物叶绿素 a溶于丙酮 ,用于含量的测定;大部分植

物叶绿素 a溶于吡啶溶液中 ,暗中 4℃下保存.

取10 mL稀释的植物叶绿素吡啶溶液(0.1 mmol/L),于N2 中干燥 ,加 0.5 mL冰醋酸 ,样品

的颜色立即变为粉红色.此时 ,植物叶绿素已完全转变成植物脱镁叶绿素[ 11] .在 N2 中干燥

后 ,溶于 10 mL的丙酮 ,暗中 4℃保存.

1.5　RS601反应中心中叶绿素和脱镁叶绿素含量的测定

1.5.1　细菌叶绿素的测定　　在岛津 UV-3000双光路双波长分光光度计上测定反应中心的

光吸收值 A800 nm和 A870 nm ,根据两者的摩尔消光系数分别为 2.88×105和 1.28×105(mol/L)-1·

cm
-1[ 12]

,计算反应中心中细菌叶绿素双分子 P870部分和辅助叶绿素 B800部分的细菌叶绿素

含量 CP870和 CB800.

1.5.2　细菌脱镁叶绿素的测定　　取一定体积的反应中心溶液 ,经稀释后 ,加入 3倍体积的

丙酮/甲醇(7∶2 ,体积比)溶液 ,室温下放置 15 min ,经 4 000×g 离心 5 min后 ,取上清液 ,测定

细菌脱镁叶绿素特征吸收峰 752 nm的光吸收值 A752 nm.细菌叶绿素的特征吸收峰在 768 nm ,

计算细菌脱镁叶绿素的浓度时必须扣除细菌叶绿素在 752 nm的光吸收值 ,因此反应中心中细

菌脱镁叶绿素的浓度可由以下公式计算:

CBphe a =[ 4A752 nm -α(CP870 +CB800)ε768 nm] / ε752 nm , (1)

其中 α为丙酮/甲醇(7∶2 ,体积比)溶液中细菌脱镁叶绿素在 752和 768 nm光吸收之比 ,等于

0.55;ε768 nm , ε752 nm分别为细菌叶绿素和细菌脱镁叶绿素的摩尔消光系数 ,为 0.76×105 和

1.54×10
5
(mol/L)

-1
·cm

-1
;4为加入丙酮/甲醇溶液后的调整因子.

1.5.3　植物脱镁叶绿素的测定　　取 0.1 mL样品溶于 4.9 mL丙酮中 ,测定 667 nm的吸光

值 ,根据 667 nm处摩尔消光系数 ε667 nm为 5.3×10
4
(mol/L)

-1
·cm

-1[ 13]
,计算植物脱镁叶绿素

的含量.
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1.6　RS601反应中心吸收光谱的测定

吸收光谱的测定用岛津 UV-3000双光路双波长分光光度计.扫描范围为 400 ～ 900 nm.

1.7　蛋白浓度的测定

蛋白浓度的测定采用 Folin酚法
[ 14]

.样品在含 0.01%LDAO的Tris-HCl缓冲液(0.01 mol/

L , pH 8.0)中透析 3次后进行测定.

1.8　紫细菌 RS601光合反应中心光化学活性的测定

光合反应中心光化学活性在岛津UV-3000上测定.用 700 nm以上的锐截止滤光片(上海

海光光学元件厂)透过测量光 ,用 450 nm锐选透滤光片(上海海光光学元件厂)透过作用光.

在波长870 nm处测定反应中心光诱导下的光吸收值的变化(ΔA870 nm).

2　结果

2.1　RS601光合反应中心的分离纯化

Feher等人[ 12]分别用 Triton-100和 LDAO 提纯了类胡萝卜素缺陷型紫细菌 Rb.sphaeroides

图 1　紫细菌 RS601光

合反应中心制剂的 SDS-

PAGE 图谱

1为标准蛋白 ,2为反应

中心多肽

R-26的光合反应中心 , 而野生型 Rb.sphaeroides 反应中心则报道较

少
[ 15]

.根据文献[ 12]和[ 16]的方法稍做修改 ,我们纯化了含类胡萝卜素

的野生型 Rb.sphaeroides 601菌株的光合反应中心.

收集培养的细菌细胞 ,按 1∶3(g/mL)的比例溶解于 10 mmol/L Tris-

HCl(pH 8.0)缓冲液中.用 CSF-1A 超声发生器(上海超声波仪器厂)破

碎细胞 ,12 000×g离心 30 min ,去除胞壁残渣.收集上清液 ,加入 LDAO

和NaCl ,使其最终浓度分别为 1%(质量体积比)和 0.1 mol/L.4℃下保

温 1 h后 ,260 000×g离心 1 h ,上清液即为粗提反应中心.在粗提液中

加入(NH4)2SO4 , 最终浓度为 35%饱和度 ,搅拌后 10 000 r/min 离心 10

min ,收集附在管壁上的浮质 ,重新溶解于相同体积的 TL缓冲液(10

mmol/L Tris-HCl , pH 8.0 , 0.1%(质量体积比)LDAO),平衡 6 h ,使沉淀

充分溶解.继续徐徐加入(NH4)2SO4 ,收集饱和度为 15%～ 30%间的附

在管壁上的浮质 ,溶于相同体积的 TL缓冲液 ,平衡 6 h后 ,加样于 DEAE-

纤维素层析柱上 ,用 500 mL含 0.06 mol/LNaCl的 TL溶液清洗 1遍 ,而

后用含 0.12 mol/L NaCl 的 TL 溶液将反应中心洗脱下来 , 如 A280 nm/

A800 nm>1.24 ,则重新层析一次.图1为 SDS-PAGE显示的细菌反应中心

的组成 ,它含有 3个亚基 ,其分子量分别为26.6 ,30.7 ,33.1 ku.从生化组成上表明我们已获得

纯净的紫细菌 RS601光合反应中心[ 15] .

图 2(a)为 Rb.sphaeroides 601光合反应中心400 ～ 900 nm的吸收光谱.870 和800 nm分别

为相对光合反应中心细菌叶绿素 a双分子 P870和辅助细菌叶绿素 B800 电子跃迁矩QY的特

征吸收峰 ,595 nm则为相对于细菌叶绿素 a P870和 B800电子跃迁矩QX 的特征吸收峰;537 ,

758 nm分别为细菌脱镁叶绿素 a 不同电子跃迁矩 QX ,QY的特征吸收峰.870 nm的吸收在作

用光诱导下完全消失(数据从略),表明 P870由还原态转向氧化态.所以 , RS601光合反应中

心的光化学活性可由光诱导下的 ΔA870 nm表示.
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图 2　紫细菌 RS601 光合反应中心脱镁叶绿素替代前后

的吸收光谱变化

(a)对照紫细菌光合反应中心(RC), (b)43.5℃保温处理的 RC和含 85

μmol/L Phe a的 10%(体积比)丙酮的混合液 , (c)保温和含 85μmol/ L

Phe a的 10%(体积比)丙酮溶液处理后经层析提纯的 Phe a RC , (d)处

理过程中分离的游离成分. 保温 15 min , ———保温 60 min.反应

液中 RC 的蛋白浓度为 0.34 mg/ mL;10 mmol/ LTris-HCl , 0.1%LDA0

2.2　植物脱镁叶绿素替换 RS601 光

合反应中心中的细菌脱镁叶绿素

Rb.sphaeroides 光合反应中心的

三维结构显示 ,细菌叶绿素和细菌脱

镁叶绿素镶嵌在反应中心的 L和M

蛋白亚基中.细菌叶绿素 、细菌脱镁

叶绿素和蛋白亚基的这种结合状态

在温度升高到一定程度时会出现松

动 ,此时 ,若系统中存在其他色素 ,它

们则能够结合上去 ,从而替代相应的

细菌(脱镁)叶绿素.人们利用这个

原理已经成功地用人工合成的色素

替代了 Rb.sphaeroides R-26光合反应

中心中的辅助细菌叶绿素和细菌脱

镁叶绿素
[ 7]

,其中细菌脱镁叶绿素的

替代率较高.

我们根据文献[ 7] 的方法作适当

的变更 , 用菠菜脱镁叶绿素置换

RS601光合反应中心内细菌脱镁叶绿

素.取5mL光合反应中心悬浮液 ,加

入0.55 mL丙酮溶解的脱镁叶绿素 ,

搅拌混匀后 ,在 43.5℃下共保温相应

时间后 ,在 DEAE-纤维素(DE-52)层析

柱上用600 mL含 0.09 mol/LNaCl的TL缓冲液洗去游离的叶绿素 ,再用含0.15 mol/LNaCl的

TL缓冲液将修饰的光合反应中心洗脱下来 ,一般 100 ～ 200 mL即可洗下.再将洗脱液浓缩 5

倍 ,取 5 mL浓缩液铺在体积为 33.5 mL 10%～ 40%的蔗糖梯度上 ,4℃下 260 000×g 离心 16

h ,从上至下取第 2层淡黄色上清液 ,即得到纯化的替代光合反应中心 Phe a RC.

经过不同共保温时间后取样 ,可对反应中心细菌脱镁叶绿素被植物脱镁叶绿素替换的动

力学过程进行分析.取一定体积的反应中心溶液 ,加入含 85μmol/L Phe a 的 10%(体积比)丙

酮溶液 ,在 43.5℃下共保温 ,分别在 0 ,1 ,2 ,3 ,5 ,8 ,15 ,20 ,30 ,60 min时取样 ,测定870 nm处的光

暗吸收差示变化(ΔA870 nm),结果如图 3所示.当共保温到 5 min时 ,光合反应中心的光化学活

力明显下降 ,这种下降趋势一直保持到共保温 20 min ,以后的活力下降趋于缓慢.

以图 2(a)为对照 ,取 3组处理体系 ,一组是反应中心的 TL缓冲液;一组在反应中心的 TL

缓冲液中加10%(体积比)丙酮的混合液(简称 RC-丙酮混合液);一组将反应中心的TL缓冲液

和含 85μmol/L脱镁叶绿素的10%(体积比)丙酮溶液(简称 RC-Phe a混合液)混合.每一组分

3份 ,分别在共保温 15 ,60 min后取样 ,共保温 15或 60 min时的样品代表活力急剧下降和下降

趋稳定两个阶段 ,经 12 000×g 离心 30 min去除变性蛋白沉淀.测定 3组体系的吸收光谱 ,依

据光谱的变化 ,我们可分析色素替代过程中的相关信息.
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图 3　保温加植物脱镁叶绿素的丙酮溶液处理

RS601 反应中心时的光化学活性的变化历程

反应液中光合反应中心的蛋白浓度为 0.34 mg/mL, 植

物脱镁叶绿素的浓度为 85μmol/ L, 10%(体积比)丙酮 ,

10 mmol/ L Tris-HCl , 0.1%LDAO , 保温温度为 43.5℃

由于纯化的反应中心在近红外区具有典型的

特征光谱 , 即 870 , 800 , 758 nm 3个吸收峰 ,分别

为 P870 , B800和 Bphe的 QY特征吸收峰 , 在对照

中(见图 2(a)), A870 nm∶A800 nm∶A758 nm约为 1∶2∶1 ,

该比值通常被用来显示反应中心中 P870 , B800

和 Bphe 含量的变化.反应中心受高温或有机溶

剂影响时 ,P870和 B800的特征吸收峰 QY将逐渐

蓝移至 768 nm ,而 Bphe 的吸收峰将蓝移至 752

nm ,从而显著影响 A870 nm∶A800 nm∶A758 nm
[ 7 , 12] .

用第1种处理体系 43.5℃保温15 min , A870 nm

∶A800 nm∶A758 nm为 1∶2.36∶1.30;保温 60 min ,

A870 nm∶A800 nm∶A758 nm为 1∶2.62∶1.90 (图略).说

明保温过程中 ,细菌叶绿素 P870 , B800和细菌脱

镁叶绿素与多肽的结合产生了松动 ,导致了 800

和 758 nm处的相对光吸收值明显升高.在第 2

种处理体系中(图略),保温 15 min , A870 nm∶A800 nm∶A758 nm为 1∶2.90∶3.00;保温 60 min , A870 nm∶

A800 nm∶A758 nm为 1∶5.56∶10.00.800和 758 nm处的光吸收值大幅度上升说明细菌叶绿素

P870 ,B800及细菌脱镁叶绿素和反应中心多肽结合的松动加剧.在第 3 种处理体系中(图 2

(b)),保温 15 min , A870 nm∶A800 nm∶A758 nm为 1∶2.54∶1.70;保温 60 min , A870 nm∶A800 nm∶A758 nm为

1∶4.00∶4.80.该比值的变化幅度小于与丙酮共保温的反应中心的相应值.

通过 DEAE-纤维柱层析和超速离心等方法 ,利用第 3 种处理体系将色素替代后的反应中

心和游离的叶绿素分离 ,其吸收光谱如图2(c),(d)所示.图 2(c)为替代反应中心Phe a RC的

吸收光谱.保温 15 min , A870 nm∶A800 nm∶A758 nm为1∶2.00∶0.64 ,和对照(图 2(a))相比 ,细菌脱镁

叶绿素的含量下降.509 , 542和674 nm处出现3个分别代表植物脱镁叶绿素不同电子跃迁矩

QX , QY的吸收峰 ,其中 509和 542 nm为植物脱镁叶绿素QX的特征吸收峰 ,674 nm为植物脱镁

叶绿素 QY的特征吸收峰.保温 60 min , A870 nm∶A800 nm∶A758 nm为 1∶2.00∶0.56 ,细菌脱镁叶绿素

的相对含量从 0.64降到 0.56 ,植物脱镁叶绿素QX ,QY的特征吸收峰(674 ,509 ,542 nm)明显增

加.结果表明植物脱镁叶绿素在处理过程中能够进入细菌脱镁叶绿素的位置并取代之.分离

得到的游离成分的吸收光谱如图 2(d), 768 nm的宽吸收峰为细菌叶绿素 QY的特征吸收峰

(768 nm)和细菌脱镁叶绿素 QY的特征吸收峰(752 nm)的叠加 , 668 nm处的吸收峰为植物脱镁

叶绿素QY的特征吸收峰 ,没有检测到任何蛋白存在.

进一步通过公式(1)计算紫细菌反应中心脱镁叶绿素替代前后色素含量的变化(如表 1所

示).结果表明 ,无论在保温还是丙酮+保温处理的反应中心中 ,共保温后反应中心的色素相

对含量均无变化 ,而丙酮+保温+Phe a处理的反应中心中 ,细菌脱镁叶绿素的含量分别下降

为1.00或 0.58 mol/mol RC ,植物脱镁叶绿素分别上升到 1.10或 1.52 mol/mol RC.结果说明

在第 3种处理体系中成功地获得了替代反应中心.
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表 1　紫细菌 RS601光合反应中心脱镁叶绿素替代前后色素含量的变化

(单位:mol BChl或(B)phe a/mol RC)

保温时间　　　　处理样品

对照 15 min 60 min

保温
BChl a 4.00±0.19 4.06±0.21 3.99±0.22

Bphe a 1.98±0.13 2.05±0.14 2.12±0.17

丙酮+保温
BChl a 4.03±0.23 3.95±0.38 3.93±0.28

Bphe a 1.91±0.11 2.00±0.15 1.98±0.17

丙酮+保温+Phe a
BChl a 4.03±0.27 3.97±0.26 3.94±0.24

Bphe a 1.95±0.08 1.00±0.10 0.58±0.13

Phe a 0 1.10±0.15 1.52±0.15

实验测定了细菌脱镁叶绿素被植物脱镁叶绿素替代后的反应中心光化学活性的变化.表

2分别为每摩尔丙酮加保温处理后和替代后的光合反应中心的光化学活性.R15和 R60为丙

酮加保温处理后(保温时间分别为 15和 60 min),经层析和超速离心分离后的反应中心.P15

和 P60则为相同温度和相同体积的含植物脱镁叶绿素的丙酮溶液处理后分离到的反应中心

(Phe a RC),两反应中心中部分细菌脱镁叶绿素被植物脱镁叶绿素所取代.P15为共保温时间

为 15min后的 Phe a RC ,P60为共保温时间为60min后的Phe a RC.两者活性分别下降到约为

未处理反应中心活性的 51.9%和 39.7%,但如果分别以 R15和 R60作为对照 ,P15(细菌脱镁

叶绿素只剩50%)和 P60(细菌脱镁叶绿素只剩29%)的光化学活性分别为原来活性的 78%和

71%.

表 2　植物脱镁叶绿素替代前后光合反应中心光化学活性的变化

(单位:Δmol P870/mol RC)

反应中心 未处理反应中心
保温加丙酮处理后反应中心 替代后反应中心

R15 R60 P15 P60

光化学活性 0.189±0.018 0.125±0.011 0.105±0.009 0.098±0.010 0.075±0.008

以上结果表明 , RS601反应中心细菌脱镁叶绿素被植物脱镁叶绿素替换后 ,其光化学活性

明显下降 ,但细菌脱镁叶绿素基本被替换后 ,反应中心依然还保持一定的光化学活性.

3　讨论

实验结果的分析表明用植物脱镁叶绿素替代紫细菌反应中心的细菌脱镁叶绿素是成功

的.替代反应过程中出现的光谱变化一部分是由于蛋白质变性导致的叶绿素和蛋白质之间的

结合出现异常所引起的(图 2(b)),通过高速离心可以去除(图 2(c), (d)).通过超速离心和

DEAE-纤维素层析等多种方法的结合纯化得到的 Phe a RC的特征吸收光谱显示 ,细菌脱镁叶

绿素被植物脱镁叶绿素替代的同时 ,细菌叶绿素双分子 P870和辅助叶绿素 B800的相对含量

保持不变 ,说明植物脱镁叶绿素的替代具有位置选择性.

RS601光合反应中心细菌叶绿素被植物脱镁叶绿素替代后的一个明显变化是替代光合反

应中心具有一定的光化学活性 ,但相对较低;同时其电化学性质也发生了变化.
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反应中心中的细菌脱镁叶绿素全部被替换后 ,其光化学活性明显下降.但是 , RS601光合

反应中心在替代过程中 ,温度和丙酮的作用也将导致其光化学活性明显下降.排除温度和丙

酮等因素的影响后 ,反应中心的细菌脱镁叶绿素被植物脱镁叶绿素替代后的光化学活性出现

下降 ,但仍然保持了原来光化学活性的 70%左右的水平.

细菌脱镁叶绿素被植物脱镁叶绿素替代后的 RS601光合反应中心的光化学活性变化的原

因在于两个方面:(1)细菌脱镁叶绿素和植物脱镁叶绿素与反应中心蛋白多肽的结合状态不

同;(2)细菌脱镁叶绿素和植物脱镁叶绿素的分子结构不同:(ⅰ)C-3部位的取代基不同.细

菌脱镁叶绿素为乙酰基 ,而植物脱镁叶绿素则为乙烯基.(ⅱ)环Ⅱ的饱和度不同.细菌脱镁

叶绿素环 Ⅱ的一个双键被打开成单键 ,而植物脱镁叶绿素环 Ⅱ相应的键为不饱和键(双键)(图

4),说明结构的不同不甚妨碍植物脱镁叶绿素和紫细菌 RS601反应中心的结合.但其光化学

活性受哪方面原因的影响 ,尚需进一步的工作加以区分.

图 4　细菌脱镁叶绿素(a)和高等植物脱镁叶绿素(b)的分子结构式

RS601光合反应中心在 DEAE-纤维素层析柱上的洗脱浓度为 0.06 ～ 0.12 mol/L的离子浓

度 ,而 Phe a RC的洗脱浓度提高到0.09 ～ 0.15 mol/L的离子浓度 ,由于 DEAE-纤维为阴离子交

换剂 ,因此这种洗脱浓度的提高说明替代后反应中心 Phe a RC的负电性更强 ,即 Phe a RC的

表观电化学势更低.这种电化学特性的变化与光化学动力的降低具有何种联系 ,我们将在今

后电化学和皮秒荧光动力学的实验中进一步阐明.

致谢　感谢杨善元先生提供植物叶绿素.
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