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异质二聚体反应中心的电荷转移过程
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摘要: 在低温的状态下,类球红细菌内天然叶绿素的反应中心发生的电荷分离对激发波长有较弱的依赖性,
而这种依赖可能来源于分子内电荷转移态。 我们采用表现出更多的电荷转移态性质的突变叶绿素为反应中

心,对这种电荷分离过程中的激发波长依赖和温度依赖的性质做了进一步的研究。 研究发现:突变的异质二

聚体存在的两种激发态(定域的激发态与分子内电荷转移态)是相互强耦合的,在突变的分子异质二聚体中

形成的电荷转移态并不是电荷分离的有效途径。 随着温度的降低,异质二聚体的活性降低,从而电荷分离产

率下降。
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Study of Electron Transfer Process of Heterodimer Reaction Center
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Abstract: At low temperature, primary charge separation in reaction centers of wild type rhodobacter
sphaeroides show weak excitation wavelength dependence. It comes from the existence of the intramo鄄
lecular charge transfer state. Herein, we find such kind of heterodimer mutant has more intramolecular
charge transfer character and its excitation wavelength depend on temperature. The results show the
excited state of heterodimer has two states (local and charge transfer) and they are strong coupling;
Intramolecular charge transfer state is not favor to charge separation, as temperature decrease it be鄄
comes dark and charge separation yield decrease.
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1摇 引摇 摇 言

光合作用是叶绿素分子吸收光子后,由激发

态的给体分子到邻近的受体分子的电荷转移过程

开始的。 这些给体和受体位于一种被称作反应中

心的膜蛋白复合物结构上。 在天然的类球红细菌

反应中心(WT)中,受激发的细菌叶绿素二聚体

(BChl颐 BChl, P*)在 3 ps 内将电子传递给另一个

细菌叶绿素(BA),进而传递给细菌脱镁叶绿素

(HA),生成的电荷转移态(P + H -
A )在 200 ps 后其

电荷转移给辅酶(QA),实现电荷分离。 对这一原

初的电荷转移机制的研究是当前国际上的一个热
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点。 电荷转移的速率主要依赖于分子激发态 P*

能级与电荷转移态能级之间的差值(即电荷转移

驱动力) [1鄄4]。 近来对电荷转移驱动力强度不同

的 14 种反应中心突变体的系统研究,发现引入蛋

白质运动的反应扩散模型可以对每种突变体的电

荷转移动力学进行定量的拟合。 这表明光合作用

中原初的电荷转移主要由光致的蛋白质构型的变

化决定[4]。 进一步的研究发现[5],反应中心最初

的电荷分离动力学在低温下有微弱的激发波长依

赖。 这更加证明了蛋白质动力学模型的正确性,
这种微弱的依赖性是由给体分子也就是叶绿素二

聚体内的电荷转移态引起的。
M202LH 是一种常见的异质二聚体突变

体[6鄄7],它是由自然的同质二聚体 BChl颐 BChl(P)
突变为异质二聚体 BChl颐 BPhe(D)形成的,具有

很强的分子内电荷转移特性。 因此这种异质二聚

体反应中心是进一步研究给体分子内电荷转移态

与原初电荷转移之间的关系的一种很好的样品。
本文对这种突变异质二聚体中的电荷转移进行了

温度与激发波长依赖的研究,以期对受激发的分

子内电荷转移态有更好的理解。

2摇 实摇 摇 验

M202LH 突变体的制备采用文献[6鄄7]中报

道的方法。 对于在室温下的测量,M202LH 反应

中心分别溶于 15 mmol / L 的 Tris鄄HCL ( pH =
8. 0)、0. 025% 的 LDAO、1 mmol / L 的 EDTA 和

0. 1 mmol / L的邻二氮菲等溶剂中。 室温的样品

被装入一个 1. 2 mm 光程的旋转样品池,最终其

在 802 nm 处在光程 1. 2 mm 下的光密度是 1. 0。
在低温的测试条件下,反应中心分别溶于 15
mmol / L 的 Tris鄄HCL (pH =8. 0)、 0. 025% 的 LDAO
和 1 mmol / L 的 EDTA,然后将丙三醇(67% ,体积

分数)掺到上述溶液中。 样品夹在两片透光的玻

璃片之间(光程 1. 2 mm),其连接的制冷器可以

将温度稳定在 10 ~ 300 K。
实验使用的超快瞬态吸收装置是将一束重复

频率为 250 Hz 的 800 nm 的飞秒脉冲激光用分束

片分为两束,能量较大的一束光进入 OPA(光学

参量放大器),产生 860 nm 和 920 nm 的激发光,
此激发光经过频率为 125 Hz 的斩波器(Newport
Model 75160),频率变为 125 Hz,激发光经过延迟

线(Newport M鄄ILS250CC)延时后聚焦在样品上,

对样品进行激发。 能量较小的一束 800 nm 光聚

焦在蓝宝石片上,产生超连续白光,再聚焦在样品

上作为探测光,使探测光斑比激发光斑略小,保证

在样品处探测光斑被激发光斑完全覆盖,透过样

品的探测光经透镜聚焦被 AvaSpec 薄型背照式的

高紫外灵敏度的 CCD 光纤光谱仪 ( AvaSpec鄄
2048x14)收集。 这里所用的激发光强均小于 500
nJ / pulse(除了 920 nm 激发用的 2 滋J / pulse 的能

量),激发光的光斑直径小于 0. 5 mm。

3摇 结果与讨论

图 1 是 M202LH 的稳态吸收光谱,对比天然

的反应中心的细菌叶绿素二聚体,860 nm 处激

发态 P 的吸收已不明显,取而代之的是范围宽

广的 820 ~ 970 nm 较宽的吸收带。 在低温的条

件下,这个近红外区的吸收更加强烈。 Boxer 研

究组通过测试 M202LH 的斯塔克光谱证实这个

突变体中的异质二聚体存在着很强的电荷转移

态的特性[8] ,光谱的展宽主要由于突变体的定

域激发态与分子内电荷转移态存在着一定程度

的耦合作用。 在低温的条件下,定域激发态的

峰位有一定程度的红移,更接近电荷转移态的

能级,因而两者产生了更强的耦合,致使吸收进

一步展宽。
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图 1摇 天然和 M202LH 反应中心的稳态吸收光谱

Fig. 1 摇 Steady state absorption spectra of wild type and
M202LH reaction centers

为了进一步研究样品的电荷转移特性,我们

采用飞秒瞬态吸收的方法,激发异质二聚体,通过

测量其激发态动力学进行研究,980 nm 位置的受

激发射信号表征激发态的寿命,830 nm 处的基态

漂白信号代表基态的恢复过程。 图 2 给出了不同

温度下 M202LH 反应中心在 860 nm 激发下的

830 nm 处的基态漂白动力学,表征着基态粒子数
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随时间的变化。 可以看到突变体在不同温度下的

基态漂白恢复是比较一致的,用双指数拟合,拟合

的平均寿命是 28 ps 左右,这与之前报道的激发

态受激发射的寿命是比较符合的。 基态漂白恢复

时间和 980 nm 的受激发射衰减时间一致,说明没

有复杂的多步过程发生,仅仅是部分电荷传递和

部分电子回到基态而引起的漂白恢复过程。 需要

指出的是,双指数过程和天然的反应中心的电子

传递过程一样是由于蛋白质的构型调整引起的,
而非不同的弛豫路径引起,同样可以用反应扩散

模型描述,弱的温度依赖效应也反应了这一物理

本质。
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图 2摇 不同温度下 M202LH 反应中心的电荷转移动力学

Fig. 2摇 Temperature dependent electron transfer dynamics of
M202LH reaction center

天然的反应中心的电荷转移效率为 100% ,
基态完全被漂白而不恢复。 这里采用的 M202LH
突变体,其电荷转移过程慢得多且效率很低,因而

最终大部分漂白信号都恢复了,最终剩余的漂白

信号比例代表电荷转移的效率。 表 1 给出了不同

温度下电荷转移的产率,我们注意到,在室温的情

况下,产率大约为 20% ;在低温条件下,产率大约

在 10% 。 因此,突变体 M202LH 的激发态电子大

部分通过无辐射跃迁回到基态, 电荷转移效率很
表 1摇 不同温度下反应中心电荷转移的产率

Table 1 摇 Temperature dependent electron transfer yield of
reaction center M202LH

温度 / K 室温 250 200 160 120 10

产率 / % 18. 9 16. 6 12. 6 10. 4 9. 2 9. 0

低。 这说明异质二聚体的电荷转移态对光合作用

的电荷分离是不利的,随着温度的降低,异质二聚

体的电荷转移态特性进一步增强,使得光合作用

最初的电荷分离的产率也进一步降低。
图 3 是在低温 10 K 时,由不同波长激发下

M202LH 反应中心的基态恢复动力学。 然而实验

结果是无论用蓝边 860 nm 激发(主要激发局域

的激发态)或者红边 920 nm(主要激发分子内电

荷转移态)激发,其基态恢复的动力学是基本一

致的,最后的电荷转移的产率也是几乎没有区别。
这一结果说明异质二聚体的分子内的电荷转移态

与局域激发态存在强耦合,两个态实际上结合为

一个具有分子内电荷转移特性的新态,所以无论

激发其吸收的任何位置,反应过程完全一致。 这

与天然的反应中心不同,同质二聚体的激发态特

性包含了局域和分子内电荷转移态的共同行为,
波长依赖取决于激发两态的权重[5]。
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图 3摇 10 K 时不同激发波长下 M202LH 的电荷转移动力

学比较

Fig. 3摇 Comparison of electron transfer dynamics of M202LH
at different excitation wavelength at 10 K

4摇 结摇 摇 论

通过对 M202LH 突变体的超快光谱研究,发
现突变的异质二聚体存在两种激发态:定域的激

发态与分子内电荷转移态是相互强耦合的。 和天

然的反应中心相比,突变的分子异质二聚体中形

成的电荷转移态并不是电荷分离的有效途径。 异

质二聚体随着温度的降低,而活性降低,导致电荷

分离产率进一步下降。
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