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大豆光合生理生态的研究

第五报 大豆光合作用中叶绿素
a 、

b 间的能量传递
`

唐树延 孟继武

( 中国科学院长春物理所 )

杨文杰 苗以农

(东北师范大学生物系 )

摘 要

在大豆不 同生育期 色素含量 与组份 比分析的基础上
,

研究了大豆色素分子之间 的相互 作用
.

通过 叶绿素 a
,

b 吸 收光谱
,

发射光谱
、

激发光谱 以及选择激发的发光光谱
,

证 明了叶绿素 a 、

h

之间存在着共振 能量传递
。

利用 位形座标模型讨论 了 黑 农 26 大 豆 体内天线叶绿素 b 向叶绿素 a 传

递能量的途径
.

并指 出在大豆 光合作用 中
,

共振传递是 极为 重要的能量传递方式
.

前 言

高等绿色植物体内存在着叶绿素
a
和叶绿素 b 两种叶绿素

。

在大豆叶绿体的光合作

用中
,

叶绿素 a( C h 1a ) 是
“ 天线 ”

色素
,

也是
“
中心

” 色素 (唐树延
,

19 8 2 ; N or
r ; 5 ,

19 7 4 ) 它起着光能捕获和电荷分离的双重作用 ( K at z , 1 9 7 3 ) ;
叶绿素 b ( C h l b ) 贝七

只起 “ 天线 ” 的光能吸收和传递作用
。

叶绿素 a 、

b 之问的能量传递效率是很高的 ( 梅

镇安
, 1 9 8 1

,

C a m p i l l o , 1 9 7 6 )
。

近年
,

随着激光和光谱技术的迅速发展
,

光合作用机理以及光能利用研究 已越来越

多 ( p o r t e r , 1 9 7 8 ; B a r b e r , 1 9 7 5 )
。

但是
,

运用发光物理方法研究大豆色素分 子 之

间的能量传递过程的工作尚未见报导
。

本工作 目的在于研究大豆色素分子光谱的同时
,

着重地研究 了色素分子间的能量传递途径和属于哪种类型的能量传递
,

这对于了解光对

作物的作用和提高光能利用效率是十分重要的
。

实 验 和 结 果

1
.

样 品

色素 C h la
、

b 是从黑农 26 大豆叶片中用文献 (杨善元
, 1 9 7 9) 报导的方法提取和

纯化的
。

大豆叶绿体采用 H al l ( 1 9 7 5 ) 的方法制备
。

叶绿素浓度按 A r n o n ( 1 9 4 9) 的方法

分析
。

书 本工作承蒙徐叙冶 教授关怀 和 指导
.

叶绿素光谱测试由于 宝贵
、

关 中素二 同 志完成
.

在 此致谢
.

本文于 1 9肪年 1 月 2 8日收到
。
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所用仪器为 日立 UV 一36 0 型双光束分光光度计
,

日立 M P F一 4 型萤光分 光 光 度

计
。

选择激发实验的激发源
,

还用 了 H e
一 N e

激光器
,

波长 6 32
.

8 n m线
,

功率 40 m w
,

产生的萤光由光电倍增管接受
,

经光子计数放大器后
,

由 T 一 80 0 三光栅光谱仪记 录
。

2
.

可见与紫外吸收光谱

配制 C h l a : 1
.

2 X l o 一 S M
.

C h lb
: 4 X l o 一 6

M和 C h l a + b 等浓度的丙酮混合溶液
。

制备大豆叶绿体缓冲液
,

其中 C hl 含量为 15 咫 / m l
,

测量吸收光谱列于表 1
。

表 1
.

大豆色素和叶绿体吸收光谱数据
T a b l e 1

.

D a t a f r o m t h e a b s o r P t i o n s P e e t r a o f P i g m e n t a n d

` h Io r o P l a s t o f s o y b e a n

C h l a 丙酮溶液 C hl b 丙酮溶液 C h la + b 丙酮溶液 T ir s 叶绿体缓冲液

吸 收 峰

( n : : 1 )

相对吸光度

( 1
.

。 m
.

M
.

)

吸 收 峰

( n m )

相对吸光度

( 1
.

e m
.

M
.

)

吸 收 峰 相对吸 光度

( 1
.

e 二
.

M
.

)

吸 收 峰

( n m )

相对吸光度

( 1
.

e m
.

M
.

)
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大豆色素和盯于绿体的萤光发多三射谱

F 19
一

1
.

F i u o r e s e e n e e e m i s s i o n s p e e t r a f o r t h e P i g m e n t a n d

e h ! o r o p la s t o f : o y b e a n
.

b ) 黑农 2 5叶绿体 c h l
:

2
.

5 、̀ g / r n l
.

a ) 1
.

C h ! b
.

4
·

1 0
一 6 M

.

丙酮溶液 T h e e h l o r o p l a s t He i n o n g 2 6

2
.

C h l a
.

1
.

2
·

飞0
一 S M + C !I l b

.

4
·

1 0
一 6 M丙酮溶液 e h l

:
2

.

5尽g / m l
.

只e x .

(激发波长

3
.

C h l a .

1
.

2
·

1 0
一 5期丙酮溶液 e x e .

w a v e l e n g t h )
:

1
。

6 3 2
.

8 n m
.

2
.

4 7 0 n m

3
.

4 5 0 n m 4
.

4 0 6 n m
.

T 二 2 9 8 k
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一一
— — 一 一 一 - 一

- 一 ~ ~一

一
.

一3
.

萤光发射光讲

在室温 ( 2 9 8 k) 下
,

采用 M P F一 4 萤光分光光度计 (佩灯作激发源 ) 测量萤光 光

谱
。

当激发波长为 4 3 o n m 时
,

观察到色素的不同萤光发射光谱
,

强度归一化的光谱 结

果示于图 1
。

用不同波长的光激发大豆叶绿体
,

发现体内的发光通过 C hl a 的光谱形 式

表达 出来
。

说明被激发的各色素分子之间发生了有效的能量传递
。

.

激发光谱和选择激发的发光光谱

图 2 分别为 C h l a ,
C h l b

,
C h l a + b 和大豆叶绿体的激发光谱

。

6 6 ,
67夕

(书之城玉S
、喃之礴万吸偏

扩一一示矽 峨 ( 。

杯如 匀 p `

气
洲博

厂几屏 ,

成

(遥寰
.

禽à
(甘戍碱釜双勺

, e o

” 气
` 。

粼 子娜口 呼2 0

图 2
.

大豆色素和叶绿体的激发光谱

户 19
.

2
.

E x e i t a t i o n s p e C t r a f o r p i g m e n t a n d e h lo r o p l a s t

监参硕萤光峰值分别为
:

M e a s u r e d f l u o r .

m a x :

a
.

C h la
:

6 8 On m
.

b
.

C h lb
:

6 5 6 n m
.

e
.

C h! a
.

b 6 7 9 n m
.

d
.

叶绿体
:

6 8 2 n m
.

C h l o r o P la s t:
6 8 2 n m

.

扣仪`

粼
o f s o y b e a n

.
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从激发光谱 中可以看到
:

Chl a的由六个带组成
,

峰值有 3 4 o n m
、

3 9 0 n m
、

4 o 6 n m
、 _

4 3 o n m
、

5 3 o n m 和 5 7 2 n m
,

C h l b 有三条带
,

峰位是 3 4 o n m
、

4 7 o n m 不f一5 9 5 n m ,

图 2

c( ) 是混合体中监测 C hl a 的 67 9 n m 发光带的激发光谱
,

与图 2 ( d) 叶绿体 的 激 发

光谱比较有两点相似处
:

( i ) 激发光谱的峰位基本一致
,

均有 3 4 o n m
、

3 8 5 n m
、

4 1 s n m
、

4 3 o n m
、
凌6 5 n m

、
5 4 5 n m 和 s s o n m , ( 2 ) 叶绿素 a 、

b 的特征激发带也都一一对应
。

这样的实验结果
,

充分地表明大豆叶绿体内的色素和配制的色素体系之间有着密切的联

系
。

为 了解叶绿素
a 、

b 之间发生的能量传递
,

用选择激发的发光实验提 供 了 直 接 证

据
。

在光谱分析的基础上
,

我们选用由氛灯分光得到的 4 7 o n m 谱线 光 去 激 发 C h la
,

C h l b
,

C h l a + b 不11叶绿体样品
,

由于 4 7 0 n m 是 C h l b 的特征激发带
,

而 不 是 C h l a 的

激发带
,

它能有效地激发 C hl b
,

激发 C hl a
就 困难 了

,

实验结果也是这样 ( 见图 3 )
。

用 4 7 o ll m 波长的光激发视合体样品时
,

只看到了 C h la 的强发 光
,

而 没 有 C h lb 的发

光
,

说明被激发的 C hl h 分 子将能量传给了 C hl a ,

使 C hl a 发光
,

实现 了 C hl a 与 b 之

间的无辐射的能 显传递
。

、
.

飞、袱
.

厦
、 砂

汤 f 片用 ,

F 19
.

3
.

a ) 1
.

C h l b

2
.

C h la

图 3
.

叶绿素的选择激发的发光光谱

S e l e e t i v e E x e i t a t i o n s P e e t r a o f t h e e h l o r o p h y l l
.

4火 10
一 6 M

.

丙酮溶液 b) C hl a ,
b丙酮溶液

.

1
.

2 火 1 0
一 S M

.

丙酮溶液 几
。 二

= 4 7 0 n m
.

2 9 8 k
.

表 2
.

不同浓度时
,

色素混合体 中 C h la 发光效率的实验数据

一
~ _

1 欠 1 0一 M
.

1 x 1 0
一 S M

.

1 x 1 0
一 `人梦

.

C
.

一
一

_

}

1 x 1 0
一 6 M

.

1 X 1 0
一 S M

.

1 x 1 0
一 4 M

.

8
.

2 4

2 2
.

11

3 2
.

8 0

3 2
.

8 4

3 2
.

2 6

表 中 刀 A :

发光效率
,

表 内数据为计算机给出的 C h la 的发光面 积
。

C 。 ,

C b
:

分别为 C h l
a

,

C h la 的浓度
.
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同时我们还测量了混合色素不同浓度情况下的萤光发射光谱
,

当 用 4 7 0 n m 谱 线光

照时
,

观察到固定一种色 素 浓 度
,

C h la 的发光效率随另一种色素的浓度改变而改变
。

实验结果列于表 2
。

讨 论

从图 3 的选择激发光谱中
,

可以看到激发能量从 C h lb 转移到 C h la 的
。

因为光能

是被 C h lb 而不是 C h la 所吸收
,

或者说 C h la 吸收得很少
,

但出现 了 C hl a 的强萤光
,

没有 C hl b 的发光
。

说 明被激发的 C h lb 分子将能量传给了 C hl a ,

在图 1 b( ) 大豆叶绿体

的发射光谱中
,

还看到
“ 天线

”
色素分子之间的能量效率 是很高 的

。

因为 C h la
、

b对光

的吸收是有选择的
,

根据图 2 激发光谱
,

我们选择如下四条谱带
: 4 o 6 n m 线对 C h la 有强

吸收
,

C hl b 却很少吸收 (图 Z a) ; 4 7 0 n m 线是 C hl b 的特征吸收带
,

C h la 几乎没有吸

收 (图 Z b ) ; 4 3 o n m 不rl 6 3 2
.

8 n m ( H e
一 N e 激光线 ) 谱线都是有效吸收带

,

就是说我

们选用了体 内天线色素 C h l a 、

b 各 自
、

的特征吸收带和二者都有效的吸收带去激发叶 绿

体
,

结果只看到了 C h la 的强发光
,

说明被激发的 C hl a 或者 C h l b
,

都将能量 传 递 给

C h la
,

体 C h la 发光
,

完成了色素分子之间的能量传递过程
。

上述激发能的传递之所以可能
,

是 由于电子跃迁时在电荷重新分布过程中所涉及的

力的缘故
:

色素体系里一个分子的电偶极子场引起 另一个分子的激发 ( A n d e r s , 1 9 7 9)

在这一偶联过程中具体地说 C h lb 激发伴随着电子受体分子 C h la 的激发传递过程可 写

作
:

C乃l 、 + 人护
:

一
C l/ l b

*

C h l b*
+ C乃l

;

一
C h l b + C 乃l

。 *

C人l
。 *

一
C l l

。
+ 石, f

这里的 , 。

和 : : 分别为吸收和发射的频率
。

C h lb 分子在传递能 欣之前先达到 低 的 振 动

少

脚

二式爪 ) 改
勺犷阳

r .
一 ”

图 4
.

声子参与下的共振 能量传递模型图

这里
: u b 、 u b ` 、 u : 、 u 。 `

表示 c h l。 和 C h ,
,

的基态与激发态能

级
。

E
。
表示振动能级

,

F
。

( )E

光谱重迭状 态
。

定的分子链上进行的 ( 店树延
,

19 84
,

「
, J

(E ) 表 示 C hl
o .

、

能态
,

而传递的能 显相

当于这些低激发振动态

到墓态的跃迁
,

然后受

体分子 C h la 才 得到相

同数量的能量
。

利用位

形座标模型
,

可以把这

种能量传递 过 程 表 示

出 来 (5
.

Y o m o s a ,

1 9 7 8 )
。

在大豆叶绿体色素

之间的能量转移是分子

间的能量转移
,

是在规

右卫
、

垂堆
, 1 9 7 9) 在分子间转移时

,

C hl a,
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b 分子都独立的对吸收光谱作贡献
。

根据 F 6 r st e r ( 1 4 8 9) 原理
,

从 D 到 A 的 转 移 电

子激发能正比于相互作用项
:

E D . `
.

DA 一 < 梦 D .
梦人

}H 】梦D梦户 >

如果我们只考虑一级近似
,

只有偶极子一偶极子的相互作用
。

假定 D 和 A 的能级 在 相

互作用时基本不变
,

那么就可以得到这种作用产生的能量交换几牢
:

W一

镇
·

示、 卜 {
一

命
二

· 瑞 一

叫
一{

一

恭
, - ( E

·
月

一 }
` ·

一

争 .zI (
一

洁矛
二

{
一 (

丫
砂

姿

式中
:

I
:

激发跃迁积分
。

E M一 E备十 E备

刁 E一 E、 一 E
。

F r e n e h ( 1 9 6 9 ) 和 Y u .

W
.

( 1 9 7 5 ) 利用共振模型
,

根据 F 6 r s t e r 公式
,

提出假

体 E 、 一 E
。

一万备十 E 奋和 风> E
。

的条件成立
,

那么就存在共振传递
。

同时作者还 计 算 了

菠菜叶绿体光谱的 S ot ke
s
位移平均值 Z E , 约等于 0

.

多一 0
.

3 e v 。

结合大豆
,

用选择激发光谱 ( 图 3 ) 数据
,

我们也计算了 Z E M 平均值如下
:

E备二 ( E e h l、 一 E e h l
。

) 令 2二 ( 1
.

8 6 4一 1
.

8 2 2 ) 十 2 = 0
.

0 2 1 e v .

E
。
一刀e h z

。
+ E益= 1

.

5 2 2 + 0
.

0 2 1 = 1
.

s 4 3 e v .

E备“ ( K
·

E 一了。一 E e h一b
) 令 2 = ( 0

.

7 9 5
·

2
.

6 3 2一 1
.

8 6 4 ) 一 2 = o
.

12 o e v .

E 、 ~ K
·

E 一了。一 刀聂= 0
.

7 9 5
·

2
.

6 3 2一 0
.

1 2 0二 1
.

g 8 5 e v .

K
:

表示样品对 4 7 o n m 谱线的吸收系数
,

约等于 0
.

7 9 5
,

代入假设条件
:

E 、 一 E
二

二 1
.

9 8 5 一 1
.

8 4 3 = 0
.

1 4 2 e v .

石备+ E众二 0
.

0 2 1 + 0
.

1 2 0 = o
.

1 4 1 e v .

计算结果验证了 C h l
。 ,

b 分子中心吸收光谱差与激发态振动能级和
,

二者瑟本相等
,

共

Z E、 、 o
.

2 8 3 e v .

与文献报导的结果 ( F r e n
hc

, 1 9 69 ) 基本符合
。

结果表明上述过程 具

备有共振传递的基本条件
。

至于共振传递的具体路线
,

一般说不同分子体系是不同的
。

S c h ul m a n ( 1 9 5。 ) 曾

以 S ” A 共振传递路线为依据
,

提出敏化发光效率 刀* 一 〔1一 (1 一 C劝 “ 〕的公式
,

他认为

” A 与 C s
无关

,

只随 C 人 增加而增加
。

这种主张与大豆色素体系的 C hl
。

浓度固定
,

改 变

C h l b
浓度的实验结果不符 (见表 2 )

。

实际上
,

C h l
。

浓度不变
, 刃*

随 C h l b 浓度 ( C s )

提高而提高
,

因此
,

对于 C hl
a ,

b 之间共振能量传递的途径
,

我们认为应该考虑下面的

各种传递路线
:

a ) S o A

b ) 5 0 5一 A

c ) S 二
。

S o A
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提出似 应是各种途径的共同贡献
.

珍A 二习 刀人。 , ,

从这个表示中可以看到
,

在 C
。

一定时
,

力人 随 几 增加而增加
.

, 当 几 一定时
, 刃人 随 认

增加而增加
。

定性地说这种解释与表 ; 的来验精果相符合
,

总之
,

共振理论能够解释光合作用过程中目前所有已观察到的能量传递现象 (梅镇

安
, 1 9 7 6 , G o v i n d j e e , 19 5 2 ; L o a e h 等

, 1 9 73 )
。

而且随着对共振理论和现 象 研 究

的广泛和深人
,
它在光合作用能量传输过程中的作用也愈加显得重要

。
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