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摘要 利用傅里叶变换红外光谱(FTIR)方法研究了光系统 I(PSI)膜颗粒中蛋 白二级结构． 

结果表明光系统 l二级结构的红外光谱在 300K和 77K温度下是有 区别的，且主要反应在 折 

叠与转角结构相应红外瘦收之问的相互转化． 

关键词 

引言 

绁 
通过对紫色光细菌(Rhodopseudomonas viridis)作用中心形成晶体的x光分析已在原 

子分辨率上给出了各种蛋白基因和色素分子的配位和分布0]．但至今人们尚不能给出高等 

植物(如菠菜)中光系统的大基因分子的精确结构，这是由于这类功能基团要形成一种可供 

x光进行结构分析的晶体极其困难．人们对高等植物 PS I系统的认识仍停留在紫色光细菌 

作用中心模型上，应用红外光谱方法去具体地分析高等植物中PS I蛋白二级结构 “ 是十 

分有意义的．本文报道对 PS I膜颗粒在 300K和 77K条件下的蛋白二级结构红外吸收光谱 

及其区别． 

】 实验与结果 

本文研究的样品是高等植物菠菜中提取的光系统 I(PSⅡ)膜颗粒，它们具有生物活性 

的PSⅡ，主要由反应中心蛋白D1和 D2、细胞膜色素b559、叶绿素结合蛋白CP47和CP43、 

分子量分别为17、23和33ku的外周蛋白以及光能转换所需的辅助因子组成．我们采用文献 

[3]的方法从新鲜菠菜中获得 _『具有生物活性的PS l膜颗粒．为 _『保证这些膜颗粒的活性， 

将它们保存在 SMN缓冲液中，并使叶绿素浓度为2mg／ml，置液氮中保存待用．对 PS I膜 

颗粒样品进行了室温和液氮温度下的光谱测量，在测量前我们将低温保存的样品在室温下 

融化，均匀地涂在 ZnSe晶片上，再进行快速真空干燥去除水分，在Bruker IFS 113V型傅里 
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摘要 利用悼里叶查换红件无谱 (FTIR) }j法研究 T 光j单纯I\PS 1 )腥颗粒中蛋白二级结构.

结果表明先j在统 E 二辑结构的红补光谱在 300K 和 17K 温度下是有 E 别的咽且主要反应在 β 折

叠与转角结构相应红持强收之间的相互转化

键词且!户才巳 内且怎先
1坪。

眠黯tι

通过对紫色光细菌 (Rhodopseudomonas viridis) 作用中心形成晶体的 X 光分析己在原

子分辨率上给出了各种蛋白基因和色素分子的配位和分布[1]，但至今人们尚不能给出高等

植物(如在菜〉中光系统的大基因分子的精确结梅，这是由于这类功能基团要形成一种可供

X 光进行结构分析的晶体极其困难.人们对高等植物 PS I 系统的认识仍停留在紫色光细菌

作用中心模型上.应用红外光谱方法去具体地分析高等植物中 PS I 蛋白二级结构[l.J.， t]是十

分有意义的.本文报道对 PS I 膜颗粒在 300K 和 77K 条件下的蛋白二级结构红外吸收光谱

及其区别.

E 实验与结果

本文研究的悻品是高等植物在菜中提取的光系统I(PS II )膜颗粒.'8们具有生物活性

的 PS 1. 主要由反应中心蛋臼 D1 和 D2.细胞膜色素 b559、叶绿素结合蛋白 CP47 和 CP43 、

分子量分别为 17 、 23 和 33ku 的外周蛋白以及光能转换所需的辅助因子组成.我们采用文献

[3J的方法从新鲜被菜中获得 r具有生物活性的 PS I 膜颗粒.为 F保证这些膜颗粒的活性咽

将官们保存在 SMN 缓冲液中.并使叶绿素浓度为 2mg/ml.置液氮中保存待用.对 PS I 膜

颗粒样品进行了室温和液氮温度下的光谱测量，在测量前我们将低温保存的样品在室温下

融化，均匀地涂在 ZnSe晶片上，再进行快速真空干燥去除水分.在 Bruker IF S 113V 型博里
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叶变换红外光谱仪 上进行榆测 

空环境，测量分辨率为2cm l 

为消除光路中的水汽 与CO 气体的影响，整个光路处于真 

典型的实验光谱如图 l所示．光谱表现 

出明显的酰胺吸收带结构．由于我们主要是 

关注 PSⅡ膜颗粒样品中蛋白二级结构的情 

况，所以我们将重 点围绕位于 l660cm_。附近 

的酰胺 1吸收带．』iI洛仑兹线型对酰胺 I吸 

收带进行拟合汁算可得如图 2所示的结果． 

在具体计算I}_我们进行了光潜的基线校 IE， 

羊细方法将另又报道．由于红外光潜描述的 

是蚩白大分子中的 ‘ 化学键的振动，这类 

振动谱通常可用洛仑兹线型描述．所以类似 

干 Swreuicz采用对原始红外光谱拟合的方 

法一 。 ．本文在拟合中采用的洛仑兹线型吸收 

公式 

I 300K(a) j 77Kll ．“． l、 

的 PSI红外吸收光渚 

Fig．1 The infrared absorption spectra 

0f PS1 at 300K (a)and 7K (b) 

^ 一害 
其中 ^是表征吸收强度的正比于吸收系数的量， 是光谱中的波数， 是吸收峰对应的渡 

数，s，为吸收强度，y 为峰的半高宽．仅取 3个吸收峰作实验光谱拟合．3个峰分别代表 r p 

折叠， 螺旋和转角 3个二级结构．由于人们更关注 3种 级结构所占的百分比．所以表征 3 

种结构的 3个峰是合适 的．另外原始光谱也仅显示出吸收带有不对称性，即除位于约 

1 657cm一处主峰外，在≈1 630cm。。和≈1680cm_。处有 2个可分辨的拐点．所以从光谱分析 

角度看取为 3个峰的叠加较为合适．从不同初始值进行的拟合计算表明拟合结果具有唯一 

性．如果取 4个以 子峰作拟合，导致拟合计算中参量的不唯一性．在对酰胺带吸收光谱处 

理中，人们亦常用反卷积或二状微分的方法处理口]．但这样较难直接地较精确地获得备吸收 

_，cm 

2 300K~a)与77K(b)温度 rPS J佯“的酰肫 l吸收带光谱 
Fig．2 The amide 【band of PSⅡ at 3O0K (a)and 77K (b) 
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陆

叶变换红外光谱仪上进行检 ì~IJ 为消除光路中的水汽与 CO，气体的影响，整个光路处于真

空环境，测量分辨率为 2cm- 1

典型的实验光谱如罔 1 pJr示·光谱表现

出明显的酌胶吸收带结构.由于我们主要是

关任 PS I 膜颗粒样品中蛋白二级结构的情

况，所以找们将重丧围绕位 f 166日 cm- l 附近

的航胶 I 吸收带" llJ j岳仓正主线型对酷胶 I 吸

收带进行拟合叶算可得如因 Z 所示的结果

在具体计算'lq~ 们进行了光谱的基线位正，

l1'细方法将另人w道.由 r红外光谱描述的

是崖臼大分子中的-些化学键的振 Z;!J • 这类

振动t普通常 "I用泊仑菇线型描述所以宪似

于 Swreuicz 采用可原始红外光谱拟合的方

法:飞币本文在拟 fT中苯用的格仑正主线哩吸收

公式 ~J

1800 
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折叠，α 螺旋和转角 3 个三级结构.由于人们更关注 3 种:级结构所占的百分比.所以表征 3

种结构的 3 个峰是合远的另外原始光谱也仅显示出吸收带有不对称性.即除位于约

1657cm-' 处主峰外.在电1630cm- 1 初 =16日Ocm- 1处有 Z 个 "J分辨的拐点所以从光谱分析

角度看取为 3 个峰的叠加较为合适.从不同柯始值进行的拟合计算表明拟合结果具有唯

性.如果取 4 个以仁子峰作拟合.导致拟合计算中参量的不唯一性.在对酌胶带吸收光谱处

理中，人们亦常用反卷在1戎二次微分的方法处理['1 " f同这样较难庄接地较精确地获得各吸收
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峰原始的强度与线宽参量．采用直接拟合的片法，相对而占可较准确地反映酰胺 I带中相应 

吸收峰的峰位，及强度与线宽这些重要物理参量．因此本文采用的是原始实验光谱的直接拟 

台方法．拟台获得了组成酰胺 i吸收带 3个子峰的频率线宽与强度(强度参量用占吸收峰 意 

强度的比例束表示)等参量，如丧 l所列．拟 曲线如图 2所示，其中实线是实验光谱，与实 

线相互台的点线为拟台的理绝谱线，兄外 3条点线表示的峰为理论上拟台中分解出的三结 

构峰． 

表 l 酰胺吸啦带各子峰参量 

Table l The fitting p~rameters of amide I band 

2 讨论 

从表 l所列的光潜分析结果可 ，对于室温下测得的光谱 a螺旋峰强度约为0折叠和 

转角结构二者相应吸收峰强度之和的 1．3倍．与紫色光细菌反应中心相比 一．表现出相似蛆 

发的 螺旋 级结构峰．另外在光谱的线宽上，与 螺旋和 B折叠相关的吸收峰线宽‘> 

40cm )明显夫干转角结构相应的吸收峰线宽(~--30cm。。)．这一点可能起源于在 p折叠峰 

内仔在着 2个相距约 lOcm 的来 自p折叠结构的吸收峰 ’．与 a螺旋峰相交叠的还有无序 

结构引起的吸收，这些因素导致了这两类峰的线宽较宽，相对而言，转角结构导致的吸收峰 

为单一峰，所 线宽窄一些．本文观察到的与p折叠相关的吸收峰位(1 633cm )．与 a螺旋 

柑关的吸收峰位(1657cm )和与转角相_芰的吸收峰位(1 680cm一)，与文献[2]中指出的 3 

种峰的峰位(p折叠(1628cm 与 1638cm )，a螺旋(1 657cm )和转角结构(1 678cm ))基 

本一致．从本文光谱看．在S折叠结构处仅可分辨出 1个峰．为了保证拟合参量的唯一性，我 

们用 1个峰代替 p折叠中可能存在的 2个【Il晕_ (1 628cm 与 1 638cm )．我们的结果与这 2 

个峰的平均值 1633cm 相一致，另外，该峰线宽接近 50cm～，远大于 口折叠 2个峰位差 

lOom～，所以用 1个峰代替足可行的，而这一近似并不会较大地影响p折叠峰在整个吸收带 

中含量的估计． 

当测量温度降到液氮温度时．我们观察到酰胺 I吸收带整体上略有变化．具体表现在表 

征 3种二级结构的峰上有一些值得注意的特性，随温度下降3折叠峰频率红移(1．5cm。。)， 

Ji『i a螺旋与转角结构的峰均呈现蓝移，分别有 0．6cm 和 3cm一．每个二级结构相应的红外 

吸收峰所占百分比上亦有一一定的变化，主要表现为3折叠的含虽减少了 7 ，但 a螺旋与转 

角结构的含量分别上升了2 和 5 ．线宽方面相对变化不大．由上述实验分析结果可见．a 

螺旋结构在温度降低后变化相对较小．而 折叠与转角结构剥呈现出向相反方面变化的趋 

势，即频率上一个红移一。个蓝移，强度上 一个减小，一个增加．我们知道，当温度 1 降时，任何 

结构中分子振动诱导的结构无序度都要下降，即结构趋向有序化．文献[2]表明，光 PS l蛋 

白的无序度上升时，口折叠的含量将增加．本文观察到了降温引起蛋白无序度下降进而 p折 

维普资讯 http://www.cqvip.com 
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峰原始的强度与纯宽参量采用在接拟合的应法.相付而言可较准确地反映酷胶 I 带中相同

吸收峰的峰位咽及强度与线宽这些草要物理参量-因此本文采用的是原始实验光谱的直接扛I

FT方法拟合获得了组成酌胶 I 呗收带 3 个子峰的频率线宽与强度[强度参量用占吸收峰总

强度的比例来表示》等参量，如灰 1 所列.拟什曲线阳|到 2 所示.真中实线是实验光谱咽 ~.v;

戎相重台的)，~纯为拟 fT的理论谱线咽可外 3 条点线表示的峰为理论上拟台中分解出的二绢

向峰.

表 1 酷脑吸收带各子峰番量

T able 1 The fiUing para皿eters of amide 1 band 

温度
α 螺旋 。折叠 转电站问

(KJ 制平 强度 吃宽 相丰 强度 技宽 相草 强匮 线宽

~rm- 1) <~m-- J Icm- I) 1 !']) l c-m- 1) (cm- l ) (cm- I I 

;iùll 1 ôG7. 11 5 白 -l l. 7 1633.1 '8 4t\. 4 1679.ι 14 33. U 
τ- 1 &57. (, ", 4 1. 7 16JI 唱 h n 49. 1 I 白'3~.ö I 叶 .::i..l.8 

2 讨论

从去 1 所列的光谱分析结果可见咽付子室温下测得的光谱 α 螺旋峰强度约为 3折叠阳

转角结构二者相应吸收峰强度之啊I的 1.3 倍与i紫色光细菌反应中，L'相比[4~ 表现出相似强

!主的 u 螺旋纸结构峰另外在光谐的线宽上.与 u 螺旋和自折叠相关的吸收峰线宽 l>

40cm-' )明显大f转角结构相应的吸收峰线宽[电30cm-' ). 这一点可能起摞子在日忻叠峰

I~J 存在着 Z 个相距约 lUcm 】的来自日折叠结构的吸收峰[气与 α 螺旋峰相交叠的还有元序

结构寻|起的吸收.这些因素导致了这两类峰的线宽较宽，相对而言.转角结构导致的吸收峰

为单一峰.所以线宽窄 些.本史现察到的与日折叠相关的吸收峰位(]633cm-') .与 α 螺旋

相关的吸收峰位(l657cm- 1 )和与转角相关的吸收峰位 0680cm- ).与文献[2J 中指出的 3

仲峰的峰位(ß 折叠0628cm-'与 1638cm- 1 ) .α 螺旋 (]6 :i 7cm- 1 )和转角结构(]678cm-') )基

本 4致.从本文光谱看.在日折叠结构处仅可分辩出 1 个峰.为了保证拟合参量的唯一性.我

们用 1 个峰代替 R折叠中口J能存在的 2 个峰已l( 1628cm←与 1638cm-' ).我们的结果与这 2

个峰的平均值 1633cm-' 相 致.另外，该峰线宽接近 50cm- 1 • 远大于自折叠 Z 个峰位左

lOcm- J •所以用 1 个峰代替是可行的咽而这 近似并不会较大地影响 R折叠峰在整个吸收带

中含量的估计.

当测量温度降到准氮温度ff-t .我们观察到院胶 I 吸收带整体上略有变化.具体表现在表

证 3 神二坡结构的峰上有 些值得注意的特性，随温度下降 2 忻叠峰频率红移([. 5cm-'). 

而 α 螺旋与转角结构的峰均呈现蓝移，分别有 1). 6cm- 1和 3cm-、.每?二级结构相应的红外

吸收峰所占百分比上oi[;高-定的变化唱主要表现为自折叠的含量减少了 7 ~.~ .但 α 螺旋与转

角结构的含量分别上升了 2 川和 5 ~'~.线宽方面相对变化不大.由上述实验分析结果可见 .α

螺旋结构在温度降低后变化相时较小.而 R折叠与转角结构则呈现出向相反方面变比的趋

势 .H~频率上 ?红移一个蓝移咽强度上 A个减小个增加.我们知道咱当温度 l、降时咽任何

结掏中分子振动诱导的结构元序度都要下降.即结构趋向有序也文献[2J表明，光 PS I 蛋

白的无序度上升时，自折叠的含量将增加.本文观察到了降温引起蛋白无序度下降进而 R折
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叠含量下降与文献Ez3的结果相一致． 

另外，在一般固体结构中，当温度下降时，由于原子间的间距有所减小，从而导致相互作 

用力上升．酰胺 I带表征着一种平面内c=0伸缩振动，且与 c—N伸缩振动和平面内N— 

H弯曲振动有一定的耦合．所以作为一种振动模式，可以预计酰胺 I带表示的振动频率应随 

温度下降而蓝移、这 ‘预测与 n螺旋和转角结构中的振动模的行为是 。致的．但与 卢折叠结 

构中的振动模行为 一致．卢折叠结构中的振动模强度在温度下降时减小，这一实验现象可 

能表现了卢折叠与转角这两种蛋白二级结构中振动模在低温下的相互调整，从而使卢折叠 

中振动模极性一定程度上转移到了转角二结构上．然而为何会引起这样的振子强度转移，还 

需要更深入的研究工作． 

3 结论 

在 300K与 77K温度下，通过 FTIR光谱对 PSⅡ膜颗粒样品蛋白二级结构特征峰酰胺 

I带的测量与分析，表明采用 3个峰结构，可以较好地从红外光谱 上获得蛋白二级结构的信 

息，同时表明，77K温度下的测量是一种较好的不破坏膜颗粒活性的研究二级结构温度效应 

的方法． 
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叠含量下降与文献[2J的结果相一致.

另外，在一般固体结构中咱当温度下降时，由于原子阔的问距有所减小，从而导致相互作

用力上升.酷胶 I 带表征着一种平面内 C=o 伸缩振动咽旦与 C~N 伸缩振动租平面内 N~

H 弯曲振动有一定的精合.所以作为一种振动模式，吁以预计献胶 I 带表示的振动频率应随

温度下降而蓝移.这 预测与 a 螺旋租转角结构中的振动模的行为是-致的.但与 β忻叠结

构中的振动模行为不一致 β忻叠结构中的振动模强度在温度下降时减小，这一实验现象可

能表现了 β 折叠与转角这两种蛋白二级结构中振动模在低温下的相互调整，从而使 β 折叠

中振动模极性一定程度上转移到了转角二结构上.然而为何会刮起这样的振于强度转移，还

需要更深入的研究工作.

3 结论

在 300K 与 77K 温度下，通过 FTIR 光谱对 PSll 膜颗粒样品蛋白二级结构特征峰酸股

I 带的测量与分析，表明采用 3 个峰结构，可以较好地从红外光谱 E获得蛋白二级结构的信

息，同时表明，77K 温度下的测量是一种较好的不破坏膜颗粒活性的研究二级结构温度效应

的方法.
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Abstract The secondary structure of the isolated photosystem Ⅱ (PS I)reaction center 

was characterized by Fourier transform infrared(FTIR)spectroscopy．The recorded spec— 

tra show some difference between results of 3ooK and 77K for the amide I band．which is 

related with the secondary structure of PS 1．The main pbenomenon is the transfer of in— 

frared absorption between the~-sheets and turns related absorption bands． 
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Abstract The secondary structure of the isolated photosystem I CPS I ) reaction center 

was characterized by Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy. The recorded spec 

tra show same difference between results of 300K and 77K for the amide 1 band. which is 

related with the secondary structure of PS 1. The main phenomenon is the transfer of in

frared absorption between the ß-sheets and turns related absorption bands. 

Key words photosystem I ,protein secondary structu r-e 9 FTIR. 
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