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摘要  采用吸收光谱法研究了十二烷基硫酸钠(SDS)诱导 Rhodobacter azotoformans 外周捕光复合体 LH2 细菌叶绿素

(bacteriochlorophylls, BChls)的解离行为和规律. 结果表明: 室温下, 在 10 mmol•L－1 Tris-HCl (pH 8.0)缓冲液中, 低浓度

SDS 只诱导 LH2 中 B800 细菌叶绿素解离生成游离 BChls, 而 B850 不受影响; 当浓度达到 0.08% (w/V) 时, 能特异性

地诱导 B800 缺失, 其缺失过程和游离 BChls 的生成过程均符合单指数模型, 且二者的速率常数近似相等. 高浓度 SDS
能同时诱导 B800 和 B850 解离生成游离 BChls, 其中 B800 可发生缺失, 而 B850 则不完全解离, 解离过程均符合单指

数模型; B800 对 SDS 更敏感, 其解离速率常数约是 B850 的 4 倍, 游离 BChls 生成速率常数明显低于 B800 解离速率常

数, 而与 B850 解离速率常数相接近.  
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Abstract  The release behaviors of bacteriochlorophylls of peripheral light-harvesting complex LH2 from 
Rhodobacter azotoformans induced by sodium dodecyl sulfate (SDS) were investigated using absorption 
spectroscopy. The results indicated that bacteriochlorophylls of B800 band are released from their binding 
sites and transformed into free bacteriochlorophylls by incubating LH2 sample in 10 mmol•L－1 Tris-HCl 
(pH 8.0) buffer containing SDS of low concentration at room temperature. However, the bacteriochloro-
phylls of B850 band are not released. The dynamics of B800 release and free BChl formation induced by 
0.08% (w/V) SDS can be well fitted by the monoexponential model. The rate constant of B800 release is 
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nearly equal to that of free BChls formation. The release of both B800 and B850 of LH2 can be induced by 
high concentration SDS, simultaneously. The bacteriochlorophylls of B800 band can be completely trans-
formed into free BChls, but not for B850. Although both of their release processes show monoexponential 
models in 1% SDS solution, the release rate constant of B850 is remarkably lower than that of B800 and 
close to that of free BChls formation. 
Keywords  LH2; SDS; bacteriochlorophylls; Rhodobacter azotoformans 

在不产氧光合细菌光合机构中, 外周捕光复合体

(peripheral light-harvesting complex, LH2)是由 α,β跨膜

脱辅基蛋白、细菌叶绿素(BChls)和类胡萝卜素(Car)组成

的超分子体系, 具有捕光和传递光能的作用. 特别是

LH2晶体结构的解析, 为深入研究LH2捕光和光能传递

的分子机制提供了良好的平台[1～3]. 从 LH2 模式生物

Rhodopseudomonas acidophila晶体结构分析[1]: 在α/β异
二聚体内部和异二聚体之间, 相邻 B850 BChls(B850)分
子间的距离分别为 9.5 和 8.8 Å, 这使 B850 分子间存在

强电子耦合作用, 把激发态能级劈裂为18个激子带, 其
中高能激子带可以延伸至 B800 BChls (B800)吸收带, 
从而受到B800干扰, 因此需要脱除B800以便更清楚地

观察 B850 激子带的超快动力学特性[4]. 此外, 目前普遍

认为 LH2 中 B800→B850 的能量传递符合 Förster 激子

转移理论, 但由于 B800 和 B850 光谱重叠很难验证. 因
此, 首先需要对 LH2 细菌叶绿素进行修饰、置换或者缺

失重构以解决光谱重叠问题[5]. 由于 LH2 结构具有多样

性[6], 采用不同方法对来自不同物种 LH2 色素进行解离

和修饰的研究已有很多报道, 如: 增大压力[7]、降低温 
度[8]和定点突变[9,10], 部分改善了 B800 和 B850 光谱重

叠的程度, 但尚不彻底; 高温[11]和强酸[12]能引起 B800
和 B850 解离或缺失, 但无特异性; 十二烷基硫酸锂使

Rhodopseudomonas sphaeroides LH2 B800 特异性解 
离[13], 但解离不完全; 去垢剂 TBG10 在弱酸环境能使

Rhodobacter sphaeroides[14]和 Rhodopseudomonas aci-
dophila[15] LH2 B800 特异性缺失, 但操作较为复杂. 十
二烷基硫酸钠(SDS)作为一种阴离子表面活性剂, 在蛋

白结构和功能研究中应用广泛[16]. 鉴于此, 本文以固氮

红细菌(Rhodobacter azotoformans)LH2 为材料, 采用光

谱法研究了 SDS 诱导 LH2 细菌叶绿素解离的行为和规

律. 低浓度 SDS, 不引起 B850 解离, 仅诱导 LH2 B800
解离和缺失. 可作为一种更简便的特异脱除 B800 的新

方法, 为建立 LH2 B800 缺失模型和能量传递机制研究

奠定了基础.  

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

Rhodobacter azotoformans 134K20 菌株, 16S rDNA
序列 Genbank 登录号 EU883587, 本实验室分离鉴定保

存. 十二烷基二甲基胺氧化物(LDAO)为 Fluka 公司; 
DEAE-32 为 Whatman 公司; 十二烷基硫酸钠(SDS)为
Sigma 公司, 其它试剂均为国产分析纯.  

1.2  LH2 样品制备 

培养基配制和培养条件参见文献[17]. LH2 分离纯

化及纯度鉴定参照文献[18]. 脱除 LDAO 按照参考文献

[19], 在 4  ℃ 黑暗条件下用 pH 8.0 10 mmol/L Tris-HCl
缓冲液对样品透析 72 h, 期间更换 8 次透析液, 收集样

品进行光谱检测.  

1.3  样品处理 

室温, 以 pH 8.0 10 mmol/L Tris-HCl 为缓冲液, 将
新鲜配制的 SDS (w/V)溶液与 LH2 溶液混合均匀, 进行

光谱检测.  

1.4  吸收光谱检测 

在 U-2010 紫外可见分光光度计(Hitachi)上, 使用光

程为 1 mm石英比色杯, 于 250～1000 nm波长范围内进

行光谱扫描, 或选择多波长测定不同时刻的吸光度, 恒
温循环水浴(Polyscience)控制温度为(25±0.2) . ℃  

2  结果与分析 

2.1  不同 SDS 浓度对 LH2 吸收光谱的影响 

在室温下, pH 8.0 10 mmol/L Tris-HCl 缓冲液中, 
Rhodobacter azotoformans LH2与不同浓度SDS作用3 h, 
其吸收光谱和 BChls Qy带吸光度随 SDS 浓度的变化分

别见图 1和图 2. 在浓度 0%～0.08%范围内, SDS随着浓

度增加, LH2 中类胡萝卜素在 422, 450, 475 和 510 nm处

的特征吸收峰均发生增色效应和蓝移; 位于 798 nm 处

的 B800 Qy带吸光度逐渐下降, 而位于 850 nm B850 Qy

带吸光度和峰位均未发生明显变化, 与此同时, 约在

775 nm 处出现游离 BChls Qy带特征吸收峰, 且吸光度
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逐渐增加达到平衡. 当 SDS浓度在 0.08%～10%范围内, 
B850 Qy带吸收峰强度开始下降, 达到 1%后吸收峰强度

不再继续降低, 但吸收峰没有消失, 峰位没有明显位移

(更大浓度 SDS 图中未显示). 结果表明: 低浓度 SDS 
(0.08%), 会破坏 B800 与蛋白质之间结合作用力, 使其

从复合物中脱落出来, 成为游离 BChls, 但对 B850 没有

明显影响. 高浓度 SDS 才能削弱 B850 与蛋白质间的结

合作用, 引起 B850 部分解离. 

 

图 1  SDS 对 LH2 吸收光谱的影响 
Figure 1  Effects of SDS on the absorption spectra 

 

图 2  LH2 细菌叶绿素 Qy带吸光度随 SDS 浓度的变化曲线 
Figure 2  Curves of Qy absorbance band of BChls in LH2 with 
SDS concentration at pH 8.0 and 25 ℃ 

低浓度 SDS 能特异性诱导 B800 解离, 并产生游离

BChls Qy带吸收峰, 对B800吸收峰的观察有干扰. 那么

究竟能否诱导 B800 缺失? 因此, 将含有 0.08% SDS 
LH2 溶液对 0.08% SDS 缓冲液于 4 ℃冰箱中搅拌透析

24 h, 吸收光谱见图 1. 透析 LH2 样品仍具有 B850 Qy

带吸收峰, 而游离 BChls 和 B800 Qy 带吸收峰均消失, 
表明 0.08% SDS 能够特异诱导 LH2 B800 缺失.  

色素缺失和组装对于 LH2 结构与功能关系的研究

有重要作用. Bandilla 等[14]报道了表面活性剂 TBG10 脱

除Rhodobacter sphaeroides LH2中B800的方法, 其特点

是将 LH2 从稳定的 pH 8 调至酸性(pH 5)条件下, 与
TBG 作用 1 h, 可完全脱除 B800, 然后再调至 LH2 稳定

的 pH 8. 该方法操作过程需反复调整体系 pH, 离开了

LH2 稳定的 pH, 对样品影响较大. 与该法相比, 本研究

在 LH2 稳定的 pH 8 条件下, 选择 0.08% SDS 与 LH2 作

用, 即完全脱除 LH2 B800, 而不影响 B850, 解离后通

过层析或直接用含有该浓度 SDS 缓冲液透析即可获得

纯化的 B800 缺失的 LH2, 操作相对简单易行. 由于不

同浓度 SDS能够导致B800 和B850解离不同, 经 0.08% 
SDS 处理可获得仅含 B850 的 LH2, 对于 LH2 B800 重

构具有重要意义, 因此分别选择 0.08%和 1.0% SDS 进

一步研究了 SDS 对 LH2 BChl 解离动力学.  

2.2  低浓度 SDS 诱导 B800 解离动力学 

在室温, 以 pH 8.0 10 mmol/L Tris-HCl 为缓冲液, 
在 0.08% SDS溶液中, 随着时间延长, B850 Qy带特征吸

收峰没有发生明显变化, 而B800 Qy带吸光度逐渐下降, 
游离BChls Qy带吸光度不断升高, 约 180 min 达到平衡, 
见图 3 和图 4. 经动力学方程拟合, B800 和游离 BChls 
Q y 带 吸 光 度 变 化 的 动 力 学 方 程 分 别 为 A ＝ 
0.104e－0 . 0 1 4 t＋0.073 (R2＝0.9924)和 A＝0.114－ 
0.046e－0.009t (R2＝0.9990), 其速率常数分别为 0.014 和

0.009. 结果表明: 在该实验条件下, 0.08% SDS 与 LH2
作用 3 h, 能将 B800 解离为游离 BChls, 特异性地脱除

Rhodobacter azotoformans LH2中B800, 而不影响B850. 
B800 解离过程和游离 BChls 生成过程均较好地符合单

指数模型, 解离和生成的速率常数近似相等.  

 

图 3  在 0.08% SDS 溶液中 LH2 吸收光谱随时间的变化 
Figure 3  NIR absorption spectra of LH2 under 0.08% SDS 
solution at different time (at pH 8.0 and 25 ℃) 

2.3  高浓度 SDS 诱导 B800 和 B850 解离动力学   

在室温, 以 pH 8.0 10 mmol/L Tris-HCl 为缓冲液, 
在 1.0% SDS 溶液中, 随时间延长, B800 Qy带逐渐下降

并消失, B850 Qy带逐渐下降至平衡, 但不消失, 在 775 
nm 处呈现游离 BChls Qy带吸收峰, 且强度逐渐升高至

平衡, 如图 5 和图 6 所示. B800, B850 和游离 BChls 的
动力学方程、速率常数及解离时间, 见表 1. SDS 诱导 
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图 4  0.08% SDS 溶液中 LH2 BChls Qy带吸光度随时间的变

化曲线 
Figure 4  Curves of Qy absorbance band of BChls in LH2 under 
0.08% SDS solution with time 

 

图 5  在 1% SDS 溶液中 LH2 吸收光谱随时间的变化 
Figure 5  NIR absorption spectra of LH2 under 1% SDS solu-
tion at different time (at pH 8.0 and 25 ℃) 

B800 和 B850 的解离过程和游离 BChls 的生成过程均良

好地符合单指数模型. B800 的解离明显快于 B850, 其
解离速率常数约为B850的4倍. 结果表明: 高浓度SDS
能够使 Rhodobacter azotoformans LH2 中 B800 和 B850
同时解离, 且 B800 解离速率更快, 很快即完成, 整个解 

 

图 6  1% SDS溶液中LH2 BChls Qy带吸光度随时间的变化曲

线 
Figure 6  Curves of Qy absorbance band of BChls in LH2 under 
1% SDS solution with time 

离过程游离 BChls 生成的表观速率常数由 B850 决定. 
因此表现出游离 BChls 生成的表观速率常数明显低于

B800 解离速率常数, 而与 B850 解离速率常数相接近的

现象. 

3  结论 

在室温 10 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)缓冲液中, SDS
诱导 Rhodobacter azotoformans LH2 B800 和 B850 解离

形成游离 BChls, 但不同 SDS 浓度对 B800 和 B850 解离

行为不同. 低浓度 SDS, 仅特异诱导B800解离, 高 SDS
浓度(＞0.08%)能诱导 B800 和 B850 同时解离, 但不能

诱导 B850 完全解离. 处于 LH2 环状结构不同微环境中

的 B800 和 B850 对 SDS 的解离能力不同, 相对于 B850, 
B800 对 SDS 更为敏感, 易于从 LH2 中解离下来, 其解

离速度更快. 在含有 0.08% SDS 10 mmol/L Tris-HCl 
(pH 8.0)缓冲液中, 室温 3 h, B800 完全解离, 为构建简

单易行的 Rhodobacter azotoformans LH2 B800 缺失模型

以及深入开展 LH2 结构与功能研究奠定基础.

表 1  1% SDS 诱导 LH2 BChls 解离过程的拟合方程和速率常数(k) 
Table 1  Fitting equations and rate constants of release of BChls in LH2 complexes induced by 1% SDS 

Wavelength/nm k/min－1 Equation R2 Lifetime/min 

850 0.019 A＝0.328e－0.019t＋0.089 0.98952 40.84 
798 0.082 A＝0.154e－0.082t＋0.071 0.99894 12.31 
775 0.024 A＝0.121－0.043e－0.024t 0.99036 — 
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