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在植物中, 光合作用的高效光电转化效率归因于色素蛋白复合体中所建立的强大捕光网络与灵活的能

量转移机制. 对色素蛋白复合体结构与功能的解析是光合作用研究中的重要方向, 对人工光合作用研究和能

源可持续发展战略具有指导意义. 随着冷冻电子显微镜的快速发展, 大量复合体的精密结构得以解析. 冷冻

光学 (光谱)显微镜是冷冻电子显微镜的重要互补技术, 发展至今已有约 35年的历史. 该方法通过光谱特征

可精确识别多种色素蛋白复合体, 而低温成像不仅有效地抑制了单个复合体或细胞样品的光损伤, 还限制了

复合体中色素间的 uphill能量转移, 从而提高荧光量子收率. 冷冻光学显微镜不仅成为表征单个蛋白质的结

构动态与捕光功能的有力工具; 还为可视化和定量复杂的光合成分在细胞体内的空间分布提供了可能性. 因

此, 该技术的应用极大地发展了在微观尺度下分析色素蛋白结构与功能的研究领域, 这对于光合作用研究体

系的推进具有重大意义. 本文从单分子光谱与单细胞光谱技术两方面总结了冷冻光谱显微镜技术在自然光

合作用中的主要应用与取得的成果, 其中包括探究色素蛋白复合体的捕光功能与蛋白质动态的关联, 复合体

中能量异质性的表征, 在细胞体内可视化光合蛋白的能量调控机制等.
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1   引　言

光合作用反应是地球上重要且高效的反应, 它

由镶嵌在类囊体膜上的两个巨大色素蛋白质复

合体-光系统 II (photosystem II, PSII)和光系统 I

(photosystem I, PSI) 所驱动. 两个光系统的动态

激发平衡依赖于其外围的捕光蛋白. 当环境光发生

变化时, 为了维持光系统间的激发平衡, 光系统周

围的捕光蛋白的数量不仅可被调节, 而且其功能也

发生变化 [1–9]. 捕光蛋白的功能异质性主要起源于

其结构的异质性 [10–19]. 蛋白质的结构变化可由多

阶层的能量地形 (energy landscape)理论描述. 在

该理论中, 蛋白质的结构可考虑为被明确的能量势

垒所分割的构象子态, 每个状态都对应着明确的原

子坐标 [20,21], 因此色素蛋白质复合体的运动可考虑

为各个构象子态间的跃迁或转换, 运动频率取决于

系统温度与时间. 生物学方法很难表征如此复杂的

蛋白质动态. 低温下, 蛋白质运动的自由度受限,

因此冷冻单分子光谱技术能通过镶嵌在蛋白质骨

架中的色素光谱来表征独立的构象子态 [22]. 在自然

光合作用研究领域中, 该技术在表征蛋白质动态, 色

素的电子结构, 复合体的功能状态等方面发挥着重

要作用 [11–13,15,23–34].
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另一方面, 围绕 PSII和 PSI所发生的主要生

理事件不同, 例如光捕获、能量调节机制、光保护

机制和电子转移等 [2,5,6,35–53]. 由于缺少能在微观空

间内明确区分两个光系统的方法, 因此独立探究这

些事件变得困难. 冷冻光谱显微镜具有极高的光谱

辨识度, 根据光谱特征可精确区分 PSII和 PSI[54],

使得在单个细胞内可视化两个光系统的空间分布

成为可能 [55,56]. 另外, 多种光谱手段与冷冻光学显

微镜的结合扩展了多维度研究光合作用的可能性.

该技术的应用不仅促进了在微观尺度下探索光合

作用的发展, 而且还建立了基于光谱手段追踪光合

物质的重要技术框架, 该框架可用于探究光系统在

发育过程中的细胞体内组装机制 [57–61].

本文旨在综合地概述冷冻光谱显微镜的在光

合作用领域中的发展与应用. 第 2节简述了色素蛋

白复合体的结构基础; 第 3节详细描述了冷冻光谱

显微镜的光学搭建与技术细节, 以及数据分析方

法; 第 4节和第 5节分别介绍了单分子光谱与单细

胞光谱解析的例子; 第 6节阐述了对该领域的总结

与展望. 

2   色素蛋白质复合体
 

2.1    色素分子的结构

光合作用中高效的光电转化效率是由于色素

分子强大的光捕获能力与分子间能量转移的多样性[62].

叶绿素 a (chlorophyll a, Chl-a)、叶绿素 b (chloro-

phyll  b,  Chl-b)和细菌叶绿素 (bacteriochlorop-

hyll a, BChla)是光合生物中最基础的捕光色素分

子. Chl-a的分子结构由一个连接了镁原子的卟啉

环和一个疏水性的碳氢化合物长链所构成 (图 1(a)

左)[63]. Chl-b和 BChla的分子结构类似于 Chl-a,

不同之处在于它们的卟啉环上 R7 和 R3 官能团的

差异. Chl-a和 Chl-b分子广泛存在于高等植物和

真核藻类细胞中, 而 BChla普遍存在于光合细菌

中 (图 1(a)右). Chl-a溶液在大约 430 nm (Soret带)

和 665 nm (Qy 带)处有较强的吸收峰 , 而 Chl-b

在这两个波段的吸收峰迁移至 460 nm和 645 nm

(图 1(b))[63]. 此外, 在 Chl-a和 Chl-b的 Qy 吸收带

的短波长侧能够观察到一些强度较低的吸收峰, 它

们被称为Qx 带[62,64]. BChla的Soret带位于360 nm,

而Qx 和Qy 吸收带分别位于 580 nm和 772 nm[62,65].

各色素分子在吸收光谱上的差异主要源于卟啉环

上共轭电子体系的改变. 另一类重要的色素分子是

可吸收黄绿光的类胡萝卜素 (carotenoid, Car). 由

于其极短的荧光寿命 (< 10 ps)[66], 该类分子可充

当一个理想的能量淬灭体, 许多研究表明该分子在

光能量保护机制中可能起到重要作用 [67]. 

2.2    光系统 II 和 I 的结构基础

如图 2(a)所示, 光合作用反应由类囊体膜中

两大色素蛋白复合体的协同合作所驱动, 它们分别

称为光系统 II (PSII)和光系统 I (PSI)[68]. 被光激

发后的 PSII可分解水并获取电子, 电子被一系列

转运中间体运输至 PSI并用以还原烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸 (nicotinamide adenine dinucleotide

phosphate, NADPH), 即辅酶 II. NADPH是 CO2
固定反应中所需的重要物质. 图 2(b)—(e)展示了

植物中光系统的分子结构. 由该结构可知, 光系统

由核心蛋白和外周捕光天线蛋白所构成. 天线蛋白

结合了 Chl-a和 Chl-b, 但核心蛋白仅含 Chl-a, 因

此, 能量可快速地从含激发能较高的 Chl-b的天线

蛋白流向核心蛋白的反应中心分子, 这是执行电荷

分离反应的场所 (图 2(d), (e)). PSII和 PSI的反应

中心分子分别导致了吸收光谱上 680 nm和 700 nm

处的光致变化, 因此也被简称为 P680和 P700.

高效的光合作用反应依赖于两个光系统的动

态激发平衡, 然而, 环境光的实时变化让两个光系

统面临着被过度激发的风险. 为了应对环境的扰

动, 光系统可通过改变其连接的捕光蛋白数量来

调节激发水平. 例如在衣藻细胞 Chlamydomonas

reinhardtii 中, 当 PSII被过度激发时, PSI会结合

更多的捕光蛋白以提高激发水平, 这涉及到被称为

状态转换 (state transition, ST)的能量调控机制.

衣藻细胞常被用于研究 ST机制, 这是因为相对于

植物细胞而言, 衣藻细胞中参与到 ST机制的捕光

天线蛋白 LHCs  (light-harvesting  complexes)的

数量更多 [3,42]. 超级复合体 PSI-LHCI-LHCII的成

功发现是证实 ST机制存在的一个有力证据 [69]

(图 2(f)). 最近, 微观尺度下的 ST机制已通过冷冻

光谱显微镜被系统性地研究 (参见 5.2节). 

2.3    光系统 I 中的红叶绿素

图 3(a)展示了耐热型蓝细菌 Thermosynecho-

coccus (T.) elongatus 的 PSI三聚体的晶体结构 [70],

该结构中的 PSI单体含有约 96 个 Chl-a分子 (不
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含 Chl-b), 除了反应中心 P700以外的所有分子被

统称为天线系统. PSI的天线系统中存在少量具有

低激发能的 Chl, 它们的吸收光谱会发生较大红移,

因此被称为红叶绿素 (red chlorophyll, Red Chl).

PSI的红移荧光被认为是源自于点位能量 (site

energy)发生变化的 Chl多聚体. 室温下, Red Chl

组成的分子团与 P700间发生的 uphill能量转移

(uphill energy transfer)严重限制了 PSI的荧光发

射. Uphill能量转移机制描述了激发能量从激发能

较低的分子被向上传递给激发能较高的分子的过

程, 其发生的概率取决于系统温度. Uphill能量转

移是 PSI的一个重要光学特征 . 低温下 ,  uphill

能量转移会受到抑制, 这让 PSI中 Red Chls的荧

光增强, 因此 PSI的荧光更容易被探测到. 蛋白质

的结构动态可能通过两种方式来影响 Chl的点位

能量: i) 改变多聚体中单个 Chl的点位能量; ii) 直

接改变整个多聚体的点位能量. 对于前者, 影响

Chl所在位置的多个因素须被考虑, 例如电荷分布,

与蛋白质残基的结合点位, 分子本身结构的变形等;

而后者主要被多聚体中 Chl分子间耦合强度的变

化所影响 [12,71–73]. 然而, 天线系统中 Red Chls的归

属问题存在长期争议 [11,25,26,31,74–81], 早期许多关于

PSI的单分子光谱实验都是围绕着这个问题来开

展的.

基于最初的蛋白质结构 [70], 3个可能的 Red

Chls被提出 (图 3(a)). Red Chls_1和Red Chls_3

分别由两个和一个 Chl二聚体组成. Red Chls_2

由一个 Chl三聚体组成, 并且 3个色素分子几乎彼

此平行且呈阶梯状排布, 该结构容易导致发射光谱

出现明显的红移. 因此, Red Chl_2是最受关注的

候选者. 最近, Çoruh等 [81] 成功解析了单体化 PSI

的结构. 单体化 PSI与三聚体中的 PSI单体相比,

缺少了 13个分布在蛋白质外围的天线分子, 其中

Red Chls_2结构中最外端的一个分子是缺失的.

单体和三聚体的稳态发射光谱表明, 单体化 PSI的

发射峰出现明显的蓝移, 表明了红发射状态的减

少. 这进一步证明了 Red Chls_2是其中一个红发

射源的合适候选者.

另一方面, Kato等 [82] 也解析了来自蓝藻Gloeo-

bacter violaceus PCC 7421的 PSI结构, 该结构不

含 Red Chls.  通过将该结构与之前报道的含有

Red Chl的 PSI结构进行比较后 [70,83], 证实了来自

于 Chl二聚体和三聚体的两个红发射荧光仅出现

在含有 Red Chl的 PSI中. 稳态光谱的测试结果

表示, 该 Chl二聚体和三聚体分别在大约 700—

725 nm和 725—752 nm波长区域有较强发射. 这

两个 Red Chls被命名为 Low1和 Low2. Low2与

之前提议的 Red Chl_2一致, 但 Low1是之前没
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图 1    (a) 色素的分子结构; (b) 色素溶液的稳态吸收光谱 [63]

Fig. 1. (a) Molecular structures of pigments; (b) steady-state absorption spectra of individual pigment solution[63].
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有被预测过的新候选者 (图 3(b)). 需要注意的是,

由于 Low1和 Low2的光谱分布较宽, 这导致它们

之间存在光谱重叠. 因此, 天线系统的能量传递有

利于两个发射池中的哪一个仍然难以确定. 此外,

组合了光谱烧孔和定点基因突变技术的实验确认

了Red Chls的吸收状态, 例如: T. elongatus 的 PSI

主要有C708, C715和C719, Synechocystis sp. PCC

6803的 PSI有 C706和 C714等 (C后面的数字代

表吸收峰的波长)[31,80]. 然而, 阐明各个吸收状态所

对应的分子数量和位置仍然需要被持续地研究. 

3   冷冻光谱显微镜技术的发展
 

3.1    冷冻光谱显微镜的优势和潜力

通常, 在冷冻光谱显微镜中, 液氮或液氦可作

为冷冻剂将样品冷却至约 77 K或 1.2—4.0 K. 处
于冷冻状态的生物样品可承受高强度, 高频激光的

扫描, 这抑制了在光谱测量中可能会产生的荧光漂

白, 为长时间观察样品荧光的变化提供了保障. 在

自然光合作用研究中, 低温测量至少具有以下几个

优势: 第一, 可以抑制红移 (或低激发能)天线分子
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图 2    (a) 光合作用中电子转移的示意图 [68], LHC表示捕光蛋白, PQ (plastoquinone)和 PC (plastocyanin)分别代表两个主要的

电子载体 . (b), (c) 表示豌豆中 PSII-LHCII (PDB code: 6 YP7)和 PSI-LHCI (PDB code: 4 XK8)复合体的结构 , Chl-a和 Chl-b色

素分子分别用绿色和紫色表示 , 红色箭头表示假设的能量转移路径 . (d), (e) PSII和 PSI各自的反应中心结构 . (f) 绿藻细胞

Chlamydomonas 中两个主要的光系统冷冻电镜结构 , PSII-LHCII (PDB code: 6 KAF)和 PSI-LHCI (PDB code: 6 JO6), 在 PSII-

LHCII中 , 蓝绿色代表 LHCII三聚体 , 而深蓝色和紫色分别代表两个较小的 LHCs (称为 CP26和 CP29), PSI-LHCI-LHCII (PDB

code: 7DZ7)超级复合体除了连接少许的 LHCI以外, 还额外结合了两个 LHCII三聚体

Fig. 2. (a)  Electron  flow  of  photosynthesis[68],  LHC  (light-harvesting  complex),  PQ  (plastoquinone),  PC  (plastocyanin).  (b),  (c)

Structures of PSII-LHCII (PDB code: 6 YP7) and PSI-LHCI (PDB code: 4 XK8) in the high plant. Core protein and light-harvest-

ing protein were shown as yellow and blue-green, respectively. Chl-as and Chl-bs were indicated as green and purple, respectively.

The red lines with arrows were the imaginary energy transfer pathway. (d), (e) Molecular structure of the reaction center of two

PSs.  (f)  The Cryo-EM structures  of  PSII-LHCII  (PDB code:  6 KAF) and PSI-LHCI (PDB code:  6 JO6) of Chlamydomonas  cell.

The PSI-LHCI-LHCII (PDB code: 7DZ7) supercomplex was easily formed upon state transition.
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与反应中心间的 uphill能量转移, 从而提高素色分

子的荧光量子收率. 对于含红移较大色素的光合蛋

白的荧光探测来说降低体系温度尤为重要, 例如

PSI (参见 4.4.2节). 第二, 低温下产氧型光合生物

的荧光光谱中 PSII和 PSI的特征发射成分变得明

显, 它们分别在 682—695 nm和 710—760 nm (取
决于生物种类)的波长区域有容易被识别的发射

峰 (参见 4.1节). 第三, 低温可以冻结细胞的生理

状态. 因此, 冷冻光谱显微镜可在细胞发育过程中

探测光合蛋白质的中间组装体, 并发掘新的色素蛋

白质组分 (参见 5.3节). 第四, 基于荧光去激发原

理的一种超分辨成像技术被提议可与共聚焦光谱

显微镜相结合, 用以发展超分辨的光谱成像技术 [84].

然而, 由于光合生物中含多种光谱重叠的物质, 导

致各物质的荧光激发与发射难以被统一调控, 因此

严重地限制了该超分辨方案在光合作用研究中的

开展. 低温可改变分子的激发方式 [85], 因此冷冻光

谱显微镜有潜力促进光合作用研究中超分辨显微

光谱学的开展 [68] (参见第 6节). 

3.2    冷冻光谱显微镜的冷冻方案

在冷冻显微镜系统中, 样品与用于聚光的光学

组件 (商业化物镜或组装的透镜等)间必须保持真

空环境, 这是为了保护光学组件不被低温破坏和

避免样品表面形成水雾层; 因此, 样品与聚光组件

通常被设计在一个真空腔里 (图 4(a)). 目前已发

展出各种类型的自制冷冻光学方案如图 4(b)所

示 [68]. 图 4(b1)为浸入冷冻剂中的单组件透镜 [86];

图 4(b2)左图为折射率梯度聚光类型 [87]; 图 4(b3)

为可安装在真空腔内的改良版商用物镜 [88]; 图 4(b4)

为由熔融石英制作的反射物镜 [88,89] 等 . 在这些

方法中, 折射率梯度型冷冻系统是最初应用于叶

绿体低温成像的方案 [90]. 另外, 少数几家公司提供

与显微镜架相兼容的商用低温恒温器, 如 Oxford

Instruments, Linkam Scientific Instruments等[91–95]

(图 4(a), (c)). 虽然冷冻显微镜测试可通过直接

使用商业化设备来实现, 但该方法仅允许使用长工

作距离的物镜, 这使得数值孔径 (numerical aper-

ture, NA)被限制在一个较小的数值.

在低温聚光系统的自制方案中, 单组件透镜

的方案是较容易实施的 (图 4(b1), (b4)), 但该方法

不能修正色差. Fujiyoshi等 [89] 扩展了基于单组件

Cassegrain反射镜的光学性能, 他们调整光线的入

射和出射表面至几乎相互垂直的状态, 这显著性地

减少了色差. 他们的最新版本已将镜物的 NA提升

至 0.93[96]. 2000年, Yoshimoto[97] 发展了一种将整

个承载了物镜的扫描台放置于绝热真空腔内的方

案 (图 4(c5)); 这种设计是为了缩短物镜与样品间

的距离, 以获得更高得 NA. 2014年, Shibata等 [98]

以相似的概念开发了一个冷冻显微镜系统, 该系统

使用一个与真空相兼容的物镜 (NA = 0.9), 可在

80 K下对光合细胞进行高分辨的发射光谱成像.

需注意地是, 他们设计的真空腔搭配了两个可从仓

外调控样品位置的水平操控杆, 该方法极大地拓宽

 

Red Chls_1

Red Chls_2

Red Chls_3

(a) 

Low2
Low1

(b)

图 3    (a) T. elongatus 中 PSI三聚体晶体结构 [70], 绿色表示 Chl-a分子, 紫色表示反应中心 P700, 红色分子代表着被预测的 Red

Chls; (b) PSI三聚体中的单体模型, Low2和 Low1是 Kato等 [82] 预测的 Red Chls

Fig. 3. (a) An X-ray crystal structure (PDB code: 1 JB0) of trimetric PSI isolated from a T. elongatus, the Chl-a was indicated in

green, the reaction center was indicated in purple, the initial predicted red Chls candidates were depicted in red and marked by el-

lipses, they were renamed as Red Chls_1-3; (b) Low1 and Low2 were the possible Red Chls which were predicted by Kato et al.[82].
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了可测量的范围. 最近, 他们将同样的方案实施在

一个高速激发光谱显微镜上 [34].

研究者们还考虑通过低温下的液体浸没法来

提高 NA. Metzger等 [99] 首次使用 1-丙醇作为低温

浸没液, 在 160 K下成功使用了 NA为 1.25的物

镜进行成像. 与使用 NA = 0.85的干物镜所测到

的结果相比, 该方法可将空间分辨率提高 1.3倍,

但此方法很难适用于观察嵌入玻璃化水中的生物

样品. 最近, Wang等 [100] 证明, 通过固体浸没效应可

提高冷冻显微镜的分辨率和光收集效率 (图 4(b2)

右). 他们使用了一种由二氧化锆 (折射率约为 2.17)

制成的小型超半球形固体浸没透镜, 将样品贴在该

透镜下方, 然后使其直接与冷冻剂接触, 并在该特

殊透镜上方设置了一个干物镜 (NA = 0.55)来收

集荧光, 该系统让有效 NA被提高至 2.17. 他们基

于随机光学重构显微镜 (超分辨成像技术的一

种)在液氮温度下实现了大肠杆菌细胞的双色成

像, 并显著地提高分辨率至 12 nm. 但遗憾的是,

由于固体浸没型物镜存在无法补偿色差的缺点, 因

此目前很难实现高光谱成像.

在冷冻光谱显微镜中, 冷却时间缓慢 (约几十

分钟)可能会导致结晶水的形成, 这将破坏细胞内

部的精细结构. 最近, 一些研究小组在缩短冷却时

间方面取得进展. Huebinger等 [101] 将生物样品附

着在人造金刚石片下表面, 然后使其背面 (人造金

刚石片上表面)直接暴露在液氮/液氦混合物的强

烈流动中. 由于该材料具有很好的导热性, 因此可

在几秒内完成样品冷却步骤. Wang等 [100] 使用类

似的方法, 他们通过将附着在固体浸没透镜上的样

品直接浸入冷冻剂中以实现快速冷却. Yamanaka

等 [102] 设计了一个特殊的显微镜平台, 样品和物镜

之间使用氮气填充, 然后在样品上方直接淋入液氮

使其快速冷却. 以上 3种方法在样品与聚光组件之

间均未做高真空处理, 因此样品中可能会出现水雾

层. 水雾层所造成的光散射会严重地影响依赖于激

发光形状的光谱的精确测量, 例如吸收光谱和激发

光谱. 

3.3    光谱的信号源与功能

吸收光谱是最基本的光谱信号, 可探测分子的

电子基态. 当已知分子的吸光系数时, 吸收光谱的

强度可直接估计分子的绝对浓度 (表 1). 目前, 单

像素的吸收光谱显微探测已经被实现, 这是通过计

算样品所在区域和空白区域对探测波段波长的吸

 

(b5)(b4)(b2)(b1) (b3)

物镜

(c)(a)

二色镜

激光光源

物镜

荧光

液氮/液氦
真空

光谱仪+
检测器

图 4    (a) 共聚焦荧光显微镜的简易示意图; (b) 自制冷冻光学方案 [68], 绿色背景表示冷冻剂, 被斜线填充的空间表示真空环境;

(c) 商业化冷冻光学方案, 在商业化的低温恒温器中, 样品被固定在真空环境里, 流动的冷冻剂 (带箭头的线)通过一个导热性好

的材料与样品架相连接

Fig. 4. (a) Schematic of the confocal fluorescence microscope; (b) some home-built optical systems of cryogenic microscopes[68], the

green background represents the refrigerant, and the space filled with diagonal lines represents the vacuum environment; (c) a cryo-

genic microscope equipped with a commercial cryostat, the sample is fixed in a vacuum environment, and a flowing cryogen (ar-

rowed line) is connected to the sample holder through a material with good thermal conductivity.
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收强度变化来完成的 [103]. 由于吸收光谱显微镜本

质上是测量吸光度的差值, 因此主要用于研究单细

胞光合生物, 单个色素蛋白分子的吸收光谱探测目

前还尚未实现. 另一方面, 荧光的激发光谱是一种

荧光强度取决于激发波长的光谱, 可提供等价于吸

收光谱的信息. 许多工作使用单分子激发光谱来研

究单个色素蛋白的电子结构 [13,24,104] 和能量传递路

径等问题 [16,34]. 最近的研究证实了激发光谱显微镜

对光合细胞中的天线分子非常敏感, 可用于研究与

天线分子相关的能量调节机制 [48,49,105].

荧光发射光谱是最早用于低温显微镜的信号 [23]

(表 1). 低温下, 光合细胞的发射光谱出现分离的

PSII和 PSI特征荧光带 [55,56]. 在使用标准荧光物

质作为参照的情况下, 荧光发射带的强度变化还可

用于表征能量淬灭 [106]. 这里想要强调, 室温下区

分 PSII和 PSI的方法也被 Hasegawa等 [103] 提出,

该方案通过用近红外波长的连续激光对光合细胞

进行反斯塔克激发来实现. 发射光谱也常用作于单

分子光谱探测的信号来源, 研究与色素蛋白质的结

构动态相关的问题 [17,29,107]. 荧光寿命光谱可检测

发射分子的激发态动力学和定量物质的量子收率,

这对表征淬灭机制十分重要 [5,108,109]. 最近, 低温荧

光寿命显微镜已被实现, 它被用于研究衣藻细胞体

内淬灭态的 LHCII[56].

相对于 Chl的显著性自发荧光而言, Car色素

易发生分子内部的能量转换并容易被淬灭, 导致它

几乎不发荧光. Car的拉曼散射信号能够被检测,

并可通过特征性的分子振动模式来区分具体的分

子种类, 但缺点是信号强度极低 [110]. 在实际的实验

中, Car的自发拉曼信号会被 Chl的自发荧光信号

所覆盖, 这严重限制了拉曼信号在光合作用中的使

用 [111]. 一些报道提出了可提高拉曼信号对比度的

方法, 例如使用长波长的激发光源来尽量避免 Chl

的激发 [112], 或让自发荧光快速漂白后再探测拉曼

信号 [113], 以及通过共振效应增强拉曼信号等 [110,114].

目前, 室温拉曼光谱显微镜已被应用于光合细胞测

试. 低温拉曼光谱显微镜的研发最近也似乎取得一

些进展 [115]. 单分子拉曼光谱虽然已通过针尖增强

效应来实现 [116], 但色素蛋白复合体的拉曼探测也

还存在着巨大的挑战 (表 1).

需要注意的是, 在进行显微光谱探测时, 光谱

的精确测量受到色素重吸收, 激发光散射和反射效

应等因素的影响, 影响程度取决于探测的样品中的

空间位置 [48,117,118]. 吸收光谱和激发光谱对激发光

的光谱散射非常敏感, 严重的散射可导致它们发生

很大的光谱畸变. 而发射光谱和荧光寿命则主要

受 Chl的重吸收效应的影响, 尤其是对于短波长区

域. 拉曼光谱虽然对激发光散射和反射效果很敏

感, 但可以通过改变激发波长来转移探测的拉曼散

射至近红外波段, 在那里这些影响因素将变得微

弱. 以上提到的 3个因素在单细胞的显微镜光谱实

验中尤为明显. 

3.4    光谱的解析手法
 

3.4.1    变换点分析法

单分子的两个常用物理参量: 荧光强度和寿

命, 能够被基于单光子计数 (time-correlated single

photon counting, TCSPC) 的方法直接测量 (见4.3.4

节). 在计算荧光强度和寿命时, 通常需要对所有单

光子进行数值统计, 从而得到光子的直方图分布

(称为荧光衰减曲线), 光子数量可作为荧光强度参

数. 然后通过直接对荧光衰减曲线进行拟合而得到

荧光寿命参数. 然而, 由于单分子的信噪比较低,

因此使用全体光子统计法难以精确地分离背景噪

声与单分子信号. 另一种分析方法是分段式地光子

 

表 1    光谱信号的种类及其功能, 圆环和叉符号分别代表已实现和未实现的项目; 三角符号代表已实现但尚未使用在光

合作用研究中的项目
Table 1.    Type of spectral  source used in the optical  microscope, the circular and cross symbols represent completed and

uncompleted  projects,  respectively;  the  triangle  symbol  represents  projects  that  have  been  realized  but  have  not  yet  been

used in photosynthesis research.

信号源 主要功能 单细胞检测 单分子探测 低温

吸收光谱 叶绿素分子的电子基态, 绝对分子浓度的评估 ◎ × ×

荧光激发光谱 捕光天线蛋白的探测, 能量传递路径的定性分析 ◎ ◎ ◎

荧光发射光谱 两个光系统的表征, 荧光淬灭的表征 ◎ ◎ ◎

荧光寿命 发射分子的激发态动力学表征, 量子收率的测量 ◎ ◎ ◎

自发拉曼光谱 检测弱荧光或非荧光分子, 例如胡萝卜素等 ◎ Δ Δ
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统计. 在该方法中, 设置一定的时间间隔 (或单位

时间), 然后对各个时间间隔内的所有光子进行数

值统计, 从而得到多个荧光衰减曲线. 因此, 从多

个荧光衰减曲线中能够获得多个荧光强度和寿命.

广义似然比检验的变换点分析法 (change points

analysis)可快速计算一段时序数据中的变换点

(图 5), 它能够高效地分析和精炼物理参量 [119]. 变

换点分析法可用于分析时序观测中从多个荧光衰

减曲线中得到的强度和寿命的变化. 这些变换点一

旦被确定, 一段时序数据上的分子状态将被确定.

结合了变换点分析的单光子计数测试已被证明能

够精准地反映单分子的真实特征.
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图 5　变换点分析的模拟 [119]　(a)—(c) 使用不同时间间隔

展示的单参数时程测量 ; (d) 使用变换点函数展示的数据 ;

(e) 模拟的单参数时程测量数据, 该数据具有 5个明确的状

态, 可用于图 (a)—(d)的模拟

Fig. 5. Change-point analysis of single-parameter[119]: (a)–(c)

Time-course single parameter trace with different intervals;

(d)  time-course  single  parameter  trace  used  change-point

analysis;  (e)  the  simulated  time-course  single  parameter

trace with  five  states,  this  data  was  used  for  the   simula-

tions of panels (a)–(d).
 

目前, 许多捕光蛋白的光物理性质已被该方法

直接分析, 包括LH2 (light harvesting complex 2)[120],

LHCII (light-harvesting complex II)[107,121] 和APC

(allophycocyanin)[122]. 另外, 该方法常用于表征的

捕光蛋白的结构异质性, 这对于理解能量调控机理

十分关键, 例如: LHCSR1 (light-harvesting complex

stress-related 1). LHCSR1是一种需通过紫外线

诱导的色素蛋白分子, 它在非光化学淬灭 (nonpho-

tochemical quenching, NPQ)机制中扮演重要的

角色 [123,124]. NPQ是一种避免光合生物受到过度激

发的光保护机制, 它将多余能量以热的形式耗散

掉 [125]. 目前, 虽然对于 NPQ的分子机制尚未达成

共识, 但能够确定地是该机制可被两个因子所触

发: pH值 [126] 和 Car的脱环氧作用 [127,128]. 2017年,

Kondo等 [107] 使用单分子光谱首次测量了在不同 pH

值和 Car的脱环氧作用下苔藓植物的 LHCSR1.

他们的变换点分析显示, 荧光强度与寿命在时序观

测中出现了至少两种明确的状态: 高强度/长寿命

和低强度/短寿命, 即非淬灭状态与淬灭状态. 这

些数据发现了 LHCSR1蛋白中与 pH值和 Car的

分子结构变化高度相关的能量淬灭, 并且证明了

LHCSR1自身有能力通过结构的变化来调控淬灭

程度, 他们的结论为体内 NPQ机制的建立提供了

一个分子模型. 原则上, 一段时序观测上的任意参

量的变化都能通过该方法进行分析. 

3.4.2    聚类分析法

两种最常用的聚类分析法是K均值 (K-means)

聚类与高斯混合模型 (Gaussian mixture model,

GMM)聚类. 前者是通过预测质心, 然后通过欧氏

距离计算质心与每个数据间的值, 再将数据分类进

入唯一一个组的硬聚类方法; 而后者是一种软聚类

方法, 在 GMM聚类法中, 所有数据被假设来自于

由多变量高斯成分构成的联合概率密度函数. 当二

维高斯函数被假设时, 联合概率密度函数为 

P

ξ|

{
wi, µi,

∑
i

}k

i=1


=

k∑
i=1

wi

2π|Σ|i
−1/2

exp

{
−1

2
(ξ − µi)

T∑
i

(ξ − µi)

}
.

(1)

ξ ∑k

i=1
wi = 1

Σ

式中,    是具有两个分量的向量; w 表示每个高斯

组分所占的比例, 满足   ; µ代表均值;

 代表协方差矩阵. 通过 GMM拟合所测数据, 联

合概率密度函数可估算出每个数据被分入各高斯

组分的概率. 无论是对于哪一种聚类法, 都可以使
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用贝叶斯或 Akaike信息准则来选择一个最佳的分

组数量.

最近, GMM聚类法被 Squires等 [30] 用来分析

单个光合蛋白的物理参量. 他们使用单光子光谱法

同时获取了从螺旋藻 Spirulina platensis 中提炼的

藻蓝蛋白组装体 C-PC (C-phycocyanin)的多个物

理量, 包括发射光谱、荧光强度、寿命、荧光偏振强

度, 每种物理参量通过 GMM聚类法细分为多个

组分. C-PC是一种三色素类型的复合体, 各物理

参量的分类能够简化对 C-PC中单个色素的光物

理动态的直接表征. 取决于数据的维度, 聚类分析

法不仅可被应用于分类物理参量, 还可分类光谱和

二维光谱图像. 

3.4.3    奇异值分解法

在单细胞光谱探测实验中, 光合细胞内各像素

上所含的光谱是多种光合物质的光谱的和. 然而,

虽然纯化过的光合物质的光谱能在体外被独立地

Σ

Σ

测量, 但各成分对单细胞光谱的真实贡献是无法被

准确估计的. 因此, 提取各物质的成分光谱对定量

该光合物质在微观区域的变化非常重要. 奇异值分

解 (singular value decomposition, SVD)法是一种

分解矩阵的方法, 该方法有助于提取可用于描述当

前所有光谱数据的成分光谱. 如图 6(a)所示, 所测

量到的大量光谱可被收纳在一个矩阵数据集 M 中,

通过 SVD法可将该数据集分解为 3个矩阵 U,  

和 VT 的乘积, U 和   分别收纳了 SVD谱和奇异

值 (singular value, SV). SVD谱是一个与所测光谱

等长的数值谱, 有正负振幅但没有物理意义. 在 M

矩阵中的任何光谱都可通过 SVD谱的线性组合来

近似. 为了再现这些 SVD谱, 非负的物理性光谱是

需要提前准备的. 最后, 通过最小化 SVD谱与物

理性光谱间的差异来修正物理性光谱 (成分光谱).

2013年, Kumazaki等 [129] 在显微镜光谱测试

中使用该方法分析了链状蓝细菌 (anabaena varia-

bilis)多细胞生物中大量的荧光发射光谱. 该蓝细
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Σ图 6    (a) 奇异值矩阵分解的示意图, M 是一个放置了大量光谱的数据集, U 是放置 SVD谱的正交矩阵, W 和   分别是放置奇

异值 SVλ 的对角矩阵和一个转置矩阵; 在实际分析中, 一般选择前面较大的数值即可; (b)—(d) 一个通过奇异值矩阵分解分析的

单细胞光谱显微测量例子 [130]

Σ

Fig. 6. (a) Schematic form of SVD analysis  of  many spectra, M  is  a dataset with a large number of spectra, U  is  the orthogonal

matrix  with SVD spectra, W and     are  the  diagonal  matrix  with singular  value  SVλ and an transpose  matrix,  respectively;  in

practical analysis, the larger value in front is generally selected; (b)–(d) an example of SVD analysis in single-cell spectroscopy[130].
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菌生物含有两种特征细胞: 营养细胞 (vegetative

cell)和异型细胞 (heterocyst cell), 后者在低氮环

境下容易形成. 他们分析了来自两种细胞的 1625

个发射光谱, 并获得具有最大 SVs的 5个 SVD谱

(图 6(b)). 他们使用从细胞中分离出来的光系统以

其捕光蛋白的发射光谱作为最初的成分光谱, 然后

通过最小化初始成分光谱与 SVD谱间的差值来精

制用以定量所有光谱的成分光谱 (图 6(c)). 成分光

谱的相对强度变化可用于追踪特征细胞在缺氮处

理后分化过程中的生理状态 (图 6(d)). 另外, 在光

合成分的发射峰波长已知的条件下, 初始成分光谱

可直接通过高斯函数来获取 [61]. 最近, 该方法也应

用于发育过程中光系统的早期组装体的表征 (见

5.3节)和多细胞光合生物中光合物质的空间性定

位分析等 [130]. 

4   单分子光谱解析
 

4.1    单分子样品的制备

低温下的分子吸收谱线会变得尖锐, 这使得通

过窄带激光来选择性地激发单个分子成为可能. 最

初, 冷冻显微光谱技术的发展是起源于对浓稠相中

单分子光谱探测的需求 [131,132]. 在光合作用研究中,

一个早期的单分子光谱探测到了单个捕光蛋白的

荧光强度和寿命, 该研究开启了借助单分子荧光参

数来表征其结构变化的先例 [23]. 后续大量的单分

子实验在该领域内被展开, 这些实验证明, 光合蛋

白的结构异质性与能量异质性和功能异质性直接

相关 [17,29].

在单分子光谱实验中, 样品的分子浓度通常需

被稀释至低于 10 pmol/L. 当低浓度的分子样品被

打散在基板 (一般为石英载玻片)上后, 通过使用

共聚焦显微镜系统能实现对接近光学衍射极限

大小的亮点进行空间性的选择. 目前, 主流的单分

子制样方法有两种. 第 1种是通过将低浓度样品与

聚合物相混合, 然后通过快速旋涂的方法来制备

(图 7(a)).  PVA (Poly  (vinyl  alcohol))因其黏度

高 , 易成膜等特点常被用作于单分子的旋涂制

样 [16,17,71,72,98]. 在旋涂后, 样品会形成一层厚度约几

百纳米的膜 [133], 这与光谱显微镜的光轴分辨率接

近, 因此, 单分子光谱的探测会变得高效. 该方法

因其操作简单、制样快等优点, 是目前最常用的制

备方法. 然而, PVA所引入的聚合物-蛋白质相互

作用对单分子的结构有一定的影响, 在讨论光谱特

征时该因素应该被考虑 (参见 4.2节). 第 2种制备

方法是涂层法 (图 7(b)). 在该方案中, 使用一些生

物兼容分子预先涂在基板上 (钝化处理), 例如

PLL (poly-L-lysine ), BSA (bovine serum albumin),

PEG (polyethylene glycol), 该步骤是为了阻止目

标分子与基板的非特异性结合. 然后将稀释的样品

滴在基板上, 自由运动的分子可被静电相互作用或

其他分子作用力牢牢“钩”住 [24,134,135]. 其他一些方

 

旋涂法

样品+PVA

< 1 mm  

荧光分子

玻片

涂层物质

(b)

涂层法

样品表面钝化剂
(PLL; BSA; PEG等)

(a)

图 7    (a) 旋涂制备法的流程图 , 通过该方法制备的薄膜的厚度小于 1 μm; (b) 涂层法的流程图 , 其中常使用的表面钝化剂有

PLL (Poly-L-lysine), BSA (bovine serum albumin)和 PEG (polyethylene glycol)

Fig. 7. (a) Processes of  the spin-coat method preparation, by which the thickness of  the film prepared is  less than 1 μm; (b) the
coating treatment method. The commonly used surface passivants include PLL (Poly-L-lysine), BSA (bovine serum albumin), and

PEG (polyethylene glycol).
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案也相继被提出, 例如使用蛋白质 His-tag标签与

Ni-NTA涂层的相互作用来固定单分子 [9,107], 或通

过外加电场实现对溶液相中单分子的布朗运动进

行抑制 [136] 等.

G(2) (τ)

τ

为了确认所探测到的信号是否来自于单个分

子, 需通过发射荧光强度的二次相关函数  

((2)式)来进一步验证 [137,138]. 在这个实验中, 荧光

图像上接近光学分辨率的荧光点被测量, 在荧光发

射的检测端放置一个 50/50的分波器, 通过分波器

后的光子被两个独立的检测器所测量. 两个检测器

以可变的延迟时间  记录到达的荧光光子: 

G(2) (τ) =
⟨I (t) I (t+ τ)⟩

⟨I (t)⟩2
, (2)

G(2) (τ) τ

G(2) (0)

  函数表示为两个探测器处光子间时间差 

的直方图, 它可以描述同一时间在两个独立的检测

器处观察到同一个光子的概率. 如果荧光光子是来

自于单个发射体 (单分子),    处的强度应接

近于零. 对于一个严格的单分子光谱探测来说, 强

度二次相关实验是必须被预先执行的. 

4.2    聚合物的影响

2011年, Hussels和 Brecht[72] 讨论了在 PVA

存在或者不存在的情况下, 单个 PSI发射光谱的异

质性问题. 原则上, 所有单分子光谱的平均光谱应

与溶液的稳态光谱一致, 但他们发现, 相对于非

PVA条件, PVA条件下的单个 PSI的发射光谱的

峰位分布更广, 这表示通过 PVA旋涂法制备的单

分子表现出更多非完整结构的异质性. 聚合物–蛋

白质相互作用可能通过改变水–蛋白质界面或直

接与蛋白质接触来改变蛋白质构象 [139]. 他们还发

现 PVA膜中单分子的红发射峰受到较强的限制,

导致了平均光谱蓝移了约 7 nm[72]. 同样的蓝移现

象, 被 Zhang等 [34] 再次观察到. 他们还对比了 PVA

对 PSI单体和三聚体的影响, 结果表明在 PVA条

件下三聚体的发射光谱发生明显蓝移但单体受此

影响不显著. 因为 PSI的发射光谱仅来源于几个

由 Chl多聚体组成的 Red Chl, 因此, 当 PVA存

在时, 聚合物–蛋白质相互作用可能通过以下两种

方式影响 PSI的发射峰: 改变色素多聚体中某个分

子的点位能量, 或改变色素分子间的耦合强度. 这

两个因素都被考虑为与蛋白质的结构动态相关.

Zhang等 [34] 首次讨论了 PVA对单分子激发

光谱的影响. 首先, 他们观察到单个 PSI的激发光

谱峰存在较大的异质性 (10—15 nm). 然后, 他们

发现在 PVA条件下 PSI三聚体的平均激发光谱

比稳态光谱更窄, 这是由于单个 PSI的激发光谱的

峰位异质性受限所导致的. 与发射光谱不同的是,

激发光谱能被 PSI中所有 Chls所贡献, 所有分子

的点位能量是完全随机变化且独立的, 因此, 色素

的点位能量变化不被考虑为激发光谱的峰位异质

性的主要分子起源. 他们考虑激发光谱的峰位异质

性应考虑为单个色素蛋白的分子取向和能量传递

路径的异质性. 虽然目前不能定量哪一个因素的贡

献更大, 但可以推测是 PVA通过某种方式影响了

以上异质性, 从而改变了单分子的激发光谱. 此外,

他们建议三聚体的激发光谱可能对分子取向更为

敏感. 分子取向的异质性可能通过对单分子进行时

程观察来规避.

以上报道可以确定, PVA薄膜中色素蛋白复

合体不具备与天然复合体一样的完整结构. 因此,

通过测量 PVA薄膜中的单分子光谱而推导的结论

应当考虑蛋白质本身存在结构失序的问题. 目前,

单分子光谱实验中聚合物-蛋白质相互作用的影响

在国际上尚未受到重视, 这可能是由于缺少一个全

面且综合的对比实验. 

4.3    单分子荧光参数的观测
 

4.3.1    荧光光谱

荧光光谱可分为 3类: 荧光寿命、发射光谱和

激发光谱. 在光学显微镜系统中, 用于探测荧光的

检测器一般分为单元素检测器和二维阵列检测器

两大类, 例如 APD (avalanche photodiodes)系列

和 CCD (charge-coupled device)系列等. 前者可

通过与 TCSPC系统相连接直接检测荧光寿命, 后

者可采用与光谱仪组合的配置快速地检测发射光

谱. 使用搭配了点激光的共聚焦显微镜执行光栅扫

描可获取单个像素中的光谱.

与荧光寿命和发射光谱不同的是, 激发光谱的

获取一般需要进行激发波长扫描. 通常的做法是,

先使用单波长激发获得荧光图像 (图像预扫描), 然

后选择性地对图像上的亮点进行激发波长扫描以

获得荧光强度与激发波长的函数 (图 8(a)). 该做法

的弊端是因为波长扫描非常耗时, 所以不可避免地

将带来显微镜失焦的问题, 这是导致激发光谱获取
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效率低的主要原因. 最近, 搭配了线激光的光谱显

微镜系统变得逐渐流行 [68], 该系统可将光谱获取

效率提高几十至 100倍. 2020年, Jana和 Shibata[105]

开发了基于多色线激光的激发光谱光谱显微镜. 在

他们的系统中, 通过使用三棱镜将一束白光分解为

包含了多个波长的多色激光, 该激光在空间上呈线

状分布并具有一定长度和宽度. 当在对激发光谱进

行测量时, 样品中的各个像素会被线激光光源的长

轴 (长度方向)和短轴 (宽度方向)依次扫描, 从而

快速获得多个激发波长下的荧光强度. 线激光的短

轴能够过滤失焦信号, 提供了共聚焦的功能. 因此,

如此配置也被称为半共聚焦光学系统 (图 8(b)).

他们的显微镜系统可记录实时变化的激光光谱, 用

于校正激发光谱 (图 8(c)). 该高速激发光谱显微镜

无需执行图像预扫描, 成功地实现了激发光谱的高

通量获取 (图 8(b)), 已被使用于专门研究色素蛋

白体系中与天线系统相关的问题 [34,49,140]. 

4.3.2    零声子线与光谱扩散

在极低的温度下 (< 4 K), 在单个色素的发射

光谱中能观察到明显的零声子线  (zore-phonon

line,  ZPL)和声子带 (phonon wing,  PW)  结构 .

ZPL出现在波长上的高能量端且表现为极窄的谱

线, 其反映了纯粹的电子跃迁过程. 而 PW位于低

能量端, 呈现为一个很宽的光谱形状, 它反映的是

电子基态的声子激发模型, 又或者是蛋白质的低频

振动模型 (色素的周围环境). 如 (3)式所示, ZPL

和 PW之间的强度分布可用黄-里斯因子 S 表示,

该因子表示电子跃迁过程中声子发射的平均数量,

能粗略地估计色素蛋白质复合体中的电子-声子耦

合强度: 

e−S =
IZPL

IZPL + IPW
. (3)

另一个重要的现象是光谱扩散, 称为 spectral

diffusion或 spectral jump[141]. 光谱扩散被定义为

色素因吸收频率发生变化其光物理性质或分子环

境被改变, 从而导致光谱峰位波长发生位移 (约几

纳米). 当体系温度升高时, 更快的蛋白质运动会迅

速调制色素分子的点位能量, 快速的光谱扩散让色

素蛋白质的 ZPL变宽, 因此 ZPL出现的概率变低 [12].

并且, 色素分子周围的环境发生变化 (如氨基酸残

基结构等)时, 也会影响 ZPL出现的概率.

大量的低温单分子光谱实验聚焦于 LH2和

PSI的 ZPL探测. ZPL的变化能反映蛋白质在能

量地形中的构象子态或某个子态的振动自由度.

在 LH2中, BChla分子的特殊排布导致其可发生

高度离域激发, 因此可以通过观测激发光谱上的

ZPL来研究其激子态结构 (参见 4.4.1节). 在 PSI

中, 发射光谱的 ZPL也被用来研究 Red Chls的发

射状态. 通过对发射光谱的偏振检测能确认各个发

射状态间的角度, 不仅能确认它们之间发射是否发

生发生直接能量转移还可通过蛋白质的原子结构

来预测 Red Chls的归属 (参见 4.4.2节). 

4.3.3    荧光闪烁

荧光闪烁 (fluorescence blinking)是单分子的

一个非常重要且有趣的现象, 它被定义为荧光随时

间而发生间歇性的点亮或熄灭 (或荧光强度的增强

和减弱)[10]. 2014年, Shibata等 [98] 首次捕捉到了

PSI的荧光闪烁现象. 虽然目前并没有完全阐明
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图 8    (a) 常规的激发光谱显微镜, 该系统通过单波长的激光扫描来获取激发光谱; (b) 基于线激光搭建的高速激发光谱显微镜 [105],

在测量激发光谱时候, 该系统无需进行波长扫描; (c) 表示记录的激光光谱, 该光谱被用于激发光谱的校正

Fig. 8. (a)  Traditional  excitation  spectral  microscope,  acquisition  of  excitation  spectra  is  completed  by  performing  a  wavelength

scan;  (b)  a  high-speed  excitation  spectral  microscope[105],  this  system  enables  the  rapid  acquisition  of  excitation  spectra  without

wavelength-scan; (c) the recorded spectrum of the line laser, this spectrum is necessary for the calibration of the excitation spec-

trum.
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PSI荧光闪烁的潜在机理, 但似乎能够通过天线系

统中传能路径变化来解释 [32,34,142]. 这里假设流向

Red Chls或反应中心的传能分支比的波动会导致

荧光发生间歇性变化: 在荧光点亮期间, 激发能量

优先流向 Red Chls; 在荧光熄灭期间, 激发能量传

递偏向于流入反应中心, 此处的荧光通过一个淬灭

体 P700+ (反应中心的氧化态)被消耗 [32]. 在 PSI

的单分子光谱实验中, 由于其荧光量子收率很低,

高强度激光的使用让反应中心 P700几乎不可避免

地被光氧化为 P700+, 即使加入还原剂, 该成分也

仍然存在 [32]. 以上所建议到的荧光闪烁机理成立

的一个前提条件是天线系统内的激发能量传导路

径发生波动. 2009年, Brecht等 [142] 在 1.4 K下观

察到了单个 PSI中不同红发射波长间的反相关变

化. 最近, Zhang等 [34] 使用一种新的冷冻单分子光

谱技术在 80 K下观测到了不同 Red Chls中激发

光谱的差异, 且激发光谱随时间而发生显著变化

(参见 4.4.2节). 以上两个结果是天线系统内传能

路径存在波动的有力证据. 

4.3.4    荧光强度与寿命

F (t) τ

单分子的荧光强度和寿命可以通过使用单光

子计数法来同时探测. 通常, 强度和寿命分别使用

每单位时间内的发射光子数量和通过拟合荧光

衰减曲线   (光子集合)而得到的时间参数  来

表示: 

F (t) = IRF⊗A exp (−t/τ) , (4)

τ

式中, IRF (instrument response function)代表仪

器响应函数, 参数  可通过单组分指数函数与 IRF

的卷积计算来求解. 在单分子的时程观测中, 这两

个参数能被变换点分析快速处理 (参见 3.4.1节).

该测试常被用于分析捕光蛋白的功能性状态. 需要

注意地是, 荧光强度取决于发射分子的浓度和寿

命. 在使用强度表征状态易发生变化的光合物质

时, 必须考虑以上两个因素对强度的影响, 尤其是

对于非单分子探测 [55,56].

τ

另一方面, 每个单光子的延迟时间都包含了荧

光寿命的信息, 但时间参数   并不能将每个光子

的信息完全利用. 这里介绍一种升级的分析手法,

即二维荧光寿命相关光谱 (2-dimensional fluoresc-

ence-lifetime correlation spectroscopy, 2D-FLCS).

该方法是一种基于分析逐个光子而开发的, 主要具

有以下 4个优势: 第一, 不需要进行任何硬件升级,

仅需对数据处理进行改良; 第二, 可利用荧光寿命

信息来分析蛋白质的结构动力学; 第三, 因为 2D-

FLCS的时间分辨率仅取决于光子的检测频率, 而

不是光子集合的曝光时间 (几十毫秒), 因此可提高

时间分辨率至微秒尺度; 第四, 可表征同时发生在

多个时间尺度上的多个动态过程. 2D-FLCS最初

是由 Ishii和 Tahara[143,144] 基于荧光相关光谱的思

路在 2013年所开发, 在他们的最新版本中, 通过

双色脉冲交替激发的方式已实现非荧光共振能量

转移成分的识别 [145]. 2019年, Kondo等 [15] 首次使

用该方法研究光合蛋白, 他们定量地分析了在 NPQ

触发条件 (低 pH值)下 LHCs的构象子态的动态

平衡. 他们在单个 LHCs中观测到两个明确的状

态: 捕光态 (高强度/长寿命)和淬灭态 (低强度/短

寿命), 它们对应于明确的构象子态. 单分子 2D-FLCS

揭示了 LHCs的两个状态涉及多个时间成分, 它们

具有不同的转化速率. 通过合理使用模型函数的相

关性分析, 可以计算处于两个状态的各成分的自由

能. 因此, 构象子态间的跨越可通过各态间的自由

能差异被定量描述. 当感知 pH变化的残基被敲除

时, 在 LHCs中几乎观测不到各态间依赖于 pH值的

自由能差异. 这证明在 pH敏感的残基部位的变化

可调控 LHCs的局部构象灵活度, 对 LHCs光物理

动态的表征为分析体内 NPQ机制提供了分子模型. 

4.4    色素蛋白复合体的异质性
 

4.4.1    电子结构的表征

在紫细菌的光捕获蛋白 LH2中, 色素排布的

独特性吸引了许多学者对其电子跃迁和能量调控

的兴趣 [13,24,27,28,104,146,147]. 早期的许多冷冻单分子光

谱实验围绕着研究 LH2的电子结构来开展 [27]. 从

Rhodopseudomonas  acidophila 和 Rhodobacter

sphaeroides 菌株中提取的 LH2是最常用的模板.

LH2复合体结合了 27个 BChla, 这些色素可细分

为呈圆环型排布的两个组: 它们分别由分子间距

约 2 nm的 9个 BChla和分子间距小于 2 nm的

18个 BChla构成 (图 9(a)). 溶液相中的两组色素

在 800 nm和 850 nm波长附近有最大吸收峰, 因

此它们分别被命名为 B800和 B850 (图 9(b)).

在 1.5 K温度下, 在 LH2的单分子激发光谱

中可在 800 nm附近观测到 4—5个极窄的谱线; 而

在 850 nm区域, 能观测到经典的双峰分布 (图 9(b)).
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该观测表示 B800的光激发可通过局部的单个色素

激发模型来描述, 而B850的激发模式应考虑Frenkel

激子模型 [148]. 理论上 ,  B800的激发光谱应出现

9个窄线, 它们严格地对应于 9个 BChla色素分

子. 然而, 由于各个色素的快速光谱扩散导致在观

测时间内相邻的两个分子被共同激发 (局部离域),

因此无法被完全捕获 B800中各个 BChla色素的

电子状态. 最近, Otomo等 [33] 完成了 B800的中红

外响应光谱的探测. 他们的结果表示, B800峰在低

温激发光谱上的光谱扩散速率与中红外光的照射

强度呈线性相关. 因为 C=O的伸缩振动带的中

红外吸收光谱对蛋白质二级结构十分敏感, 因此该

实验可提供一种通过电子结构特征来研究单个复

合体的振动的技术路线.

B850中色素间的耦合强度是 B800的 5倍左

右 [104]. 在 B850中, 无论先激发哪一个色素, 分子

间的强耦合都会让光激发以激子的形式扩散在整

个 B850环上. B850的激发可由 18个激子态来描

述, 其中一个名为 k = ±1的次低能级激子态是光

子吸收所允许的状态 (图 9(c)). k = ±1是两个能

量简并且偶极子跃迁正交的激子态, 单分子偏振激

发实验确认了两个状态的正交性质 (图 9(d)). LH2

中 B850的双峰间距可反映两个激子态的能级分

裂, 低温单分子激发光谱的非时程观察表示, 在各

个构象子态中能级分裂呈异质性分布, 并受单分子

所处环境的影响 [27,104]. 激发光谱的时程观察表明,

激子的能级分裂程度受到蛋白质动力学的强烈影

响, 以至于处于光学跃迁禁止的激子态 k = 0变得

部分可观测 (图 9(d)). 然而, 因为 k = 0与 k = ±1

激子态在激发光谱上相近并伴随着光谱扩散, 这使

得 LH2的最低激子态的归属变得模糊 [27]. 为了观

测最低激子态, Kunz等 [147] 在同一个 LH2复合体

上实施激发光谱与发射光谱的探测, 通过分析激发

光谱的长波长峰与发射光谱的短波长峰的相关性,

成功地归属了 LH2的最低激子态 (k = 0). 更多

地, 他们在 1.2 K的温度下在单个 LH2中观察到

了一个低能量发射峰, 它比通常所观察到的 k = ±1

和 k = 0发射峰红移了约 20 nm, 该发射状态被归

属为自捕获激子态 [149]. 得益于 LH2的电子结构的

显著光谱特征, 光谱的变化也可用于表征单个色素
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图 9    (a) LH2复合体中 BChla分子的空间结构 [27]; (b) LH2溶液的激发光谱和一个 1.5 K的单分子激发光谱 [27]; (c) B850的部分

激子能级示意图. 其中, 左侧和右侧分别表示 B850环上 C9 旋转对称存在或缺失的能级分布, 灰色和黑色双箭头线表示两个偏振

正交的激子态; (d) 单个 LH2的低温激发光谱; 灰色和黑色分别对应图 (c)中的两个激子态 [27]

Fig. 9. (a) Arrangement of pigments of LH2 complex[27];  (b) the fluorescence excitation spectrum of LH2 bulk sample and a 1.5 K

single-molecule excitation spectrum[27]; (c) the schematic of the B850 excitons with lower energy levels, the left and right sides rep-

resent the energy distribution of the part B850 excitons in the presence and absence of ninefold rotation symmetry; (d) the single-

molecule spectra of the LH2 complex are taken at 1.5 K, the grey and black spectra may correspond to two orthogonal polarized

excitations shown in panel (c)[27].
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蛋白复合体中电子-声子耦合的波动 [150]. 另一方面,

LH2由于其高度离域激发的特征, 也常作为研究

生物中量子相干态传能的模板 [151]. 在单分子超快

光谱探测的实验中 [152], 各个 LH2复合体的相干时

间呈现出大的异质性, 这暗示了蛋白质结构与量子

传能间可能存在相关性. 然而, 目前对于蛋白质的

结构动力学以何种方式参与, 影响和调控量子传能

效率等问题仍在被持续地挑战. 

4.4.2    红叶绿素的观测

由于从 T. elongatus 中纯化的 PSI具有较高

的稳定性, 因此常作为研究 Red Chl的生物模板.

最初的两个 Red Chls-C708和 C719是通过低温

稳态吸收光谱和选择性激发的荧光光谱来确定

的 [153], 第 3个 Red Chl-C715后续被光谱烧孔实

验所发现 [76]. Jelezko等 [11] 是 PSI单分子光谱实验

的先驱 ,  2000年他们首次在 4 K温度下测试了

PSI的激发光谱和发射光谱. 他们的结果表示单个

PSI的荧光强度依赖于温度, 这是 uphill能量转移

的特征. 其次, C719所发射的荧光在 730 nm处有

最大发射峰, 但很难观测到 ZPL, 这可能是由于一

个快速的光谱扩散所导致的. 后来, Brecht等 [12]

发现, 当样品溶剂被换成重水时, PSI的光谱扩散

明显变慢并且观测到了更多的 ZPL, 这强烈地证

明光谱扩散受到质子运动的影响. 低温下, 在单个

PSI中所观测到的光谱扩散表明色素分子的点位

能量固有地受到当地蛋白质残基的构象运动影响.

他们也测量到了 PSI中 C715/C719较大的 S 因

子 (S ≥ 5), 这反映了 Red Chls与环境基质的强

耦合 [71]. 在强耦合的情况下, Red Chls的电子基态

与激发态所对应的原子坐标发生较大的位移. 一个

较大的 S 因子能够通过分子激发态的电荷转移

(charge-transfer, CT) 混合来解释 [11,154]. CT混合

可产生一个较大的永久电偶极矩, 这导致光激发后

色素分子的周围环境发生大的变形. 在 710 nm,

717—725 nm和>725 nm三个波长区间内最容易

检测到 3个 Red Chls的 ZPL. 基于荧光偏振检测

的低温单分子光谱实验表明, PSI的 3个 Red Chls

起源于不同的分子团. Brecht等 [26] 还发现 C715

经历了最快的光谱扩散, 其次是 C719, 而 C708的

光谱扩散最慢. 这表明了所属于 C708的 Red Chls

处在一个最不易受到环境影响的位置, 而 C715则

相反.

发射池 Red Chls间的能量转移也常被研究,

有研究报道 C715和 C719之间发生一个快速的直

接能量转移 (≤ 5 ps)[77]. 但是, Skandary等 [78] 通

过单分子偏振实验表明 C708和 C719的跃迁偶极

矩间的角度接近 90°, 这至少证明 C708与 C719之

间不能发生直接的能量转移. C715与 C719的发

射光谱在频率上相近, 在快速光谱扩散存在的形况

下难以被单独区分, 所以目前缺乏 C715→C719能

量转移的有力证据. 因此, 虽然由于 3个 Red Chls

的发射光谱有明显的重叠, 但它们之间的能量转移

难以用纯粹的 downhill的形式来描述. Schlodder

等 [155] 也报道了 C719的荧光可能被反应中心淬灭,

并且该淬灭过程受到 P700的氧化还原态的影响.

此外, 通过低温单分子光谱, 一个发射峰为 745 nm

的 Red Chl被报道, 但缺少关于这个新发射池的

后续研究 [25]. 

4.4.3    传能路径的变化

λ1 = λ2

y(λj , ti)

在光合蛋白中, 捕光天线系统内的能量传递路

径问题是备受关注的重点之一. 由于 PSI含有多个

不同的发射池, 因此也常作为研究传能路径的模

板. 2009年, Brecht等 [142] 使用单分子二维自相关

光谱观察了 1.4 K温度下 PSI中 C708和 C719荧

光发射的相关性. 二维自相关光谱是一种在两个波

长维度  处完全对称的光谱 (图 10), 可由时

程观察得到的二维数据集   中产生. 如 (5)

式所示: 

Φ (λ1, λ2) =
1

m− 1

m∑
i=1

(
y(λ1,ti) − y(λ1)

)
×

(
y(λ2,ti) − y(λ2)

)
, (5)

y(λj) y(λj)=
1

n

∑n

i=1
y(λj ,ti)

r(1, 2) = −0.8

式中, 平均光谱  被定义为  .

在二维自相关光谱中, 两个不同波长位置 1和 2处

的荧光强度在时间分辨过程中的相关程度可由一

个相关性系数 r 定量估计. 在该温度下, PSI的二

维自相关光谱表示, C708和 C719的发射光谱展

示出相当大的反相关性 (  ). 强反相

关性被解释为: 一个快速的蛋白质动力学导致天线

系统随机地将能量传递给 C708或 C719. 这是激

发能量传递路径被改变的有利证据.

最近, Zhang等 [34] 使用冷冻单分子激发发射

光谱法 (single-molecule excitation-emission spec-

troscopy, SMEES)在 80 K下直接观测了 PSI的
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天线系统. 这里, 他们聚焦于 Kato等 [82] 最近所提

出的Low1 (700—725 nm)和Low2 (725—752 nm)
发射池. Low1和 Low2中的传能路径可由两个模

型描述: 随机波动能量转移 (图 11(a))和分支能量

转移 (图 11(b)). 前者可通过 Brecht等 [142] 所观察

到的结果进行证实, 但后者的证明需要对天线分子

进行有效探测. SMEES是基于一个他们开发的高

速激发光谱显微镜系统来实施的 [48,105], 该方法实

现了低温下单分子 PSI的激发光谱与发射光谱的

同时获取 , 让 PSI中天线分子与终端发射分子

(Red Chls) 的信息得以同时被描述. 使用该方法

Zhang等 [34] 获得了 PSI的二维激发发射矩阵 (two-

dimensional excitation-emission matrix, 2D-EEM)

图 (图 11(c)), 该数据可重建不同荧光发射区域的

激发光谱 (图 11(d)). 他们通过 2D-EEM的倾斜

角和相关性系数来定量单个 PSI中的激发-发射相
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图 10    (a) 1.4 K 温度下对 PSI单分子的发射光谱进行的时程观察, 顶部表示一个平均光谱; (b)两个波长区间的强度的时程变化;

(c) 基于图 (a)计算的二维自相关光谱图 [142]

Fig. 10. (a)  A time-course  observation of  single  PSI (T. elongatus)  emission spectra,  the top panel  indicated an average emission

spectrum;  (b)  the  intensity  changes  in  the  two  specific  wavelength  regions;  (c)  a  2-dimensional synchronous  correlation   spectro-

scopy calculated from panel (a)[142].
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关性 (图 11(c)). 他们的观测得出两个重要结论:

i) 他们测量到倾斜角和相关性系数都较大的 2D-

EEM (图 11(c)), 即一个较强的激发-发射相关性

被揭示 . 当正倾斜角足够大时 , 能观测到 Low2

的激发光谱发生红移, 反之亦然 (图 11(d)). 激发

光谱是由全体色素分子所贡献的, 因此 Low1和

Low2的激发光谱的差异反映了它们由不同的天

线系统供能, 即证实了分支能量转移模型的存在

(图 11(b)). 更重要的是, 在测量了大量单分子后他

们发现激发-发射相关性呈较大的异质性分布, 这

揭示了分支能量转移模型强烈地依赖于蛋白质构

象的特征; ii) 通过对 Low1和 Low2进行时程观察

后发现, 它们的激发光谱发生显著变化, 这是传能

路径发生波动的直接证据. 他们建议蛋白质结构波

动是影响传能路径发生波动的主要原因, 这与之前

的报道一致 [142]. 他们的结果也表示, 2D-EEM 中

的激发-发射相关性可被 Low1和 Low2的相对荧

光强度所解释, 因此 SMEES的观测结果可能提供

一个基于传能路径变化的模型来解释 PSI中的荧

光闪烁现象.

低温单分子激发光谱也被用于研究光合细菌

hRC (heliobacteria)的传能路径, hRC含有一个

同型二聚体结构的反应中心, Red Chls分别分布

在两个子蛋白中. 通过对电子传递辅因子的激发光

谱观测, Kondo等 [16] 在 6 K温度下发现了 hRC中

的两个子蛋白间可发生直接的能量转移, 且能量转

移的对称性被受到蛋白质结构异质性的影响. 他们

也观测到 hRC中红发射状态的激发峰在长时间

(几十分钟)内发生几纳米的光谱扩散. 这个现象被

解释为: 发射分子的周围环境的波动调控了能量转

移, 因此可反应向不同 Red Chls供能的激发能量

路径的切换. 

5   单细胞光谱解析
 

5.1    光系统 II 和 I 的可视化

Vàcha等 [90] 首次成功使用基于折射率梯度物

镜的冷冻显微镜在植物叶绿体内粗略地可视化了

PSII和 PSI的体内分布. 他们通过固体浸没效应

将有效数值孔径 (numerical aperture, NA)提高

 

天线系统1

天线系统2

(725—752 nm)
(700—725 nm)

Low2

Low1

天线系统

740

(c)

(a) (b)

720

E
m

i.
 W

L
./

n
m

680660640



_0.17

_30.1°

Exc. WL./nm

0.4

0.2

0

680660640

Exc. WL./nm

 Low1

 Low2

红移

In
te

n
si

ty
/
a
rb

. 
u
n
it
s

(d)

图 11    (a) 随机波动能量传递模型; (b) 分支能量传递模型; (c) 表示一个 PSI三聚体的二维激发发射矩阵, 黑色和蓝色的实线是

被计算的特征向量, 黑色的特征向量被用于计算倾斜角度 α, ρ是激发-发射波长的相关性系数; (d) 表示两个从图 (c)中重建的激

发光谱, 蓝色和红色谱线分别代表发射波长覆盖在 700—725 nm (Low1)和 725—752 nm (Low2)区间的激发光谱 [34]

Fig. 11. (a) Model of random excitation energy transfer (EET) pathway of PSI; (b) the model of branched EET pathway of PSI;

(c) a two-dimensional excitation-emission matrix of a selected PSI trimer 80 K, the black and blue solid lines respectively show the

eigenvectors in which the black vector is used to calculate the inclination angle α, ρ indicates the correlation coefficient of excita-

tion-emission wavelengths;  (d) the two excitation spectra were reconstructed by integration over the red (700–725 nm, blue) and

far-red (725–752 nm, red) emission wavelength regions[34].
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到 0.9. 在这个实验中, 叶绿体溶液和盖玻片通过

表面张力附着在透镜的输出表面上, 然后直接将其

侵入低温器中的液氮里并固定. 分别在 680 nm和

730 nm附近通过两次连续扫描检测到 PSII和

PSI的发射信号. 在获得的双色图像中, 观察到几

个具有较强 PSII荧光信号的圆形区域, 被归属为

PSII富集 (PSII-rich)的主要区域-基粒堆 (类囊体

的层叠区). 基粒堆的估计直径为 0.8 μm, 略大于

电子显微镜种所观察到的大小. 这种较大的尺寸可

能是由于轻微的失焦或邻近基粒堆的重叠. 基粒堆

间的连接处结构-基质片层也能被表征, 这是 PSI

主要富集 (PSI-rich)的区域. 该观察还表明, 提高

冷冻显微镜中物镜的 NA可获取关于每个光合成

分在叶绿体体内的异质性分布的信息 [90](参见 5.2

节). 该研究在 2007年被进一步扩展, Vàcha等 [91]

使用了从热带植物 Aglaonema simplex 中分离的

叶绿体, 该叶绿体的体积较大且结构更易区分. 他

们升级了现有显微镜的配置, 在检测端使用连接了

成像多色光谱仪的 CCD相机, 可直接检测覆盖了

650—800 nm波长范围的发射光谱. 他们在细胞内

的局部区域获取了具有明确 PSII和 PSI特征的发

射光谱 (图 12). 这些早期研究确定了使用低温显

微光谱学区分细胞体内 PSII和 PSI所在的微观区

域是有效的. 当在微观区域中分离 PSII和 PSI成

为可能后, 围绕着 PSII和 PSI的光调控生理事件

能够被系统研究, 例如 ST机制 (参见 5.2节). 

5.2    光捕获机制的微观表征

ST描述一种通过捕光蛋白 LHCII的运动来

快速调控 PSII和 PSI间相对激发水平的机制. 衣

藻细胞 Chlamydomonas reinhardtii 是常被用作与

研究 ST机制的模板生物. 在经典的 ST模型中,

PSII通常与 LHCII相连接的 (称为状态 1); 但当

PSII被过度激发时, LHCII发生磷酸化并与 PSII

解离, 然后会与 PSI相结合以提高 PSI的激发水

平 (称为状态 2) (图 2(f)). 一些研究推测, 从状态 1

转变到状态 2时, 并不是所有解离的 LHCII都与

PSI结合, 可能存在少量的自由 LHCII (不与两个

光系统连接). 体外的时间分辨荧光实验表明自由

LHCII表现出淬灭态 [108,109,156], 但体内证据是缺乏

的. 自由 LHCII的体内表征对于完善 ST机制的模

型非常关键.

2018年, Fujita等 [55] 使用自主开发的冷冻光

谱显微镜 (图 13(a))对衣藻细胞进行成像, 以研究

LHCII在 ST机制发生后在细胞体内的重新分布.

他们的光学系统可大范围选择观测面积的冷冻光

谱显微镜, 搭配 NA为 0.9的真空兼容物镜, 可提

供约 350 nm的空间分辨率 (图 13(a)). 最初, 他们

在 80 K的温度下完成了衣藻细胞的单像素发射光

谱的获取. 通过对每个像素的低温发射光谱进行高

斯拟合, 将光谱分解为主要归属于 LHCII (680 nm)、

PSII  (686 nm/692 nm)和 PSI  (712 nm/730 nm)

的成分. 他们首先可视化了 LHCII, PSII和 PSI成

分在细胞内的分布, 然后计算了 LHCII与每个光

系统在空间上的共定位程度. 虽然理论上状态 1和

状态 2细胞中的共定位分析可表征 LHCII的移动,

但实际上对 LHCII的定量评估存在一些技术限制.

这是因为荧光强度不仅取决于物质的浓度而且还

与其量子收率成正比, 光谱成分的幅度并不能直接

反映其局部分子浓度. 因此, 要定量分析移动的

LHCII, 需对其荧光动力学进行测量.
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图 12    叶绿体的冷冻显微镜观察, 在该叶绿体内的局部区域, 该观察获取了能很好甄别 PSII和 PSI特征的低温发射光谱 [91]

Fig. 12. Low-temperature observation of a chloroplast with a larger size, this study completed the spectral imaging of fluorescence

emission and in some local regions obtained the spectra that can well identify PSII and PSI features[91].
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2022年, Fujita等 [56] 更新了他们的冷冻光谱

显微镜, 即在荧光检测端加入了 TCSPC系统. 升

级的光学装置可同时获取同一个像素上的全波长

发射光谱和荧光衰减曲线, 该系统被简称为 Cryo-

FLIM  (cryogenic  fluorescence  lifetime  imaging

microscope)  (图 13(b)). 需要注意的是 , 为保证

Cryo-FLIM中荧光光谱检测端和衰减曲线检测端

的信号是来自于同一测量位置, 两端的信号必须通

过一个共聚焦光学 (图 13(b)). 在这个实验中, 他

们修正了之前对 PSI的归属, 并且探测了 680 nm

荧光的寿命 . 因为 680 nm的荧光主要反映了

LHCII的贡献 (图 13(c)), 因此 cryo-FLIM能评估

细胞内 LHCII的功能状态. 首先, 使用与之前同样

的方法, 他们可视化了细胞内各光合成分 (图 13(d)).
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图 13    (a) Shibata等 [98] 开发的冷冻光谱显微镜的示意图, 插图表示冷冻恒温仓的实拍图 (由 Yuki Fujita博士提供). (b) 该显微

镜的最新版本的示意图, 该系统实现了单个像素上荧光光谱和寿命的同时获取 [56]. (c) Chlamydomonas 细胞图像上单像素中的低

温发射光谱, 发射光谱能被 5个高斯函数很好地拟合, 根据高斯峰位归属了 LHCII, PSII和 PSI的成分. 绿色点线表示 680 nm滤

波片的透射光谱 [56]. (d) 各个光合成分在细胞内的分布图 [56]. (e) PSII和 PSI的比值图 [56]. (f) 平均寿命图 [56], 右侧为该细胞中一个

像素上的荧光衰减曲线

Fig. 13. (a) A cryogenic spectral microscope developed by Yutaka Shibata et al.[98], the illustration shows a photograph of the home-

built cryostat that was provided by Dr. Yuki Fujita. (b) The latest version of this optical system, the present system enables the

simultaneous acquisition of emission spectrum and lifetime on the same pixel[56]. (c) An emission spectrum selected from a pixel on a

Chlamydomonas cell, the emission spectrum can be well fitted to the sum of five Gaussian functions. Based on the peak position of

individual Gaussian curves, they assigned these Gaussian curves to LHCII, PSII, and PSI, respectively. The green dotted line indic-

ates the transmission spectrum of a 680 nm bandpass filter[56]. (d) They visualized these photosynthetic components within a cell in

terms of a method[56]. (e) The relative intensity ratio map of PSII and PSI[56]. (f) The average lifetime map of this cell, the right side

shows a fluorescence curve selected from this cell[56].
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根据光谱振幅, 他们计算了细胞内的 PSII-rich和

PSI-rich区域 (图 13(e)). 然后, 重建了对应于同一

细胞的荧光寿命图, 其中每一个像素中的荧光衰减

曲线都能够被独立分析 (图 13(f)). 在使用多成分

函数全局拟合了所有细胞的发射光谱和荧光寿命

后, 他们在 PSI-rich区域中发现了一个极快的寿命

成分 (约 3 ps), 该荧光寿命成分仅在状态 2细胞中

存在. 而且, 发射光谱的分析结果表示, 该快速衰

减成分对应着一个高的荧光强度, 因此这可能是淬

灭态自由 LHCII富集的证据 [56]. 一个体外的时间

分辨荧光实验支持了这一结果 [157]. 总之, 这些研究成

果不仅为 ST机制的完整模型的建立提供了证据,

还证明了低温显微光谱学研究可以用于可视化荧

光成分在细胞内的异质性分布, 并同时表征其功能 [56]. 

5.3    光系统组装体的体内探测

阐明两个光系统在活体细胞体内的组装机制

是光合作用研究中被长期挑战的课题之一. 一些

研究提出了光系统组装的逐步模型 [58–60,158–160]. 在

组装过程中, 光系统的荧光发射光谱表现出显著

差异, 因此可通过荧光成分来表征和追踪早期组

装体. 最初对光系统组装体的光谱表征要追溯到

1957年 [161], 许多后续的研究报道了光合细胞中处

于不同发育状态下的荧光成分 [94,162–167]. 然而, 在

之前的测试中, 大多数的荧光成分会被集体样品所

平均化. 在单细胞体内, 组装体中间态与荧光成分

之间的联系尚不清楚.

冷冻光谱显微镜的应用将该领域的研究体系

推向单个细胞 [61,94]. 通常, 黄化植物叶片在光照下

的绿化过程让组装体变得可观测. 黄化叶片是植物

幼苗在黑暗条件下发芽时形成的, 在这些叶片中,

Chla色素的合成受到阻碍, 因此光系统的组装不

能被启动. 光照会促发 Chla合成, 从而促进了光

系统的组装过程. 2013年, Shibata等 [94] 首次使用

了冷冻光谱显微镜探究了玉米叶片的绿化过程. 玉

米叶片含有两种特征类型的细胞: 束鞘细胞 (bun-

dle sheath, BS)和叶肉细胞 (mesophyll, MS). 与

后者相比, 前者中 PSII的含量显著减小 (图 14(a)).

冷冻显微镜测量的结果表示, BS细胞中荧光光谱

主要来自于 PSI的贡献, 而在MS细胞的发射光谱

中 PSII的贡献增大 (图 14(b), (c)). 因此, 在该生

物体系中可选择性地观察 BS细胞中 PSI的发育

过程, 也可在 MS细胞中监测 PSI和 PSII的发育

过程. 在早期的低温显微镜观察中, 由于仪器的限

制, 荧光图像只能够通过 3个波长通道进行检测.

他们在 80 K温度下, 在绿化了 1 h的 BS细胞中成

功捕捉到了与 PSI组装体的中间态相关的 679 nm

荧光成分. 当 BS细胞被绿化 3 h后, 735 nm荧光

成分变强, 他们归属该成分为 PSI-LHCI或者自由

的 LHCI. 该研究证明了玉米叶片的荧光发射具有

很强的细胞依赖性.
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图 14　(a) C4植物叶片横截面的示意图, 围绕着维管束 (vasc-

ular bundle, VB)的细胞 (bundle sheath, BS)中 PSII的含

量很低 , 在远离 VB的叶肉细胞 (mesophyll, MS) 中 , PSII

的含量增大; (b) PSI的比值图; (c) 从 PSI比值图中选出的

两个代表性发射光谱, BS细胞中的光谱 1展示了 PSI的主

要贡献, 相对于光谱 1, MS细胞的光谱 2中 PSII的贡献显

著性增大 [61]

Fig. 14. (a)  Schematic  of  a  leaf  cross-section  from  a

C4 plant, the bundle sheath (BS) cells with small PSII/PSI

ratios  are  near  the  vascular  bundle  (VB),  the  mesophyll

(MS)  cells  with  large  PSII/PSI  ratios  are  far  away  from

VB; (b)  ratio  map of  PSI  component;  (c)  low-temperature

emission  spectra  were  selected  from  two  intracellular  reg-

ions[61].
 

2019年, 他们使用了一个新的低温显微镜, 该

系统可测量荧光图像上的每个像素中的完整发射

光谱 (图 13(a)). 所有像素中的发射光谱通过奇异

值分解法被进行综合性的分析, 由此得到与荧光

物质相关的成分光谱 (species-associated spectrum,

SAS). 在成熟的叶片中, 他们可视化了可归属于

PSII和 PSI的 SAS在细胞内的空间位置, 这与先

前报道一致. 更多的是, 在经历了不同时长的绿化

叶片切片中 , 他们检测到荧光峰分别在 677 nm

(SAS677),  683 nm  (SAS683),  685 nm  (SAS685)

和 687 nm (SAS687)的 4种成分. SAS677归属于

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 73, No. 22 (2024)    229201

229201-20

http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


Chla色素 , 它是由 PChld  (protochlorophyllide)

分子在一种还原酶的催化下通过光诱导而转化的

直接产物. 该成分的归属是基于其光谱峰位置与之

前报告的与 PChld还原酶结合的 Chla的相似

性 [168]. 另外, SAS677在连续 2 h光照期间有逐渐

减少的趋势, 这也支持了这一归属. SAS685在 2 h

的绿化期间也表现出逐渐减少, 表明其与两个光系

统的早期中间体相关. 相反的是, SAS683和 SAS687

成分的含量在连续光照下逐渐增大. SAS683最先

在 MS细胞中, 因此可被归属于 PSII的早期组装

体. SAS687可被归属于 PSI的早期组装体, 因为

在 2 h绿化后 SAS687在 BS细胞中增加 ; 其次 ,

SAS687在 740 nm波长处有一个宽的发射带, 这

与成熟的 PSI中红叶绿素的发射波长相似. 一个早

期的研究支持了这一结论, 他们在 8 h光照后的玉

米叶片中分离的 BS细胞中检测到了一个相似的

荧光成分 (发射峰为 686 nm)[162]. 综上, 冷冻光谱

显微技术表征了细胞体内特征微观区域的光系统

发育过程, 这里所发现的 SAS687和 SAS683成分

被认为是 PSI和 PSII早期组装体的候选者. 

6   总结与展望

本文主要介绍了以冷冻光谱显微镜为硬件平

台所开展的单分子光谱与单细胞光谱技术, 以及通

过该技术在自然光合作用领域所取得的重要进展.

在该领域中, 仍有一些关键性的技术板块是有待突

破的, 概述如下.

第一, 目前光学显微镜的空间分辨率无法完全

解析光合成分的异质性分布和类囊体膜的动态,

因此提高分辨率是该领域需要长期努力的课题. 近

年来, 一系列超分辨成像技术被不断发展, 包括

单分子定位显微镜, 三维结构照明显微镜和受激

发射损耗显微镜 (stimulated emission depletion,

STED)[169,170]. 从原理上看, STED技术是结合在

共聚焦光谱显微镜上的最佳选择. 在 STED方法

中, 两束激光用于照射样品, 其中激发光将基态电

子激发到激发态, 然后激发态电子在被空间调制过

的 STED光照射后返回基态 (激发态删除), 这使

得样品荧光点的点扩散函数变小. 为了尽量避免电

子的二次激发, 通常选择远红光波长作为 STED

光. 然而, 由于光合成分具有多种不同的光谱形式,

使得用以删除各种成分的激发态所需要的合适

波长不同, 因此将 STED技术应用于光合作用研

究是极具挑战性的工作. 冷冻光谱显微镜是嫁接

STED技术的一个可能方案, 因为低温下电子基态

的振动激发态减少, 这使 STED光可能引发的不

必要激发被限制. 另一方面, STED的空间分辨率

仅依赖于光强度, 低温允许样品承受高强度光的连

续照射, 因此可大大提高空间分辨率. 最近, 基于

STED技术的冷冻显微成像似乎取得一些进展, 但

光谱分解尚未实现 [101]. 超分辨光谱显微技术可升

级单分子和单细胞光谱的探测尺度, 能为光合作用

研究带来新的突破, 尽管该技术的实现仍面临着许

多挑战和困难.

第二, 另一个有待突破的技术是高速三维光谱

显微成像. 三维光谱信息在评估细胞生物或厚组织

中具有空间依赖性的荧光发射和重吸收效应等方

面非常关键. 常规的三维光谱成像是通过光学切片

来实现的, 但这里至少有两个限制: 首先, 该方法

耗时过长, 这导致产生的随机热漂移难以被校正,

因此难以实现完整活细胞的三维光谱重建. 其次,

物体表层对激光强度的衰减和激光的波前变形使

得物体深部区域的清晰三维图像变得难以获取. 最

近, Kozawa等 [171] 使用一束经空间调制的 “光针”

作为激发光源, 通过波前工程调制的方案实现了高

速三维动态成像. 虽然该方案尚未实现高光谱分

解, 但为高速三维光谱显微镜的实现提供了一种可

能性.

第三, 在光合作用研究中, 目前在微观区域内

的时间分辨光谱探测是不足的. 虽然已在显微镜中

实现单像素发射光谱与荧光寿命的同时获取, 但是

该方法只能检测单波长的荧光寿命, 这让体内光合

物质间的超快动力学分析受限 [56]. 条纹照相机检

测器能够提供一个全波长范围的时间分辨荧光测

试, 是用作于评估色素蛋白中能量转移的常用工

具 [172]. 共聚焦显微镜与条纹照相机的结合有可能

给该领域带来突破 [173–175]. 然而, 因为条纹照相机

的硬件限制, 数据采集所需的曝光时间过长 (几十

至几百秒), 这可能导致细胞荧光的快速漂白, 并极

大地限制了显微镜的光栅扫描. 冷冻光学显微镜有

潜力克服以上困难, 因为低温环境可延长样品的观

测时间. 该方法的成功实施能让空间/波长/时间分

辨的三维探测变为可能, 不仅可评估细胞体内超快

荧光动力学的异质性, 还有可能促进单分子超快光

谱的探测.
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第四, 目前, 对天然单个色素蛋白复合体的探

测是受到限制的, 因此能直接在天然膜上探测单分

子的方案是被期待的. 最近, Yoneda和 Meredith

等 [176,177] 开发了类囊体/人工膜杂化技术. 该方法

将一种光聚合物粘连在基板上, 然后在指定区域使

用紫外光照射使其聚合, 非聚合区域将被移除. 他

们在约几十微米的非聚合区域成功地实现了天然

类囊体膜的导入. 虽然对于导入的类囊体膜是否能

执行完整的光合作用反应还有待验证, 但该方法对

于使用冷冻光谱显微镜直接探膜上单分子的发展

来说是有潜力的.

第五, 虽然单分子的各项荧光参数可固有地被

考虑为反应其结构变化, 但由于色素蛋白分子的复

杂性, 单分子光谱无法直接关联结构变化与功能异

质性. 最近, 一些研究通过升级冷冻电镜算法解析

了同种蛋白质的多种结构态, 并在关联这些结构态

与单分子光谱上做出了尝试, 但仍充满了困难 [80,178].

因此, 能同时测量单分子动态和光谱的技术是期待

被开展的. 高速原子力显微镜 (atomic force micros-

cope, AFM)具有高时空分辨率, 是能直接观测单

分子动态的有力手段 [179]. 随着桌面型高速 AFM

设备的发展, 光学显微镜与高速 AFM的结合已被

实现 [180], 这为将来开发单分子光谱探测与高速AFM

的联用技术奠定了基础.

近年来, 随着我国对冷冻电镜设备的大力投

入, 使得结构生物学方向得以高速发展, 让我们在

光合蛋白的结构解析的领域跻身国际一流梯队. 冷

冻光谱显微镜是电镜技术的一种重要互补手段, 但

在国内该技术几乎没有被开展. 冷冻显微光谱学在

探究光合生物中光捕获与能量调控方面发挥着重

要作用, 该领域值得被重视和更多关注.
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Abstract

Efficient photosynthesis reaction is attributed to the flexible energy regulation of two important pigment-

protein complexes, i.e. photosystem II (PSII) and photosystem I (PSI). Cryogenic spectral microscopy provides

information about the spatial distribution and physiological functional states of photosynthetic components in

photosynthetic  organisms.  Under  low  temperatures,  the  uphill  energy  transfer  between  pigments  is  efficiently

suppressed  so  that  the  temperature-dependent  PSI  can  be  well  analyzed.  Therefore,  a  cryogenic  spectral

microscope  allows  us  to  discuss  the  physiological  events  surrounding  PSII  and  PSI  in  the  independent

microscopic  zones.  This  technique  can  be  used  to  complement  the  insufficiencies  of  cryogenic  electron

microscopy and atomic  force  microscopy in  analyzing the  photophysics  and photochemistry  of  photosynthetic

species.  Historically,  cryogenic  optical  microscopes  originated  from the  desire  for  single-molecule  spectroscopy

detection. So far, the combination of optical microscopies

and various spectroscopic techniques has expanded the

possibility  of  studying  photosynthesis  from  multiple

perspectives.  In  this  paper,  the  important  and  recent

progress of cryogenic spectral microscopy in the field of

natural  photosynthesis  research  is  reviewed  from  two

aspects:  single-molecule  spectroscopy  and  single-cell

spectroscopy,  and  the  advantages  of  this  technique  in

clarifying  the  correlation  between  structure  variability

and  function  of  pigment-protein  complexes,  as  well  as

the physiological responses of photosynthetic organisms

to variable environments, are also illustrated.

Keywords: photosynthesis,  light-harvesting,  energy  regulation,  cryogenic  optical  microscope,  single-molecule
spectroscopy
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