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细菌视紫红质蛋白的光谱分析与光电特性应用
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摘　要:细菌视紫红质是一种具有光驱动质子泵功能的跨膜蛋白,迄今为止已被当作光合作用、质子泵和七螺旋跨

膜的受体模型进行研究Λ 现代生物物理学的发展为研究细菌视紫红质的结构和功能提供了多种有效的方法和手

段,目前已采用了傅立叶红外光谱、共振拉曼光谱、核磁共振与实时振动光谱等多种分析方法来研究它的光电特

性Λ 细菌视紫红质具有较强的光敏感性,能产生光电信号,可进行快速的光化学反应等性质,这些特性已在众多科

学领域得到应用并取得了突破性进展Λ另外,细菌视紫红质在光致色变、瞬态光电响应和非线性光学等性能上都具

有良好的应用前景Λ
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Abstract: T he pho ton2driven p ro ton translocato r bacterio rhodop sin is considered to be the best understood

m em brane p ro tein so far. It is now adays regarded as a model system fo r pho to syn thesis, p ro ton pump s and seven

transm em brane recep to rs. T he p rofound know ledge com e from the app licab ility of a variety of modern b iophysical

techn iques w h ich are being been fu rther developed fo r the research on bacterio rhodop sin and resu lted in m ajo r

con tribu tions also to o ther areas. M o st p rom inen t examp les are fou rier transfo rm infrared spectro scopy, resonance

R am an spectro scopy, so lid2sta te NM R spectro scopy and tim e2reso lved vib rat ional spectro scopy. T he ach ievem en t

in spectral analysis resu lts w ill strongly advance ou r understanding of the pho toelectric characterist ics of

bacterio rhodop sin. A nd it w ill have app licat ion in ligh t2induced co lo r changing, in stan t pho toelectricity response,

non linear op tical capab ility and so on.
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　　近 30年来,细菌视紫红质 (Bacterio rhodop sin,

BR )越来越引起了科学家的关注Λ对于BR 的研究,

无论是在生物学特性还是在光电特性的应用方面,

都取得了巨大成果Λ

BR 是一个简单的膜蛋白, 它可以作为研究细

胞膜受体蛋白的模型,有助于阐明药物与人体细胞

靶受体以及信号传导途径中的受体与信号的相互作

用机制[ 1 ]; 它的光驱动质子泵功能可应用在光电转

换器,信号储存和光学检测等方面; 随着生物化学、

生物物理学和光学等学科的发展, BR 的光致色变

及光电响应特性在太阳能电池、人工视网膜、光信息

存储、神经网络、生物芯片等领域具有广泛的应用前

景[ 2～ 4 ]Λ
目前,针对BR 的研究内容包括质子跨膜的时

间流程、质子释放和吸收及视黄醛和蛋白构象变化

的步骤等,采用的光谱学方法主要有共振拉曼光谱

(resonance R am an)、快速和超快速激光光谱 (fast

and u lt rafast laser spectro scopy)、动态和静态傅立



叶红外光谱 (k inet ic and sta t ic Fou rier t ran sfo rm

infrared , FT IR ) 及核磁共振 ( nuclear m agnet ic

resonance,NM R )等,这些方法为BR 的研究提供了

大量有用信息Λ

1　BR简介

BR 分子是由 248 个氨基酸残基组成, 其分子

量为 26 000道尔顿Λ蛋白分子空间上折叠形成 7条

跨膜螺旋柱,N 端位于细胞膜外侧, C 端位于细胞膜

内侧,螺旋柱基本垂直于细胞膜,每个BR 蛋白在其

细胞膜内侧 216位的氨基酸残基上结合一个视黄醛

生色团Λ这种晶格结构在生物膜中的排列很独特,增

加了膜结构的稳定性,也有利于进行结构分析,促使

BR 分子目前已成为生物膜结构研究中最为清楚的

膜蛋白之一Λ

图 1　细菌视紫红质的光循环模型[5 ]

F ig. 1　Pho tocycle model in Bacterio rhodop sin

BR 是存在于H a lobacterium sa lina rum 中的一

种膜上的蛋白质,它能够依赖光的能量将质子泵出

胞外Λ BR 在泵出质子的循环中会有 5 个不同的中

间体: K、L、M、N、O (见图 1) ,图中标示的生存时间

Σ是在室温下测定的Λ由于BR 发光基团视黄醛的颜

色变化,这 5种中间体很容易区分[ 6～ 8 ]Λ

图 2　细菌视紫红质的质子泵机制[9 ]

F ig. 2　M o lecu lar m echan ism of p ro ton (H + ) pump ing

in bacterio rhodop sin

BR 的 7 个跨膜螺旋环形排列形成质子通道

(见图 2) ,视黄醛位于通道中央,与 G 螺旋 216位赖

氨酸通过质子化席夫碱结合,当视黄醛与光子发生

碰撞后,它将从全反式转变为 132cis,然后引起周围

侧链的构象变化,由于新环境的不稳定,席夫碱的质

子移至C 螺旋 85位的天冬氨酸 (A sp ) ,接着C 螺旋

96位A sp 将席夫碱质子化,这时质子通道的胞质入

口扩大,一个质子进入,将 96位A sp 质子化, 85 位

的质子于是通过氢键和水送至胞外,视黄醛最终恢

复全反式构象,各螺旋回复起始位置,开始新的一轮

循环[ 10 ]Λ

2　BR的光谱分析方法及其比较

2. 1　傅立叶红外光谱 (FTIR)

红外光谱与紫外2可见光吸收光谱一样,都是研

究样品分子对光的吸收,属于吸收光谱Λ 紫外2可见
光吸收光谱是通过样品分子对紫外2可见光的吸收
得到有关样品分子电子能级的信息,而红外光谱通

过样品分子对红外光的吸收,得到样品分子振动能

级的信息,属于振动光谱Λ通过傅立叶变换数学方法
得到的 FT IR 又比普通的红外光谱得到的干涉图更

加清晰,容易分析Λ红外光谱可用于说明通过BR 进

行的质子传递过程中特殊氨基酸的作用Λ

FT IR 光谱分析可得到 BR 质子传递过程中

M 1、M 2 态蛋白结构的区别,而且得到M N 态与N 态

蛋白结构除了在去质子化席夫碱上的区别外,很相

似[ 12 ]Λ Co lin D. H eyes等利用 FT IR 研究了M g2+、

Ca2+、M n2+、H g2+ 及有机离子 ( (E t) 3N ) 2Bu2+ 等[ 13 ]

不同二价阳离子在BR 热稳定性上的作用,其结果

为BR 蛋白去离子化后的绑定机制的提出奠定了

基础Λ
2. 2　共振拉曼光谱

拉曼光谱得到的也是分子振动能级的信息,但

它得到的信息不是来自样品对光的吸收,而是来自

样品对光的散射Λ
红外光谱与拉曼光谱都属于分子振动光谱,得

到的是有关化学基团的信息,从中又可进一步得到

有关生物大分子的化学组分、结构、动力学等信息Λ
Johannes H erb st 等[ 14 ]在瞬时红外吸收图谱中得到

了BR 的C- C、C= C 和C= N H 等基团的拉伸模式

振幅,发现所有的光产物模式都随着恒定时间常数

0. 5 p s增长,从振动光谱角度为光异构化发生时间

在 0. 5 p s内的说法提供了直接证据Λ振动光谱的优
点[ 15 ]: 对样品无破坏; 样品形态不限, 水溶液、悬浮
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液、沉淀、膜、单晶、多晶均可;样品用量少;适于时间

分辨测量Λ
与红外光谱相比,拉曼光谱又有其自身的优点:

受水的干扰小; 生物样品中很多无红外活性的基团

有较强的拉曼活性;样品不必粉碎,研磨,不必透明,

更适合于测试生物样品Λ 但是拉曼测量要避免荧光
杂质和其他生色团的干扰,其信号较弱,仪器昂贵Λ
2. 3　核磁共振 (NM R)

NM R 方法可直接分析溶液样品, 不需制成单

晶,可方便地进行动态检测,而且与振动光谱相比,

NM R 对样品分子解析的空间分辨率较高, 对蛋白

质空间构象的研究具有较大的应用价值Λ H eiko

Patzelt 等[ 16 ]利用NM R 观察暗状态下BR 的全反

式和 132cis, 152syn 形式下视黄醛的结构,发现在M

中间态的 C122C14 区域内, 132cis, 152syn 形式比

132cis, 152an t i形式下的视黄醛有微小的上倾,这对

研究BR 的质子传递机制具有重大意义Λ
2. 4　穆斯堡尔谱

迄今为止,穆斯堡尔谱是能量分辨率最高的波

谱学方法, 是物质微观结构研究的强有力的手段Λ

BR 是一种膜束缚蛋白, 在活性的紫色形态起光驱

动质子泵的作用,酸化或去离子作用可使其变为无

活性的蓝色形态,而这蓝色形态又可以通过加阳离

子及增加 pH 值而恢复活性,现在还不清楚,是通过

膜电位与蛋白质的非特异相互作用,还是通过色素

本身最近邻特异相互作用简单地由阳离子影响其功

能活性Λ研究表明,这类蛋白质的功能活性与其动力

学性质密切相关,用57Fe 离子恢复活性的BR 分子

非常适合于用穆斯堡尔效应进行研究[ 15 ]Λ
除以上介绍的有关BR 的光谱分析方法外, 还

有荧光光谱法、光二极管阵列等技术, 可用于跟踪

BR 在去垢剂ö脂微团中的折叠事件[ 17, 18 ]Λ 另外,

Kobayash i T 等[ 19 ]利用瞬态实时光谱可观测到BR

的视黄醛生色团从全反式到顺式的光致异构化过

程Λ 通过光谱分析,发现了BR 独具的光电特性,其

中一些特殊的性质已经得到了广泛的应用Λ

3　BR光电特性应用现状

BR 结构和功能的特点,决定了BR 可作为优良

的光电生物材料ΛBR 的使用光谱范围宽 (400～ 700

nm ) ,具有高的空间分辨率 (5 000 linesömm )、高感

光灵敏度 (30～ 80 m J öcm 2)、快的反应速度 (50 Λs)、

高量子转化效率 (65% ) ,这些特性是其它光致色变

材料无法比拟的[ 20 ]Λ目前,BR 已经在以下几个方面

得到应用Λ
3. 1　数据存储器

基于BR 的蛋白光学存储器可以被制成薄膜光

致变色存储器、三维分支光循环存储器、全息二进制

存储器或者傅立叶变换全息联想存储器Λ 在整个光
循环过程中, BR 经历几种不同的中间体过程 (见图

1) ,伴随相应的物质结构变化Λ 如果O 态由红光进

行光活化,则会发生视黄醛由全反式到 92cis的光化

学反应[ 11 ] , 这种 92cis 视黄醛在其绑定位点上的不

稳定性引起席夫碱水解, 最终导致了Q 态 (Κm ax =

380 nm )的形成, 这种中间态相对比较稳定, 对于

BR 蛋白的应用更具有实际意义Λ 人们通过调谐激
光束,将信息并行地写入BR 立方体,然后从立方体

中读取信息,建立了多波长菌紫质光学信息存储记

录、读出和擦除系统 (见图 3) Λ

图 3　利用BR 建立的数据读、写和擦除系统[21 ]

F ig. 3　T he branch ing react ions used to w rite, read and

erase data

图中括号内标注的颜色是激活此态所需的激光

的颜色Λ数据读、写、擦除系统运作时,通过一系列光

镜和光学装置,以绿色激光为参照光,激活蛋白并形

成O 态,以加载了数据信息的红色激光作为“写入”

光,将数据“写入”BR 蛋白数据存储态Q (380) ;

“读”数据时,只需在“写”数据的所需装置的基础上

连入电耦或电荷注入装置,以绿色激光为参照光和

适当强度的红色激光照射,写入蛋白的数据便可读

出; 若以蓝色激光照射,数据即可被删除 (整套装置

的设计可见文献[21 ]) Λ
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3. 2　逻辑门的制作

BR 具有良好的双光子吸收性能和非线性光学

特性,这是由视黄醛分子的非线性极化率引起的Λ视
黄醛周围的蛋白结构可以增强 Π电子的离域作用Λ

Chandra Pal Singh 和 Sukhdev Roy 已经利用BR

在多光束作用下B、K、L、M、N、O 6 个中间态的转

换特性和非线性光学性质,设计出光导“与”、“或”、

“非”门以及“与非”、“或非”门[ 22, 23 ] ,而且还利用BR

研制模拟人脑联想能力的中心网络和联想式存储

装置Λ
3. 3　蛋白质处理器

一些利用蛋白质制成的三维数据存储器、并行

处理器及神经网络等器件已经在军事上得到了应

用,俄罗斯的军用雷达上就使用了BR 做处理器Λ由
于所需的生物分子材料可利用基因技术通过细菌繁

殖大量生产,其造价将比半导体元件计算机低很多Λ

4　BR光电特性应用前景

BR 除了具有温度稳定性外, 在失水状态及较

宽的 pH 范围 (pH 3～ 10)仍能保持活性,还可以耐

受连续光照和高氧浓度; 若与高分子聚合物通过特

殊工艺进行混合,则可在光学均匀性、分子排列结构

和物理强度等方面得到改善和加强; 这些不同于其

他生物材料的性质, 决定了 BR 具有广泛的应用

前景.

4. 1　光电探测器

紫膜 (PM )在光照下能够产生电信号, 这是基

于BR 的质子泵功能 (见图 4) Λ

图 4　细菌视紫红质的质子泵功能

F ig. 4 　 Function of p ro ton ( H + ) pump ing in

bacterio rhodop sin

光驱动质子泵的功能可实现太阳能转换成化学

能和电能,可制成光电探测器Λ利用BR 对光敏感的

特性,当它暴露在光下时会发射出质子,从而产生出

可以检测的微小电信号,当在某个频率的光照射下,

它发射出来的信号强度随介质的酸度增加而减弱;

而另一频率的光则可以使它对 C l- 的浓度敏感,利
用这种性质可检测介质的酸度和C l- 的浓度Λ
4. 2　人工视网膜

利用BR 的光敏感性,可制成仿视觉功能人工

视网膜、人工感受野ΛBR 可经过改良应用到严重受

损的视网膜上,能把讯号经由蛋白质传送到视觉神

经Λ利用蛋白质原理制成的人工视网膜,在脑部形成

的影像比利用半导体技术造成的影像要好得多Λ 经
改良的BR 感受器,只会在影像出现变化时才把电

流脉波传送到大脑,这与人类视网膜对光的反应完

全一致,也是脑部能更准确地解读讯号的重要因素Λ
4. 3　光电计数器

光照引起分子内的电荷分离,其产生的光电特

性可制成光电子器件,比如光电计数器Λ将BR 材料

与微弱信号检测技术和单片机技术结合,可制成在

强背景光条件下,进行光电计数测量的装置Λ
BR 蛋白若要在生物学、物理学、化学等领域发

挥出更大的潜能,还有一些问题亟待解决,例如:

( 1) 在BR 蛋白分子中, 结合着几个M g2+ , 如

果把这几个离子除去,紫膜就会变成蓝膜,同时失去

质子泵功能,不能进行光循环Λ这几个离子是如何发
挥作用的还有待探讨Λ

( 2) 研究发现, 单体BR 分子已经具有质子泵

和光循环功能,但是BR 的天然状态却以三聚体存

在,其中的原因目前还不清楚Λ
(3) 如能明确地定位所有水分子或更好地定位

整个氢键网络,则 FT IR、NM R、EPR 等光谱学方法

的优越性可在分析BR 的功能ö结构关系时更加充
分地体现出来Λ
综上所述,目前对BR 进行光谱分析方法很多,

包括 FT IR、NM R、ER P、共振拉曼光谱、荧光光谱分

析方法等等,不同的分析方法可以得到BR 蛋白在

结构、化学组分、动力学等多方面的信息Λ 随着科学
仪器及技术的进步, BR 更加精细的结构及质子泵

作用过程中的微小变化都将被观察到ΛBR 这种具有

广阔发展前景的生物材料,它独特的光学特性将会应

用于制作更好的光电生物器件Λ 另外,通过对BR 蛋

白进行基因改造,进而分析BR 野生型和突变体在构

象、功能、生命活动形式等方面的差异,会得到具有更

好生物特性的材料Λ这需要科学家共同努力,探索BR

更深层次的奥秘,并将已知的BR 生物特性应用在各

个领域,充分发挥BR 的价值Λ
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