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摘要  P700氧化还原动力学技术可快速且无损地检测植物光系统I (PSI)的活性, 是光合研究领域中广泛使用的一种技术。

该文系统归纳了P700氧化还原动力学的主要测量方法, 详细阐述其原理并探讨该技术的局限性, 旨在为深入研究光合作用

机理提供技术支持。 

关键词  P700氧化还原动力学技术, PSI功能 

张春艳 (2020). P700氧化还原动力学的测量方法及原理. 植物学报 55, 740–748. 

光合作用是地球上进行的最大规模的化学反应。

放氧光合生物吸收太阳能并裂解水分子, 释放出地球

上绝大多数生命活动所需的氧气, 同时固定大气或水

中的CO2并合成有机物, 为新陈代谢提供能量。在高

等植物和真核藻类中, 叶绿体是光合作用的场所。叶

绿体的类囊体膜上排布着4个膜蛋白复合物: 光系统

II (PSII)、细胞色素b6f (Cytb6f)、光系统I (PSI)和腺苷

三磷酸合酶(ATP synthase)。它们紧密协作, 共同完

成光能吸收、电子传递和能量转化, 最终合成腺苷三

磷酸(ATP)和还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(辅

酶II) (NADPH)。其中, PSI主要参与光合电子传递的

最终步骤, 即氧化类囊体囊腔侧的质体蓝素(PC), 还

原基质侧的铁氧还蛋白 (Fd) (Brettel and Leibl, 

2001)。PSI由核心复合物(即反应中心)及其周围的捕

光天线复合物(light-harvesting complex I, LHCI)组

成, 核心复合物负责电荷分离和电子传递, 而外周捕

光天线复合物负责捕获和传递光能, 并进行光保护

(郁飞等, 2001)。目前, 豌豆(Pisum sativum)和绿藻

(假根羽藻(Bryopsis corticulans)) PSI-LHCI、红藻

(Cyanidioschyzon merolae) PSI-LHCR 、蓝细菌

(Synechococcus elongatus) PSI三聚体以及蓝细菌

(Synechococcus 7942) PSI-IsiA和PSI-IsiA-Fld超级

复合物的晶体结构已得到解析, 为深入研究PSI捕获

光能以及电子传递和光能转化奠定了结构基础

(Jordan et al., 2001; Amunts et al., 2007; Amunts 

and Nelson, 2009; Qin et al., 2015, 2019; Pi et al., 

2018; Cao et al., 2020)。此外, 人们对PSI组装的分

子机制(Liu et al., 2012; Yang et al., 2015, 2017)以及

LHCI的功能也进行了相关研究(Mozzo et al., 2010)。 

PSI的反应中心有1个具有光化学反应性的叶绿

素a分子二聚体 , 即P700 (Kok, 1957)。P700在

300–830 nm光谱范围内有广泛的吸收, 其中在430

和700 nm处有吸收负峰, 最大吸收负峰在700 nm处, 

而在800 nm左右有吸收正带(Ke, 1973)。此外, P700

可被不同波段的光(又称活化光)激发, 转变为具有高

能电子的激发态分子P700*, P700*射出电子后变成

P700+, P700+从还原的PC捕获电子重新变成P700 

(沈同等, 1991)。对于P700而言, 可见光范围内的光

和720 nm的远红光都可作为活化光, 其中红光既可

激发PSII, 使PSII反应中心进行电荷分离产生电子, 

又可以使一部分P700将电子传递给PSI的电子受体, 

从而变成P700+, 而远红光仅激发PSI。P700的氧化

与还原不仅反映流经和围绕PSI的电子传递, 还反映

PSI甚至PSII的功能。 

P700的氧化与还原可通过700 nm (最大吸收负

峰)的光吸收变化来检测, 但对叶片来说, 其光散射

比较严重, 加之叶绿素荧光的干扰, 所以在700 nm

处的光吸收非常复杂, 难以表征P700的氧化与还原

·技术方法· 
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(Schreiber et al., 1988)。Weis等(1987)发现, 用820 

nm处的近红外光吸收变化可以很好地测量稳态光照

下活体叶片P700的氧化状态, 而且820 nm处的光不

会被PSII吸收, 因此也不会有叶绿素荧光的干扰。

Schreiber等(1988)通过测量单一波长820 nm处的光

吸收变化检测P700的氧化还原, 该方法适合叶绿体、

单细胞藻类和活体叶片。但是离体叶绿体以及藻类悬

浮液存在的光散射以及PC在800–900 nm范围内的

光吸收等干扰因素都会影响P700的检测, 从而导致

P700检测信号弱、信噪比低及信号漂移等问题。Klug-

hammer和Schreiber (1998)利用双波长差示吸收技

术检测P700的光吸收变化(810–860 nm), 很好地降

低了由单一波长测量导致的影响。此外, Klughammer

和Schreiber (1994)利用饱和脉冲技术检测P700在

830 nm处的光吸收变化, 区分出了有活性的、具有开

放受体侧的PSI反应中心以及具有还原受体侧、关闭

的PSI反应中心, 从而估算PSI的光化学量子产量。

Klughammer和Schreiber (2008)利用饱和脉冲技术, 

通过检测P700在近红外(830–875 nm)的差示吸收变

化计算PSI的能量转化。 

P700氧化还原动力学技术可实现快速、无损、

原位和活体检测。目前, 检测P700氧化还原动力学的

仪器主要有LED激发-探测光谱仪(JTS-10, Bio-Logic 

SAS, France)、调制叶绿素荧光仪(PAM-101, Walz, 

Germany)、双通道调制叶绿素荧光仪(DUAL-PAM- 

100, Walz, Germany)和四通道动态LED阵列近红外

光谱仪(DUAL-KLAS-NIR, Walz, Germany)等, 上述

4种仪器检测的时间分辨率分别为10、10、30和35微

秒。LED激发-探测光谱仪可分别检测P700在705– 

730/740 nm和810–880 nm的光吸收变化, 活化光可

选择绿光、橙光、红光或远红光等。该仪器信噪比高, 

尤其适合测量较低浓度的藻类悬浮液样品, 且软件可

校正飘移的基线、在线比较样品间P700氧还能力及

氧还速率的差异等。其它3种设备由德国Walz公司研

发, 可分别检测P700在810–870 nm、830–875 nm

和820–870 nm的光吸收变化 , 活化光均可选择蓝

光、红光或远红光。这3种仪器非常适合测量高等植

物叶片的P700氧化还原变化, 尤其是双通道调制叶

绿素荧光仪和四通道动态LED阵列近红外光谱仪可

将所需的光源进行整合, 不再需要更换滤光片和检测

模块等配件, 且软件既可运行固定程序又可进行手动

操作, 灵活性强。目前, 上述仪器常用的活化光光源

是LED、氙灯或激光, 活化光的光强可根据需要灵活

选择。下面介绍4种主要的P700氧化还原动力学的测

量方法和原理。 

1  活化光诱导的P700氧化还原动力学 

活化光诱导的P700氧化还原动力学是将暗适应的藻

类或高等植物进行光-暗诱导, 以此确定P700+的氧

化程度、P700的氧化速率和P700+ 再还原速率

(Harbinson and Hedley, 1993)。活化光可选择仅激

发PSI的远红光, 也可选择激发PSII和PSI的红光、橙

光和绿光等。测量过程如图1所示。将暗适应的莱茵

衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)放在LED激发-探

测光谱仪的样品池内, 检测P700在705 nm处的光吸

收变化, 活化光是620 nm的红光。莱茵衣藻经过活化

光激发后 , P700在705 nm处的光吸收迅速增加 , 

P700开始氧化并将电子传递给铁氧还蛋白(Fd)和烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(NADP)等PSI的电子受体。

随着光照时间的延长, 逐渐形成稳定的P700+库(姚

正菊等, 2002)。根据样品的不同, P700+在几秒到几

分钟内缓慢增加至稳态的P700+库 (Andreeva and 

Tikhonov, 1983; Harbinson and Woodward, 1987)。

活化光的光强会影响P700的氧化速率以及稳态

P700+库的量(图1) (Alric et al., 2010)。活化光关闭后, 

光下积累的电子(包括来源于线式和环式电子传递链)

经过光合链上的电子递体质体醌(PQ)和Cytb6/f复合

体传递给P700+, P700在705 nm处的吸收也逐渐降

至活化光打开前的稳定状态 , 此时P700+还原为

P700 (姚正菊等, 2002)。体外(Haehnel, 1984)和体内

(Maxwell and Biggins, 1976; Harbinson and Hedley, 

1989)实验表明, 稳态的P700+再还原到P700的t1/2时

间是微秒级。为减少非特异性光吸收的影响, P700在

705 nm处的光吸收要减去其在730 nm或740 nm处

的光吸收变化(Iwai et al., 2010; Takahashi et al., 

2013)。 

根据活化光打开后P700达到2/3稳定氧化态时的

时间倒数可计算PSI的天线大小, 在不同生长光强下

培养的莱茵衣藻, 其PSI的天线大小并未发生变化

(Bonente et al., 2012)。体外分离的PSI核心蛋白以及

外周天线复合物(Ballottari et al., 2014; Cao et al.,  
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图1  活化光诱导的P700氧化还原动力学(改自Alric et al., 

2010) 

620 nm的红光光强为5 μmol·m–2·s–1 (黑色)、20 μmol·m–2·s–1 

(红色)、50 μmol·m–2·s–1 (绿色)、200 μmol·m–2·s–1 (蓝色)、

500 μmol·m–2·s–1 (紫色)。莱茵衣藻野生型加入10 µmol·L–1二

氯苯基二甲脲(DCMU)和1 mmol·L–1羟胺(HA)。 

 
Figure 1  The curves of P700 redox kinetics induced by 
actinic lights (modified from Alric et al., 2010) 
The red light intensity (620 nm) is approximately 5 μmol·-
m–2·s–1 (black), 20 μmol·m–2·s–1 (red), 50 μmol·m–2·s–1 
(green), 200 μmol·m–2·s–1 (blue), 500 μmol·m–2·s–1 (purple). 
Wild type algae is incubated with 10 μmol·L–1 3-(3,4-dichloro- 
phenyl)-1,1-dimethylurea (DCMU) and 1 mmol·L–1 hydrox-
ylamine (HA). 

 

2020)或者类囊体膜样品在加入电子供体(如抗坏血

酸)和电子受体(如甲基紫精)后也可检测PSI的天线大

小。根据活化光关闭后稳态P700+库的再还原速率等

于流经PSI的电子传递速率(包括线式和环式), 在加

入线式电子传递阻断剂后, 可判断围绕PSI的环式电

子传递活性(Joliot and Joliot, 2005; Iwai et al., 2010; 

高坤山, 2014)。二溴百里香醌(DBMIB, Cytb6/f抑制

剂)和二氯苯基二甲脲(DCMU, PSII抑制剂)是常用的

研究环式电子传递活性的抑制剂, 可极大降低或阻断

来自PSI上游的线式电子, 从而导致P700氧化速率变

快, 稳态的P700+库增多(Alric et al., 2010)。将莱茵

衣藻厌氧处理35分钟后, 其环式电子传递速率比有

氧条件下明显提高(Takahashi et al., 2013)。根据远

红光照光后稳态P700+库的大小可判断PSI的光合功

能是否受到损伤(Liu et al., 2012; Fristedt et al., 

2014; Zhou et al., 2017)。此外, Nguyen等(2017)通

过分析嗜热蓝藻(Thermosynechococcus elongatus) 

PSI三体与其电子供体-细胞色素C6组合体的P700氧

化还原动力学, 发现P700氧化与还原受很多因素的

影响, 如检测温度、pH值和离子浓度, 且不同的活化

光光源会造成结果的差异性, 改变活化光的光强和持

续时间可消除此影响。该方法的缺点是, 由于环式电

子流的存在, 活化光很难将P700完全氧化。 

2  饱和脉冲法计算PSI的光化学量子产量 

饱和脉冲(saturation pulse, SP)是一种特殊的活化

光, 光强可达40 000 μmol·m–2·s–1, 持续时间一般在

1–800毫秒, 这个时间可使一个PSII反应中心发生多

次电荷分离, 产生的电子足以将PSII次级电子受体

PQ完全还原, PSII反应中心完全关闭。同样, SP也可

暂时阻断流经PSI的电子传递。SP关闭后, 电子传递

又会在极短的时间内恢复运转, 而不会对样品造成破

坏, 因此SP是P700氧化还原动力学研究中常用的一

种光。PSI吸收光能后用于光化学反应的能量可以用

光化学量子产量表示, 它反映了PSI的光合功能, 其

测量过程如图2所示。将暗适应20分钟的拟南芥

(Arabidopsis thaliana)叶片剪下, 放置在有镜面的比

色杯内, 使用PAM-101双波长检测单元ED-P700DW 

(810–870 nm) (Walz, Germany)进行P700氧化还原

动力学测定。630 nm的活化光(约80 μmol·m–2·s–1, 

持续30秒)可将一小部分P700氧化, 该活化光开关引

起P700在820 nm处光吸收的变化 (即∆A)。之后

720 nm的远红光(约20 μmol·m–2·s–1, 持续30秒)会

再次诱导P700的氧化。在远红光照光期间施加饱和

脉冲(约3 000 μmol·m–2·s–1, 持续800毫秒), P700在

820 nm处的光吸收瞬间达到峰值, P700被完全氧化。

随后饱和脉冲诱导产生的大量电子使P700+瞬间还

原, 达到完全还原状态。饱和脉冲开关引起P700在

820 nm处的光吸收的变化(即∆Amax)。Klughammer

和Schreiber (1994)认为, 样品经活化光照光后处于

还原状态的PSI反应中心(即∆Amax–∆A)都是开放且

有活性的 , 依此可以估算PSI的光化学量子产量

(∆Amax–∆A)/∆Amax。该方法的缺点是无法区分出由

于PSI受体侧受限制导致的处于关闭状态的PSI反应

中心。需要特别指出的是, 有研究将∆Amax定义为远

红光开关引起的P700光吸收的变化(Meurer et al., 

1996; Varotto et al., 2000)。 

根据P700氧化还原动力学并结合叶绿素荧光参

数可判断PSI功能是否受到影响, 并区分这些影响是 
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图2  饱和脉冲法计算PSI光化学量子产量Y(I) (改自Yang et 

al., 2017) 

AL: 活化光 (80 μmol·m–2·s–1); FR: 远红光 (720 nm, 20 

μmol·m–2·s–1); SP: 饱和脉冲(3000 μmol·m–2·s–1); ∆A: 活化光

诱导的部分氧化的P700; ∆Amax: 最大光氧化的P700; ox.: 氧

化状态的P700; red.: 还原状态的P700 
 

Figure 2  The saturation pulse method for determination of 
Y(I) (modified from Yang et al., 2017) 
AL: Actinic light (80 μmol·m–2·s–1); FR: Far-red light (720 nm, 
20 μmol·m–2·s–1); SP: Saturation pulse (3000 μmol·m–2·s–1); 
∆A: Partial photo-oxidizable P700 induced by AL; ∆Amax: 
Maximum photo-oxidizable P700; ox.: P700 oxidation; red.: 
P700 reduction 

 

来自PSI本身、电子传递链上游的PSII、还是电子传

递链间的电子递体。例如, 拟南芥ppd1突变体在820 

nm处检测不到任何光吸收(Liu et al., 2012), 或者仅

有很少的光吸收(pyg7突变体) (Yang et al., 2017), 

表明突变体PSI功能完全丧失或严重受损, 且导致上

游PSII功能受到影响, 表现出强荧光。拟南芥hcf107

突变体的P700氧化还原动力学表现出较高的∆A值和

较低的∆Amax值, 而且在远红光照光过程中施加饱

和脉冲光, P700完全没有被还原, 且检测不到叶绿素

荧光参数可变荧光Fv, 表明PSII功能完全缺失, PSI接

收不到任何来自上游PSII的电子, PSI功能也因此受

到损伤。如果饱和脉冲能够还原P700, 但并没有将其

完全还原 , 叶绿素荧光参数Fv/Fm在0.5以上 , 表明

PSII与PSI之间的电子传递可能受阻, 从而导致异常

的P700氧化还原动力学(hcf118突变体) (Meurer et 

al., 1996)。 

3  饱和脉冲法计算PSI的能量转化 

该方法可区分开放的PSI反应中心P700 A (b)和受体

侧受限制导致的关闭PSI反应中心P700 A– (c) (图

3A)。当样品处于持续的活化光照光时, 活化光会使

一部分P700氧化, 引起一部分PSI反应中心关闭, 从

而产生PSI电子供体侧受限制的状态, 这部分PSI反

应中心为P700+ A (a)。活化光关闭, 同时施加强饱和

脉冲(10 000 μmol·m–2·s–1)时则可以使全部有活性

的、开放的PSI反应中心P700 A (b)完全氧化, 变成

P700+ A–。随着电子不断传递给下游开放状态的PSI

受体侧, P700+ A–很快转变成P700+ A。由于强饱和脉

冲使得PSI供体侧各电子递体完全氧化, 因此被氧化

的P700+不会被还原, 而且在施加强饱和脉冲后的几

微秒内 , PSI的下游电子受体不会累积电子 , 所以

P700+A–不太可能转变成P700A– (Klughammer and 

Schreiber, 1994)。饱和脉冲关闭后, 样品处于黑暗状

态, P700回到完全还原状态。远红光打开后, P700逐

渐形成稳定的P700+库, 远红光关闭时施加强饱和脉

冲(10 000 μmol·m–2·s–1, 持续200毫秒), P700在几

微秒内就已达到完全氧化状态, 在此期间来自PSII的

电子尚未到达PSI (Klughammer and Schreiber, 

2008)。饱和脉冲法将P700的反应中心分成3部分: 由

于供体侧受限制导致的关闭的PSI反应中心P700+ A 

(a)、有活性且开放的PSI反应中心P700 A (b)和由于

受体侧受限制导致的关闭的PSI反应中心P700 A– 

(c)。因此, 有活性的、开放的PSI反应中心的光化学

量子产量是Y(I)=b/(a+b+c)=(Pm'–P)/(Pm–Po), 由于

PSI电子供体侧受限制引起的非光化学量子产量是

Y(ND)=a/(a+b+c)=(P–Po)/(Pm–Po), 由于PSI电子受

体侧受限制引起的非光化学量子产量是Y(NA)=c/ 

(a+b+c)=(Pm–Pm')/(Pm–Po), 而且Y(I)+Y(ND)+Y(NA) 

=1 (Klughammer and Schreiber, 2008)。 

用饱和脉冲法计算PSI能量转化的具体测量过程

如图3B所示。将暗适应20分钟的拟南芥叶片剪下并

放置在叶室内, 利用饱和脉冲法进行P700氧化还原

动力学测定(DUAL-PAM-100, Walz, Germany)。测量

开始时打开测量光(830–875 nm), 待基线平稳后, 打

开远红光, P700逐渐形成稳定的P700+库, 远红光(约

20 μmol·m–2·s–1)持续10秒后关闭, 同时打开强饱和

脉冲(10 000 μmol·m–2·s–1, 持续200毫秒), P700达

到完全氧化状态(Pm)。饱和脉冲关闭后, P700的光吸

收迅速下降并且达到平稳, 此时P700处于完全还原

状态 ( P o )。约 4 0秒后 ,  打开 6 3 0  n m的活化光 
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图3  利用饱和脉冲法计算PSI能量转化 

(A)利用饱和脉冲法计算PSI能量转化的原理示意图 (改自

Klughammer and Schreiber, 2008); (B) 利用饱和脉冲法计算

PSI能量转化的测量曲线。AL: 活化光 ; SP: 饱和脉冲

(10000 μmol·m–2·s–1); FR: 远红光(720 nm); Po: 远红光和饱

和脉冲关闭后, 全部PSI反应中心处于完全还原状态, 此时

P700信号是0; P: 活化光照光过程中, 部分PSI反应中心被氧

化的P700信号; Pm': 活化光关闭, 具有开放、有活性的PSI反应

中心被饱和脉冲完全氧化的P700信号; Pm: 远红光关闭, 全部

PSI反应中心被饱和脉冲完全氧化的P700信号; a P700+ A: 由

于PSI电子供体侧限制导致的关闭的PSI反应中心; A: PSI的下

游电子受体; b P700 A: 开放的PSI反应中心; c P700 A–: 由于

PSI电子受体侧限制导致的关闭的PSI反应中心; a、b、c是PSI

反应中心的3个部分, b是开放的、有活性的, 其光化学量子产量

定义为1, 而a和c是关闭的、没有活性的, 其光化学量子产量定

义为0。 

 

Figure 3  The saturation pulse method for determination of 
efficiency of energy conversion in PSI  
(A) Principle of saturation pulse method for determination of 
efficiency of energy conversion in PSI (modified from 
Klughammer and Schreiber, 2008); (B) Curve of saturation 
pulse method for determination of efficiency of energy con-
version in PSI. AL: Actinic light; SP: Saturation pulse 

(10000 μmol·m–2·s–1); FR: Far-red light (720 nm); Po: Com-
plete reduction is induced after the cessation of SP and 
far-red light with the zero P700 signal; P: In the presence of 
AL, a part of the PSI centers are oxidized by the AL resulting 
in an intermediate P700 signal; Pm': A part of the PSI centers 
are oxidized completely by the SP with the maximal P700 
signal after the AL is turned off; Pm: All the PSI centers are 
oxidized completely by the SP with the maximal P700 signal 
after FR pre-illumination; a P700+ A: Donor-side limited 
closed centers; A: The effective ensemble of PSI acceptors, 
the same as below; b P700 A: Open centers P700A; c P700 
A–: Acceptor-side limited closed centers. a, b, c are the three 
parts of all PSI centers, b is open and active, and the photo-
chemical quantum yield is unity, while a and c are closed and 
inactive, and the photochemical quantum yield is 0. 

 

(约80 μmol·m–2·s–1), 一部分P700开始被氧化, 活化

光打开1秒后再打开强饱和脉冲, 有活性的、开放的

PSI反应中心被完全氧化(Pm'), 之后每隔20秒打开强

饱和脉冲(饱和脉冲的间隔时间可根据样品和饱和脉

冲的光强等调整), 直至Pm'达到稳定。根据Po、P、

Pm'和Pm计算PSI的能量转化。可靠的Pm测定是正确

计算PSI能量转化的前提, 因此饱和脉冲的光强设置

和持续时间非常关键。藻类和苔藓等样品饱和脉冲光

强一般在6 000 μmol·m–2·s–1左右, 高等植物饱和脉

冲光强一般在10 000 μmol·m–2·s–1左右。当测定P700

氧化还原动力学时出现Pm'大于Pm时, 说明饱和脉冲

的光强不够高, P700没有达到最大氧化态。此外, 在

饱和脉冲持续时间内, 根据样品有无达到稳定的氧化

状态可判断饱和脉冲的持续时间是否合适。对于高等

植物样品, 饱和脉冲的持续时间一般为200毫秒左右, 

藻类等悬浮液样品的饱和脉冲持续时间一般在

50–200毫秒。 

当PSI功能受损时, Y(I)会降低, 而Y(ND)和Y(NA)

也会发生相应的变化。拟南芥vte6是特异影响PSI功

能的突变体, 该突变体中PSI的第2个电子受体——叶

绿醌(A1)含量极低。用饱和脉冲法检测该突变体的

PSI能量转化时发现突变体Y(I)比野生型低, 而Y(NA)

与野生型相比则处于较高的水平, 说明在vte6突变体

中, 由于A1的缺失导致A0到FX的电子传递受阻, PSI

反应中心P700不能被有效地氧化, 从而产生大量的

能量耗散。在vte6突变体中, Y(ND)很小, 说明PSI反

应中心P700可有效接收PSII传来的电子, 并完全被

还原(Wang et al., 2017)。拟南芥pyg7突变体RNAi

系表现出与vte6突变体相似的PSI量子产量变化
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(Yang et al., 2017)。在照光条件下, 缺乏叶绿素b的

大麦(Hordeum vulgare)突变体, 其PSII天线小, 吸光

差, PSII的电荷分离低, 从而导致PSI供体侧受限制

的能量耗散Y(ND)比野生型高3倍; 而在黑暗条件下, 

大麦突变体的Y(NA)却比野生型高2倍多, 可能是其

PSI受体库库容较小所致(Pfündel et al., 2008)。 

4  P700氧化还原动力学检测光系统间

的电子载体库 

P700氧化还原动力学不仅可以检测PSI的光合功能, 

还可以检测光系统间电子载体库的大小, 其测量过程

是在远红光诱导P700氧化还原动力学的基础上施加

单周转饱和脉冲(single turnover flash, ST)和多周转

饱和脉冲(multiple turnover flash, MT) (图4)。ST光照

强度很高(约200 000 μmol·m–2·s–1, 与仪器配置相

关), 持续时间一般在5–50微秒, 这个时间可使每个

PSI反应中心发生多次电荷分离; 而PSII反应中心仅

发生1次电荷分离, PSII产生的1个电子经过光系统间

各电子递体被迅速传递给PSI (约几毫秒), 使得氧化

态的P700快速还原。由于远红光的持续照光, P700

又快速达到原来的稳定氧化状态。MT (光照强度约 

 

 
 

图4  光系统间的电子载体库 

FR: 远红光(720 nm, 10 μmol·m–2·s–1); ST: 单周转饱和脉冲

(200000 μmol·m–2·s–1); MT: 多 周 转 饱 和 脉 冲 (20000 

μmol·m–2·s–1) 
 
Figure 4  The capacity of the intersystem electron carrier 
pool  
FR: Far-red light (720 nm, 10 μmol·m–2·s–1); ST: Single turn-
over flash (200000 μmol·m–2·s–1); MT: Multiple turnover flash 
(20000 μmol·m–2·s–1) 

20 000 μmol·m–2·s–1)持续时间一般在1–800毫秒 , 

这个时间可使每个PSII反应中心发生多次电荷分离

且产生大量电子。MT会诱导P700瞬间达到最大氧化

态, 然后被流经PSI的大量电子完全还原。远红光持

续照光会使P700再次氧化 , 同时还有足够多来自

PSII的电子又使氧化态的P700不断还原 , 故此时

P700的再氧化速度明显低于ST关闭后的再氧化速

度。MT和ST引起的曲线下降与水平线(稳定P700+库)

之间的面积称为P700氧化还原动力学面积, 两者的

面积之比可衡量光系统间电子载体库的大小

(Schreiber et al., 1988; Asada et al., 1992)。比值的

大小与植物物种以及生长的光环境相关(Schreiber et 

al., 1988)。由ST引起的P700氧化还原动力学面积可

以反映活性PSII的相对含量(Losciale et al., 2008; 

Kou et al., 2012)。 

5  P700氧化还原动力学技术的局限性 

P700氧化还原动力学技术的局限性主要集中在2个

方面: 检测设备的灵敏性和检测过程的干扰因素。目

前, 检测P700氧化还原动力学的设备, 其最高时间

分辨率是10微秒。在光合电子传递链中, PC被PSI氧

化大约需要10微秒, 而PSI被光激发后, 产生的电子

依次传递给叶绿素分子(A0)、A1, 以及铁硫簇反应中

心的FX、FA和FB, 最后传递给Fd, 整个过程在皮秒到

纳秒内完成(Hiyama and Ke, 1971; Vassiliev et al., 

1998; Díaz-Quintana et al., 1998)。P700的氧化与还

原可在极短的时间内完成, 因此提高检测设备的时间

分辨率很关键。 

在测量过程中有诸多因素会干扰测量结果的准

确性。PC是含铜的水溶性蛋白质, 位于类囊体囊腔

侧, 穿梭在细胞色素b6f复合体与PSI之间转运电子。

当在820 nm处检测P700的吸收变化时, PC的吸收变

化约占总变化的23% (Joliot and Johnson, 2011), 而

且当P700处于完全还原状态时 , 会同时存在约

30%–50%的氧化态PC (Schreiber, 2017), 因此PC

是检测P700的氧化还原时较大的影响因素。Fd是可

溶性铁硫蛋白, 位于类囊体基质侧, 通过4个半胱氨

酸残基与PSI结合, 可将电子传递给铁氧还蛋白(Fd)

或黄素蛋白(Sétif, 2001)。Fd的氧化与还原可以引起

其在可见光和近红外光少量的吸收, 该吸收变化与
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P700的吸收变化有部分重叠。此外, PSI反应中心发

生电荷分离后, 如果缺少氧化态的Fd, 或者缺少外源

的电子受体, 该电子传递过程中各个电子载体会在

100毫秒内发生电荷重组(Brettel, 1997; Kadota et 

al., 2019), 导致100% P700+信号被低估(图3A), 最

终导致Y(I)被高估。 

对于悬浮样品, 尤其是绿藻, 其P700氧化还原

动力学信号较弱。为增强P700信号, 可适当增加藻细

胞浓度(20–50 μg·mL–1), 但是单纯增加悬浮液浓度, 

会导致其偏离比尔定律, 造成测量结果不准确。为防

止细胞沉降, 可加入10%–20%聚蔗糖, 增加溶液的

黏稠度。 
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The Measurement Methods and Principles of P700 Redox Kinetics 

Chunyan Zhang* 

Key Laboratory of Photobiology, Institute of Botany, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100093, China 

Abstract  P700 redox technique is referred to examine plant photosystem I (PSI) function quickly and non-intrusively, 

and widely used in the field of photosynthesis research. In this paper, we summarize the main measurement methods of 

the P700 redox kinetics systematically, expound its principles, and discuss the limitations. The aim is to provide a tech-

nical support for in-depth study of photosynthesis mechanisms. 
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