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摘要：光合作用是地球上最重要的化学反应之一，但有关光合作用中氧气的形成机理至今尚未得到清晰阐述。Greife

等人及Bhowmick等人最新的研究成果揭示了Kok循环中S3 → S4 → S0的反应细节，为理解光合作用机理提供了新的

证据和视角。 
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Abstract:  Photosynthesis is one of the most crucial chemical reactions on Earth, yet the exact mechanism of oxygen 

formation during this process remains unclear. Recent studies by Greife et al. and Bhowmick et al. revealed specific 

details about S3 → S4 → S0 in the Kok cycle, providing new evidences and perspectives for our understanding of the 

mechanism in photosynthesis. 
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光合作用是地球上至关重要的合成反应之一，它为人类和其他生物提供了生命所需的大量氧气，

使得这个星球生机勃勃。人们在很早以前便注意到阳光、空气和水对植物生长的影响，但直到18世

纪，人们才真正发现了光合作用[1,2]。随着研究的不断深入，人们发现，对于大部分光合生物来说，

光合作用分为两个阶段——光反应阶段和暗反应阶段。其中，光反应中主要进行水的光解以及腺苷三

磷酸(ATP)和还原型辅酶II (NADPH)的合成；而暗反应则主要进行由CO2向糖类的转变。对上述光反

应机理的深入研究有助于寻找简便易行的水裂解制氧途径，为其他氧形成反应的设计提供新的思路。 

生氧光合生物的类囊体的薄膜上存在两种光系统PS I和PS II，其由蛋白质和叶绿素等光合色素

组成，起到吸收、传递、转化光能的作用。PS II上主要进行水的光解和放氧，释放的电子被传递至

PS I将氧化型辅酶II (NADP+)还原为NADPH。P680是PS II的反应中心色素。1970年，Kok基于实验结

果对光合作用中氧形成途径提出了一种循环的反应机理[3]。该机理认为产生氧气的活性中心在五种

氧化态(依次用S0到S4表示)中不断循环，并最终在S4 → S0步释放出氧气。这个循环被称为Kok循环
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(如图1所示)。但Kok并没能够指出各种S态对应的具体结构，也未能明确指出相应的反应。因此，Kok

循环的具体机理成为后续研究的重点。 

 

 
图1  Kok循环示意图 

 
1  Kok循环 

Kok循环提出后，Sauer等人[4]发现PS II中的Mn会发生周期性的价态变化，由此推测Mn参与了

Kok循环。后来，进一步确认PS II中活性中心放氧复合物OEC中的Mn4Ca簇起到了“S”的作用。在

这个循环中，Mn4Ca簇的正电荷依次增加，形成[Mn4Ca]4+ (S4)。循环中，两个H2O分子裂解，最终

释放质子和氧气并恢复为[Mn4Ca]0 (S0)。进一步的实验观察使得人们对OEC的认识越来越清晰、深

入[5,6]。2011年，Umena等人[7]报道了1.9 Å (1 Å = 0.1 nm)分辨率的PS II晶体结构，揭示了活性中心放

氧复合物OEC的分子结构，取得重要的进展[8]。图2中展示了PS II的空间结构(图2a)及OEC附近在S3

和S0态下不同的空间结构(图2c，d)。由此，人们基本上确认了光合作用反应中心OEC的分子结构，

但对于其在Kok循环中的化学变化还所知甚少。 

于是后续的研究工作围绕OEC经历的5个状态(S0、S1、S2、S3、S4态) [9,10]展开。在这五个状态中，

S0是起始态，S1是黑暗稳定态，S2和S3是高氧化态，这4个状态均可以被捕获并研究，业已取得很多

成果[11–17]，反映出了OEC在这些状态间相互转化时的结构转变，为深入理解光合反应奠定了基础。

与另外4个状态不同，S4态为瞬态，难以捕捉，为S4态的结构测定制造了障碍。因此，与S4态有关的

过程S3 → S4 → S0没有显著进展。直到2023年，Greife等人[18]和Bhowmick等人[19]的研究工作为理

解这些过程的机理提供了重要线索。 

 

2  S3 → S4 → S0的转变 
2.1  锰氧复合体结构变化 

Bhowmick等人采用了X射线自由电子激光(XFEL)技术测定了光合作用中锰氧复合体的结构变

化，阐述了氧气形成的过程。 

2.1.1  OEC和YZ区域 

Bhowmick小组跟踪了OEC数个区域的变化：Yz和D1-H190 (图3a，b)，Ox和O5 (图3c)，以及水分

子配体W1–W4 (图3d)，还有连接Mn和Ca的Mn4CaO5/Mn4CaO5-Ox簇的两个羧酸配体(图3e)。 

数据表明Yz在第一个时间点(50 μs)之前已经被完全氧化(图4)。在约500 μs之后，Yz氧化态才开始

被Mn4CaO5-Ox簇还原，并最终在1200 μs时完成。Ox的强度变化随着Yz氧化态的还原出现，这说明氧

氧键的形成出现在500–1200 μs之间。在氧氧键形成的开端(500–730 μs基于观察到的Yz和Ox的变化)和

Mn与Mn间距的减小(1200 μs)之间存在延迟，表明在氧气释放之前可能存在水氧化中间体。 
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图2  PS II和发生水氧化的电子供体位点的概述[19] 

a. PS II的结构，其中传递电子的主要结构用深灰色标出；b. Kok循环及后续实验中采样的时间点；c，d. OEC在S3 (c)和S0 (d)状态下的 

结构以及在这两种状态之间所发生的反应。虚线圆圈标出了S3和S0状态之间的结构差异。电子版为彩图，下同 

 

 
图3  在PS II氧化还原活性给体位点从S3到S0的转化中(包括S3和S0)， 

五个时间点的关键组分的mFobs-DFcalc电子密度删减图[19] 

a. 残基D1-Y161 (Yz)和D1-H190；b. Yz区域观察到的结构变化的简化表示；c. OEC的O5和Ox原子的删减密度； 

d. OEC的O5原子和末端水配体W1，W2，W3和W4的删减密度；e. D1–E189和D1–D170的羧酸氧原子的删减密度。 

显著特征用箭头和虚线圆圈标出；所有删减图都在2.5σ、3σ和4σ处使用d中注释的颜色方案进行了等高线标注 
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图4  S3 → S0转变期间OEC中选定原子/残基之间的距离变化[19] 

锰和氧分别用深色大球和浅色小球表示 

 
2.1.2  水和质子通道 

PS II有几个从OEC延伸到类囊体薄膜管腔侧的亲水性通道，其中一些被认为在催化循环中运输

质子和底物水方面发挥了关键作用(O1、O4和Cl1通道，如图2所示)。Bhowmick小组认为在S2 → S3

转化中，(从OEC的O1和Ca延伸到主体的) O1通道是底物水通道，(从OEC的W1和W2延伸到主体的) 

Cl1通道为质子释放通道。在OEC附近的O1通道中，水分子的电子密度发生了很大的变化，相对于更

稳定的水，具有更低的电子密度和更高的B因子。他们将此解释为这些水高流动性的迹象，并推测该

区域可以作为在分子氧释放之后重新填充OEC的底物水的入口。从OEC向Cl1通道的第一个质子转移

出现在50–300 μs之前。而在1200 μs时，D1-E65/D2-E312的相互作用显著减弱，可能形成了一个可以

接受下一个质子的结构。这一系列变化解释为与Mn4CaO5团簇开始恢复有关(即通过将水分子插入

OEC并启动去质子化)。结果表明，D1-E65/D2-E312区域在S3 → S0的转化中两次充当了释放质子的门控。 

2.2  质子与电子转移 

Greife等人[18]则采取了傅里叶红外光谱(FTIR)进行结构测定，并对氧气形成时电子和质子转移

之间的关系进行了研究。 

2.2.1  O2生成的时间分辨跟踪 

为对PS II进行时间分辨红外光谱分析，Greife小组开发了一种自动交换暗适应的PS II粒子的

FTIR步进扫描实验装置(从而从先前对单个波长的实验拓展到对完整指纹区的探测)。使用基于Kok

标准模型的反卷积方法，他们获得了四个半稳定反应周期中间体S1、S2、S3和S0之间每步转换的时间

相关S态差分光谱，重点研究了S3 → S4 → S0 + O2的氧形成过程，如图5所示。实验发现，只有在质子

去除完成后O―O键才能形成。 
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图5  傅里叶变换红外光谱(FTIR)追踪析氧转换[18] 

 

2.2.2  关键侧链去质子化 

Greife等人观察到与传统的稳态S态差分光谱不同的行为，并用S3 → S4 → S0转变早期的羧酸侧

链去质子化来解释，该去质子化过程随后在氧气形成时逆转。基于实验结果，他们发现羧酸的去质

子化、质子向水溶液转移以及羧酸盐的再质子化与O2的形成平行进行。 

2.2.3  量子化学的原子情景 

他们还利用基于密度泛函理论(DFT)的最小能量路径(MEP)计算研究了O―O键形成的路径。如

图6所示，计算出的MEP包括三个亚稳态(i、ii和iii)和两个过渡态。计算结果表明，在第一个转化过 

 

 
图6  析氧过程中的质子和电子转移步骤[18] 

a. 反应中间产物、时间常数(倒数速率常数)、活化能的焓贡献和熵贡献以及S态分配的实验结果示意图摘要。关键特征用圆圈圈出， 

电荷转移事件用箭头标出。在Mn4Ca离子簇的四个锰离子中，图中只画出了其中三个在之前的S态转变中积累了氧化当量，并在形成O2的

同时被还原的锰离子(Mn1、Mn3和Mn4)。b，c. 在计算结果的帮助下，a中描述的S3
+ → S3 → S3́ (b)和S3́ → S4 (c)的速率常数过程归属于

原子事件。虚线圈突出了Tyrz氧化引起的质子空位的产生，并通过Lys317侧链的移动激活Asp61作为S3́ → S4转变中的质子受体。d. 最小

能量路径(MEP)计算中有关的能值和核间距(上图，虚线)，以及表征过氧化物形成的Mn离子、原子和残基种类的自旋布居(下图，实线) 
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程i → ii (图6c，d)，电子转移(到氧化的酪氨酸残基上)与质子转移(从与Mn结合的氢氧根转移到

水分子W2上)耦合，使得氧自由基最终结合到Mn离子上。同时，氧化态的酪氨酸残基空穴向O6

的转移导致了对底物水的单电子氧化。围绕酪氨酸残基和金属-氧团簇的核重排是通过水分子团

簇实现的。 

计算还表明，活化自由能受到熵效应的显著影响，约为6.5 kcal·mol−1 (1 kcal·mol−1 ≈ 4.186 

kJ·mol−1)。对此现象的一个合理解释是，活性位点的蛋白质与水分子氢键网络中拥有大量能量相近

的构象，而在这些构象之间存在快速流变。Yano等人[20]观测到Glu65构象变化，这一发现支持了Greife

小组的结论，即酪氨酸残基的氧化诱导了残基重排和Glu65-Glu32的去质子化。 

 

3  结语 
近年来，动力学与晶体学方面的进展，提供了一个具有较高说服力的质子-电子协同迁移的水氧

化机理。连续飞秒X射线晶体学研究提供了各步反应的大致时间顺序：Yz的氧化还原状态变化、第一

次去质子化、OEC氧化和O2的形成，S0态Kok时钟的完全恢复和重置，以及每个阶段可能存在的合理

的中间体。 

光合放氧机理的阐明，是理解水氧化反应的关键一步。生物催化剂通过金属中心、蛋白质环

境和水网络之间的相互作用来实现多电子/多质子连续反应，这为发展人工光合系统提供了重要灵

感与启发，有助于开发出更高效、更绿色和更廉价的太阳能利用设施，建设可持续发展的社会经

济体系。 
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