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S4-S0转化期水结合至放氧复合体可能机制的理论研究 
郭宇    刘瑜    戚娟娟    李慧    赫兰兰    卢丽男 

刘翠    宫利东    赵东霞*    杨忠志* 
 (辽宁师范大学化学化工学院  大连 116029)  

摘要  基于光合作用自由基耦合的释氧机理, 提出了S4-S0转化期水结合至放氧复合体Mn4CaO4的三种不同模式. 使用

密度泛函理论计算了释氧后两种可能的自旋态势能面, 结果表明它们在热力学上都是容易发生的, 差别很小, 能共存

于 S态循环之间的衔接阶段, 并且对实验所测的 S1, S2和 S3态的底物水交换速率没有差异性. 然而, 水结合的这三种类

型理论上具有不同的底物选择性, 对当前和之后的循环中底物的归属产生影响(Ca 和 Mn4 的配体水或周围的结晶水). 

但是, O2的最终来源分别为 S4-S0和 S2-S3结合的两个水分子, 关键在于它们演变为底物的时机决定于 S4-S0 的水结合机

制. 整个 S 态循环中, 锰簇灵活多变的几何结构和 Ca, Mn4 及其附近的水通道是实现底物水转移和分解释氧的重要因

素.  

关键词  光合作用; 放氧复合体; S4-S0转化; 水结合机制; 水通道; 对称性破损密度泛函理论; 热力学; 底物选择性 

 

Possible Mechanisms of Water Binding to the Oxygen-Evolving Complex 
during the S4-S0 Transition: A Theoretical Investigation 

Guo, Yu    Liu, Yu    Qi, Juanjuan    Li, Hui    He, Lanlan    Lu, Linan 
Liu, Cui    Gong, Lidong    Zhao, Dongxia*    Yang, Zhongzhi* 

 (School of Chemistry and Chemical Engineering, Liaoning Normal University, Dalian 116029) 

Abstract  It has been acknowledged that molecular oxygen produced in photosynthesis originates from water, rather than 
carbon dioxide. Dioxygen releases in the S4-S0 transition immediately prior to a new water binding to the oxygen-evolving 
complex, but hardly any investigation has been carried out on the binding mechanism up to date. Based on the open-cubane 
oxo-oxyl coupling mechanism in the S4 state of photosynthetic oxygen evolution, in this study we propose three possible 
pathways of water binding to the oxygen-evolving complex Mn4CaO4 during the S4-S0 transition, i.e. water binding to Ca 
trans to O5, water binding to Ca cis to O5, and water binding to Mn4 trans to O5. Broken-symmetry density functional theo-
ry (BS-DFT) calculations have demonstrated the thermodynamic feasibility for all these possible modes, without an over-
whelming inclination for a certain manner. Besides, all these styles do not bring about any difference embodied in the exper-
imental kinetic data on substrate water exchange in the S1, S2 and S3 states, for the basically same structures of the S0 state 
derived from these different routes. Therefore, it is considered that the alternative mechanisms could coexist coordinately in 
the connecting stage between S-state cycles. Importantly, diverse forms of substrate selectivity are deduced according to dif-
ferent water binding ways, which exert obvious influences on the present and later S-cycles. In the long run, however, it can 
be seen that the two waters binding in the S4-S0 and S2-S3 periods together constitute the components of the released O2. 
What matters is variation of the time to become substrates for different water binding modes during the S4-S0 transition, ei-
ther in the current cycle or in the following cycles. Meanwhile, it is indicated that the dangler Mn4(III)/(IV) which possesses 
a five-coordinated pyramidal ligand field in both ' '

0 3S /S  states, along with Ca(II) on which the carrousel rearrangement of 
water ligands can also occur, are essential structural elements of the S-state advancement and oxygen evolution. Thus, Mn4 
and Ca may be in charge of water delivery to the active sites of Mn4CaO5 from the nearby external water channels formed by 
crystal waters in hydrogen-bond interactions. On the whole, the geometric flexibility of the Mn cluster plays an important 
role in photosynthetic water oxidation. In the respects of water binding modes in the S4-S0 transition and corresponding sub-
strate identifications for a specific S-cycle, we are looking forward to further confirmations or supplements from the experi-
mental evidences of the targeted isotope labeling combined with mass spectrometry, infrared spectroscopy and site directed 
mutagenesis, etc. Our investigation may provide useful information and references for the mechanistic elucidations on pho-
tosynthetic water oxidation, especially in substrate water identifications.   
Keywords  photosynthesis; oxygen-evolving complex; S4-S0 transition; water binding mechanism; water channel; broken- 
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symmetry density functional theory; thermodynamics; substrate selectivity 

   
1  引言 

光合作用主要指绿色植物在可见光的照射下, 利用

光合色素, 吸收二氧化碳和水制造有机物(主要为淀粉)

和氧气, 同时光能转化为化学能的过程. 它是维系地球

碳-氧平衡的重要媒介, 是一切生命赖以生存和发展的

基础[1,2]. 光合作用分为光反应和暗反应两个阶段, 光反

应分解水释放氧气, 暗反应进行碳的固定, 它们相辅相

成, 紧密联系, 互为彼此物质和能量的来源.  

光反应发生于叶绿体的类囊体膜, 是光能激发所致

的一系列复杂的酶催化过程. 光合系统 II (PSII)是位于

电子传递链起点的蛋白质复合物, 其中的放氧复合体

(OEC, 由 Mn4CaO5 团簇及其配体构成, 如图 1a, 1b 所

示)作为水裂解的活性中心 ,  一直是研究的焦点 [ 3 , 4 ] . 

1941年, Ruben等[5]利用 18O同位素示踪法证明了光合作

用释放的 O2全部来自水. 1970 年, Kok 等[6]在闪光极谱

实验的基础上建立了光合释氧的四步 S 态循环, 并证实

了O2产生于 S4-S0时期, 勾勒出光合释氧的基本雏形(图

1c). 此后这一领域的研究成果层出不穷, 包括各种谱学

检测、X 射线衍射和理论计算的贡献, 为 S 态循环中

OEC 的氧化态分布、几何和电子结构变化、质子和电子

转移、底物水结合模式以及 O2 形成的机制提供了丰富

的信息[7～22]. 然而, 分子体系的复杂性和技术手段的局  

 

图 1  (a) Mn4CaO5团簇[图示结构源自 1.95 Å 分辨率的 S1态飞秒 X 射

线自由电子激光(XFEL)结晶的 PSII[16], PDB 序号: 4UB6]、(b)原子标

号、(c) S 态循环(红色字体代表的事件即为本文研究对象)及(d)本文计

算所使用的 OEC 模型大小(清晰起见, 本文其余部分均未显示氨基酸

配体)  
Figure 1  (a) Mn4CaO5 cluster [the graphic structure originates from the 
S1-state PSII at 1.95 Å resolution crystallized by the femtosecond X ray 
free electron laser (XFEL) technique, PDB ID: 4UB6], (b) atomic labels, 
(c) S-state cycle (the event in red fonts stands for the subject in this paper) 
and (d) the OEC model size used in this study (for clarity, all the amino 
acid ligands are not shown in the following parts) 

限性使得很多问题仍然扑朔迷离或存在争议, 确切完整

的光合释氧机制至今没有彻底成型. 

S 态循环中 S2-S3和 S4-S0的转化都伴随外界水分子

的结合, 水是O2的母体, 因此底物水的结合方式与释氧

机理具有密切的联系. 关于 S2-S3 的水结合方式最近诞

生了几种理论模型: Siegbahn[11,23]假设 S2 态 Mn1(III)附

近的水分子去质子化后结合于 S3态 Mn1(IV); Bovi 等[22]

的动力学模拟显示 Ca 上的水分子 W3 随 S2态 OEC 的

异构化而转移至 Mn4(III), 作为 S3 态的前驱形式; Re-

tegan等[24]提出水分子以pivot机理结合于 '
3S 态五配位的

Mn4(IV), 这一观点与Askerka等[25～27]的 carousel水分子

重排机制有异曲同工之处, 而且也满足底物水交换速率

的测量结果[13,28～30], 还获得了 Bovi 等[31]后续研究的认

可.  

相比之下, 对 S4-S0 时期的水结合方式却关注甚少, 

尤其是高分辨率 S1态 PSII 晶体结构[15,16,32]和 S3 态 OEC

电子结构[10]成功解析之后, 几乎没有在其基础之上的

相关研究报道. 这可能是由于 S4 态的瞬时性导致在实

验上难以被捕捉, 而唯一相关 S4-S0 转化的理论模型来

自于 Siegbahn的 S态循环: Ca上的水分子去质子化后移

向 OEC 释氧造成的团簇空穴, 同时计算表明了这个假

设的能量合理性 [11]. 然而 , 这并没有涉及新结合于

Mn4CaO4 的水分子, 也并未指出 W3 若转化成 Mn3 和

Mn4 之间的桥联基团 OH－, Ca 上失去的配体水分子将

如何弥补. 我们发现, S4-S0 水结合锰簇的过程具有一定

的研究价值. 基于 Mn4CaO4结构的复杂性, 这个时期可

以存在多种可能的水结合模式能够促成相同结构的 S0

态, 但底物水的归属却完全不同, 这将对 S 态循环中底

物的选择性和水分解机理产生影响. 本文基于该领域最

新的实验和理论成果, 重点讨论 S4-S0 转化时期水结合

的可能模式及其对底物识别的意义.  

2  计算模型与方法 

在近期工作的基础上[33], 把开立方结构中自由基耦

合生成的 O2从产物中移除, 作为 '
0S 态 OEC 的初始模型, 

包括 Mn4CaO4 团簇(O5 已参与形成 O2)、全部第一层配

体以及新加入的水分子, 共计106个原子(图1d). 由于存

在反铁磁耦合, 我们使用对称性破损的密度泛函理论

(BS-DFT)[34～37]寻找这三种水结合方式的最低能量路径. 

初始自旋态初始猜测、波函数优化、驻点的几何优化、

过渡态(TS)搜寻(电子势能面)、频率分析(解析梯度)、内

禀反应坐标(IRC)验证反应路径的计算水平为 B3LYP* 

(15% Hartree-Fock exact exchange)/LANL2DZ (Mn, Ca), 

6-31G* (C, H, O, N). 检查Mulliken自旋密度分布以确保

产生预期的电子构型. 更精确的单点能使用较高级别的

基组 LANL2TZ(f) (Mn), LANL08 (Ca), cc-pvtz(-f) (C, H, 
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O, N), 并应用 SMD 溶剂化模型[38](设置介电常数为 6.0

模拟弱极性的 PSII蛋白质环境)和DFT-D3 (BJ- damping)

色散作用校正[39]. DFT 计算方法的所有细节均与前期工

作 [33,40,41] 保持一致 . 因为本工作研究的水结合至

Mn4CaO4 的过程不是单分子反应, 原则上除了零点能的

贡献, 还应该考虑熵的效应, 所以能量统计时使用Gibbs

自由能的形式(101 kPa, 298.15 K). 但由于频率计算所使

用的谐振模型近似会对热力学校正产生误差, 所以未经

过热校正的电子能量也应该作为参考. 全部任务使用

Gaussian 09[42]完成, 执行于本实验室的 DELL 服务器

PowerEdge R630 (Linux-Fedora 21 操作系统).  

3  结果与讨论 

近期的理论研究中 , 我们证明了 Siegbahn 的

oxo-oxyl 耦合在所有可能的 O—O 键形成类型的能量优

势[41]; 分析了开立方相比闭立方结构对于自由基耦合

的异构体选择性的有利条件[33]; 同时确立了易于产生

三线态氧的两种自旋态势能面, 即 doublet/βαβαα 和

sextet/αααββ(表示 Mn1, Mn2, Mn3, Mn4, O•的自旋耦合

类型). 所以对于本文的研究对象, 3O2 释放后的 '
0S 态模

型的自旋态相应为 doublet/αβαβ (αβαβ 自旋磁耦合物理

意义等效于 βαβα, 但后者的净自旋为负, 故不被使用)

和 octet/αααβ. 由于 S0 态 OEC 的基态为 doublet, 所以

octet/αααβ 到 S0 的转化会经历电子的自旋翻转, 这对于

具有较大自旋-轨道耦合效应的过渡金属络合物是很容

易实现的. O—O 键形成的过氧化物基团 2
2O －向三线态

分子氧 3O2转化时, 分别向Mn1(IV)和Mn3(IV)转移电子

以断裂 Mn1/Mn3—O 键, 所以 '
0S 和 S0 态的氧化态分布

为 Mn1(III), Mn2(IV), Mn3(III), Mn4(III). 计算结果中自

旋密度值分别接近 4 (Mn1), 3 (Mn2), 4 (Mn3), 4 (Mn4), 

说明预期的 '
0S 态 Mn4CaO4 团簇的电子构型已得到了很

好的体现 . 在所有可能结合水的金属离子位点 , 即

Ca(II), Mn3(III)或 Mn4(III)的团簇内外两侧上分别添加

一个水分子, 寻找每种情况水结合过程的最低能量路

径. 由于 S0 态为开立方结构, 它的质子化桥基 μ-O5H－

不连接 Mn1, 所以不需考虑 '
0S 态水分子结合至 Mn1(III)

的情况. 经过大量的尝试和计算, 我们最终确定S4-S0水

结合到锰簇存在三种潜在的路线(图 2), 这将造成配体

水分子演化为 O2途径的多重性.  

然后, 我们将 S4-S0 的水结合事件嵌入到完整的 S

态循环中, 追踪不同结合模式下形成 O2 的水分子来源, 

探究底物水的选择性差异. 虽然释氧原理在学术界没有

完全统一, 但是针对循环中的其他关键环节, 我们采用

近年来认可度较高的提议, 比如: 1∶0∶1∶2 的质子释

放比例[43]、高氧化态方案[44]、 '
0S -S0

[11]和 S0-S1
[8,9,45]的去

质子化原则、S2态质子化状态[46]和互变异构[47]、闭立方

形式的S2-S3过渡[21,24]及pivot机理水结合Mn4(IV)[24], S3

态异构化[48]、S3-S4 的去质子化和氧化[19,49～51]以及开 

 

图 2  S4-S0转化期水结合 Mn4CaO4团簇的三种可能方式(即水结合 Ca
的 O5 反式位、Ca 的 O5 顺式位和 Mn4 的 O5 反式位)  
Figure 2  Three alternative mechanisms of water binding to Mn4CaO4 

cluster during the S4-S0 transition (i.e. water binding to Ca trans to O5, Ca 
cis to O5 and Mn4 trans to O5) 

立方形式的自由基耦合主导的 S4 态释氧机制[4,7,8,10,12,15]

等. 由于部分细节更新为国际上说服力更强的新机制, 

本文的 S态循环与 Siegbahn早期的描述[11]不尽相同. 由

这些反应细节协调组成的S态循环最高程度地匹配了目

前所有的实验观测现象, 可以作为探究 S4-S0 的水结合

及 O2的底物来源的理论框架.  

本研究工作中最为重要的理论基础是由 Siegbahn

最先提出的自由基耦合的释氧机理[52]. 由于 S4 态非常

短暂, 迄今仍没有实验手段能够对释氧机理作出直接的

判断. 尽管存在以亲核进攻为代表的对立观点[53,54], 但

是目前大多数且说服力更强的实验和理论证据都明显

倾向于自由基耦合机理[4,7,8,10,12,15]. 最近, Cox 等[10]使用

电子顺磁共振(EPR)解析的 S3态电子结构, Suga 等[15]利

用 X 射线自由电子激光(XFEL)捕捉的光致 S1-S3结构转

化、Navarro 等[55]对 S2态氨介入的研究以及 Siegbahn[56]

针对亲核进攻机理的计算等, 都高度认可 O5 参与的自

由基耦合机理. 特别是前不久XFEL实验显示 S3态Mn1

位点相比 S1态新插入了一个紧邻 μ-O5 的氧基, 这是预

示二者在 S4态耦合释氧的强烈的信号[15]. 而且, 我们近

期的理论工作通过对所有可能O—O键形成方式的考察

也支持这种释氧机理[41], 所以本工作中 S4-S0 ( '
0S )的水

结合模式也建立在此基础上, 是一个可靠的理论前提.  

据此, O2释放后的 '
0S 态Mn4CaO4团簇必然形成一个

较大的空穴, 含有五配位的 Mn1(III)/Mn3(III)/Mn4(III)

和六配位的 Ca(II). 虽然这些金属离子未达最大配位数, 

但并不意味着此 '
0S 态不能稳定存在, 换句话说, 配位饱

和并不是金属配合物稳定存在的前提. 比如 S0, S1和 S2

态 OEC 都含有五配位的 Mn(III), 它们是 S 态循环中必

要的中间体, 而其他含有五配位 Mn(III)或六配位 Ca(II)

的金属蛋白酶以及人工合成的金属配合物也不胜枚  

举 [57 ～ 67]. 此外 , 理论计算的结果也已证明了 '
0S 态
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Mn4CaO4 结构的正确性[11,41,68]. 况且, '
0S 态可以看作是

S4-S0 过渡期的一个瞬时态, 它无需长期稳定存在, 水结

合后会立即成为S0态, OH－桥联基的空穴插入使Ca/Mn3/ 

Mn4 的配位数饱和. 此外, 已有理论研究提出 S2-S3 转

化的 '
3S 态含有更加罕见的五配位 Mn(IV), 也作为一个

短暂存在的亚稳态待水分子结合[24]. 因此, 本工作 '
0S 态

Mn4CaO4用于研究水结合的理论模型也是合理的.  

3.1  H2O 结合 Ca 的 O5 反式位 

我们对 Ca—H2O 间距离进行了柔性的势能曲线扫

描(0.05 Å 为步长, 共 70 步). H2O 从优化的反应物起始

点被逐渐拉远至 6.0 Å 处的过程中, 一直没有出现对应

梯度近似为零的能量最高点, 说明此过程不存在 TS; 

梯度始终不接近零也说明不存在水未结合 Ca 时的稳定

结构(见 Supporting Information, SI), 对拉长的 Ca—H2O

进行几何构型时发现水有回归 Ca 配位点的变化趋势. 

扫描的势能曲线一直呈现上升趋势, 恰好能够说明其逆

过程 H2O 到 Ca 的 O5 反式位(命名法参照图 1 中原 O5

的位置, 下同)的结合为无势垒(barrierless)的过程. Bovi

等[22]的从头算分子动力学(AIMD)模拟 S2态开立方向闭

立方结构的 S3 态前驱形式转变时, Ca 周围的结晶水也

能自发地转移结合到Ca的O5反式位附近, 反映了这个

结论的正确性. 既然 Ca(II)无氧化还原活性, 那么 S4-S0

的水结合至 Ca 不会受到金属离子的电子状态和 Lewis

酸性大小的影响, 与 S2-S3的情况是基本吻合的.  

Siegbahn 的计算已证明 Ca 上的水分子(我们推测为

W3)经水辅助的质子转移向 lumen 释放质子后, 进入团

簇内部的能量可行性(前一步质子转移活化能为 7.7 

kcal•mol－1, 反应放热 12.8 kcal•mol－1; 后一步的结合能

为 2.7 kcal•mol－1)[11]. 这样, 如图 3 所示, W3 会经历 n

循环中一系列连续的去质子化和氧化, 在 S4 态成为

Mn1 配位的 oxyl 自由基(淡蓝色), 与 W2 演变的 μ-oxo

氧桥(橙色)发生自由基耦合而形成 O2. 因此, Ca 附近的

结晶水分子(4UB6 晶体结构显示可能为 HOH588)会在 

(n－1)循环的 S4-S0时期(S' 
0)结合至 Ca 的 O5 反式位, 分

别成为 n 循环和(n＋1)循环的 W4 和 W3(深蓝色), 而  

(n－1)循环的 W4 将在(n＋1)循环变为底物 O5(黑色). (n

－1)循环的 W1 将在 (n＋1)循环成为底物 W2(紫红色), 

n 循环中 S2-S3 结合的水分子将成为(n＋2)循环的底物

W2(绿色). 由此可见, Ca和Mn4分别具有转运慢交换速

率(Ws)和快交换速率(Wf)的底物水分子的作用. 我们以

图 3 为例, 为 S态循环的每一步转化添加了详细的注释.  

3.2  H2O 结合 Ca 的 O5 顺式位 

此过程寻找到 TS, 电子势能面上水结合的势垒非

常小, 仅有 0.8 (doublet/αβαβ)和 1.6 (octet/αααβ) kcal• 

mol－1, 且属于放热反应(SI中图S2). 经过零点能和热力

学校正之后 ,  这个过程变得无势垒 ,  更加容易发生 . 

S4-S0水结合的产物经质子释放到 lumen 后即为 S0态的

OEC, 相比 '
0S 态在结构上多出一个连接 Ca(II), Mn3(III) 

 

图 3  S4-S0转化时 H2O(深蓝色)结合 Ca 的 O5 反式位的 S 态循环(不
同颜色的圆圈用来标记每个水分子的变化轨迹)  
Figure 3  S-state cycle in which H2O (in dark blue) binds to Ca trans to 
O5 during the S4-S0 transition (Circles in different colors were used to 
trace the changing trajectories of waters, the same below) 
Annotations for each step (similarly hereinafter in Figures 4 and 6 except for 
water binding in '

0S ): 1: W3 and W4 carrousel rotation on Ca; 2: water bind-
ing to Ca trans to O5; 3: water deprotonation and binding to Mn3; 4: OH－ 
bridged group deprotonation and formation of the S0 state in the n cycle; 5: 
Mn4 oxidation; 6: interconvertion driven by O5 shift; 7: W1 and W2 rotation 
on the pivot Mn4 after W1 deprotonation to Asp61; 8, 9: water binding to 
Mn4; 10: proton transfer assisted W2/O5 ligand exchange on Mn3; 11: O5 
deprotonation and oxidation; 12: O—O bond formation via radical coupling 
mechanism; 13: O2 release; 14: new water binding to Ca and the S0 state for-
mation in the (n＋1) cycle. 

和 Mn4(III)的单质子化氧桥 OH－. 因此, 水分子还有可

能结合于团簇空穴内部的Mn3或Mn4. 但是, 任何尝试

优化后的构型均显示水分子转而结合 Ca. 这可能是受

到紧凑的 Mn3-μ-O4-Mn4 空间位阻的缘故, 而在这种情

况下, Mn(III)较小的 Lewis 酸性也不足以使水分子牢固

地配位. 这说明水稳定地结合在 Mn3/Mn4 的 O5 顺式位

是不可行的, 团簇内部的水分子结合模式只有 Ca 的 O5

顺式位.  

如图 4 所示, 除了上述 Ca 的配体 W3 的 carrousel

旋转, O2释放后造成的空穴还可以由外部的结晶水分子

填入(深蓝色), 结合至 Ca 的 O5 的顺式位, 再经过去质

子化后与 Mn3 结合而形成 S0态, 它将与 W2(橙色)在 n

循环的 S4态形成 O2. n 循环中 S2-S3结合的水分子将成

为(n＋2)循环的底物W2(绿色), (n－1)循环中W1将成为

(n＋1)循环中的底物W2(紫红色). 此时, Ca 虽具有 S4-S0

底物水着陆的功能, 但其原有配体 W3 和 W4 没有被转

移, 不会参与 O2的形成.  

3.3  H2O 结合 Mn4 的 O5 反式位 

W1 和 W2 不同的质子化状态[48]导致水以 pivot 机 

理[24]结合 Mn4 时可能存在两种情况: (1)保持初始的 

W1＝H2O, W2＝OH－, 水直接结合 Mn4; (2) W1 向 W2

发生质子转移后 W1＝OH－, W2＝H2O, 水再结合 Mn4.  

第一种情况寻找到电子势能面的 TS, 但经零点能

和热力学校正之后, 势垒消失. 但这是一个吸热反应, 
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图 4  S4-S0转化时 H2O(深蓝色)结合 Ca 的 O5 顺式位的 S 态循环  
Figure 4  S-state cycle in which H2O (in dark blue) binds to Ca cis to O5 
during the S4-S0 transition 

水结合过程中能量一直上升(SI 中图 S3). 虽然上升幅度

不大, 分别为 5.5 (doublet/αβαβ)和 6.9 (octet/αααβ) kcal•  

mol－1, 但我们不倾向于发生这种水结合模式. 首先, 电

子势能面上 TS 对应的反应物优化后的几何结构严重扭

曲, 已不是 '
0S 态的正常结构. 其次, W1以H2O的形式转

移到 O4 的反式位后, 需要经历向 lumen 的质子释放才

能达到 S0 态. 而这个位置的配体水向非 Mn4 的基团去

质子化时, 由于电荷补偿效应极易伴随电子转移, 以避

免生成高能的极化中间体, 即发生质子耦合的电子转移

(PCET). 这种情况下 '
0S 态的 Mn4(III)或其配体一定会被

氧化, 产生 Mn4(IV)或 Mn4(III)-O•自由基. 但是, '
0S 与

S0 态的电子结构必须相同[7,8], 没有电子转移发生, 所以

A 情况是不可能的.  

第二种情况中 W1 向 W2 的质子转移是一个无势垒

(doublet/αβαβ)或自由能势垒非常小(0.1 kcal•mol－1, oc-

tet/αααβ)的过程, 而电子势能面的活化能也分别只有

1.1 和 1.4 kcal/mol(图 5, SI 中图 S4). 所以 Mn4 的配体

(W1＝H2O, W2＝OH－)到(W1＝OH－, W2＝H2O)的质子

化状态的转变, 同时伴随 W1 和 W2 以 Mn4 为支点的旋

转是很容易实现的 . 然后 , H2O 以 pivot 机理结合

Mn4(III)的过程是一个放热反应, 活化自由能和活化能

仅为 1.5 和 0.8 kcal•mol－1 (doublet/αβαβ)、1.9 和 0.8 

kcal•mol－1 (octet/αααβ), 因此也很容易发生(图 7和 SI中

图 S5). 新的质子化态更容易使水发生 pivot 结合 Mn4

的原因可能是, 邻近新结合水的 Mn4 配体由 H2O 变为

OH－基团后, 减小了空间位阻的同时增大了氢键的吸引

力, 对水结合的过程更加有利; 而且 Mn4 配体的新的质

子化态分布使得W1, W2绕Mn4旋转后的构型更加稳定

(图 5). 反应路径显示, W1 (H2O)到 W2 (OH－)的质子转

移使二者绕Mn4 (pivot)旋转. W2变为H2O之后, 其氧原

子与 Mn4 的距离增大至 2.9 Å, 几乎断开与 Mn4 的配位

键[Mn(III)-H2O配位键一般应小于 2.2 Å], 只和Ca结合, 

键长为 2.6 Å[符合通常 Ca(II)-H2O 配位的键长]. 任意尝

试性地优化通过配位键连结的W2 (H2O)-Mn4/Mn3构型

最终都导致 W2 转而结合至 Ca, 并且与 W1 之间形成较

强氢键作用(约 2.5～2.6 Å), 它会束缚 W2 中 O—H 的空

间取向, 使得氧原子很难接近 Mn4, 这可能是妨碍 W2

质子化后与 Mn4 配位的主要原因. 可见, Ca 相比 Mn4

更适于 O5 顺式位的水分子结合, 而 W2 (H2O)在 Ca 的

配位点恰好位于团簇空穴的边缘, 这也阻止了环境中的

其他水分子进入空穴而结合至 Mn4 (O5 顺式位)的可能

性.  

 

图 5  S4-S0水 pivot 结合 Mn4 的 O5 反式位之前, W1 向 W2 的质子转

移的自由能(左)和电子能(右)曲线  
Figure 5  Free energy (left) and electronic energy (right) profiles of 
proton transfer from W1 to W2, prior to water pivot binding to Mn4 trans 
to O5  
There is one water molecule less than in this model than that of water binding 
event, so different energy starting points were used 

如图 6 所示, 类似于 S2-S3时期水分子以 pivot 机理

结合五配位的 Mn4(IV)[24], (n－1)循环中 S4-S0水分子也

能以这种方式结合至同样拥有不饱和锥形配体场的

Mn4(III)的 O5 反式位, 成为(n＋1)循环中 S4 态的 Mn1

的 oxyl 自由基配体(深蓝色). n 循环中 S2-S3结合的水将

成为(n＋1)循环中的W2(绿色), 在 S4态变成 μ-oxo氧桥, 

与oxyl耦合为氧分子. 因此, n循环的底物则属于W1(紫

红色)和 W2(橙色), 它们是(n－1)循环中以相同方式分

别在 S4-S0和 S2-S3结合于 Mn4 的水分子. 这里, dangler 

Mn4(IV)/(III)( ' '
3 0S /S 态)利用其特殊的五配位配体场的不

饱和特征和配体水位置的灵活性, 负责两个底物水的结

合和至活性位点的转运, 逐步被分解和氧化并在 S4 态

转化为 O2.  

3.4  归纳与总结 

图 7 列出了三种水结合反应路径上重要的结构(水-

金属键长)和能量(自由能和电子能)的变化信息(也可参

见 Supporting Information 中图 S1～S3, S5). IRC 动态图

像显示水结合过程中团簇保持其刚性结构, H2O, OH－,  



 

化 学 学 报 研究论文  

  
 
Acta Chim. Sinica 2017, 75, 914—921 © 2017 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences http://sioc-journal.cn    919 

 

图 6  S4-S0转化时 H2O(深蓝色)结合 Mn4 的 O5 反式位的 S 态循环  
Figure 6  S-state cycle in which H2O (in dark blue) binds to Mn4 trans 
to O5 during the S4-S0 transition 

羧基和咪唑等配体也几乎没有位移, 与金属离子牢牢结

合, 有明显位置变化的只有新结合的水分子, 说明 S4-S0

的水结合是一个相对独立的过程, 不会影响其他原有配

体与锰簇的结合. 对于后两种机制, 从新结合的水分子

和目标金属离子之间的距离(Rea-TS: 0.7/0.4 Å, TS-Pro: 

1.7/1.2 Å)可知, 过渡态的结构明显更加类似于反应物

结构. 由 Hammond 规则[69]可以判断能量的偏差也很小, 

这就暗示水结合应该属于低势垒的放热反应, 可以自发

地顺利进行. BS-DFT 计算的能量结果证明了三种方式

的水结合过程都很容易发生, 都是无势垒或低势垒的放

热反应, 这与结构变化反映的信息是一致的. 虽然低自

旋态 doublet/αβαβ 比高自旋态 octet/αααβ 势能面上的稳

定点能量略低(0.5～1.8 kcal•mol－1), 但反应势垒(活化

自由能)和驱动力(自由能变)几乎相同(1.2 kcal•mol－1 以

内). Gibbs 自由能和未经热校正的电子能表示的不同能

量指标均表现出一致的水结合的反应性. 图 7 中虽然显

示水结合至 Mn4 的 O5 反式位的势能面高于前两种机

制, 但是差值的范围却很小: 反应物的自由能/电子能相

差 0.5～2.1/1.9～3.6 kcal•mol－1, 过渡态的电子能相差

0.5～4.0 kcal•mol－1, 产物的自由能/电子能相差 1.0～

4.4/0.9～4.3 kcal•mol－1; 考虑到体系的热浮动和 DFT 计

算方法的误差, 如此小的能量差别不足以严格区分反应

路径的优劣和选择性, 而且第三种水结合机制的势垒和

驱动力本身也是对反应有利的, 所以不能排除其可行

性. 另外, 我们的模型得到的三种产物能量非常接近

(各自旋态能量差值为 0.6～3.4 kcal•mol－1), 说明水结合

在热力学上并没有显示出对某一种产物的明显优势, 而

是具有几乎相同的概率分布. 它们之间相近的能量可以

归因于水结合产物的结构相似性(仅配体水的朝向有略

微差异), 而这在 S4-S0转化对于 S 态循环的意义上来说

可能是一种必然, 因为三者都可能是 S0 态的前驱形式, 

经过 Ca 的 O5 顺式位的配体水去质子化至 lumen 后, 结

合至Mn1/Mn3(III)形成同样结构的 S0态, 之后再经历同

样的 S 态过渡, 直至 O2的释放. 由此可见, S4-S0时期水

结合于 Mn4CaO4 团簇具有三条水结合路线和双电子自

旋态的六通道反应多样性, 这对于 S 态循环中底物水的

来源和选择性至关重要, 也说明了自旋态多变的电子结

构灵活性在光合水氧化中的普遍存在性.  

 

 

图 7  S4-S0 转化期(S' 
0态)三种水结合机制中团簇的结构变化(上)以及

自由能和电子能变化曲线(下)  
Figure 7  Structural changes of the cluster (up) and the free ener-
gy/electronic energy profiles (down) for the three water binding mecha-
nisms during the S4-S0 transition (S' 

0 state) 
Different routes of water binding correspond to those in Figure 2; solid and 
dotted lines stand for doublet/αβαβ and octet/αααβ spin surfaces, respectively; 
“*” stands for the non-stable structure 

需要说明的是, 我们的模型包括了全部的氨基酸和

水配体, 完全能够维系锰簇的正常结构和配位键的电荷

转移, 以及表征化学反应中最重要的电子效应. 本文寻

找水结合过程的反应路径时, 模型并没有包括更远的氨

基酸侧链和结晶水分子. 经过大量的尝试, 我们确定模

型的这种近似其实是必要的, 否则环境中冗余的氢键作

用将在几何优化时严重干扰水分子结合至目标金属离

子的空间取向, 削弱二者的联系以及与此相对应的负本

征矢量的大小, 使得实际的 TS 搜寻无法完成. 虽然该

模型表面上忽略了外围环境中次级的氢键和范德华作
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用的影响, 但是相比于水结合金属离子的配位成键作

用, 微小的误差对反应能的结果非常小, 是完全可以接

受的合理的近似. 况且, 已有分子动力学的研究表明这

些较远的基团具有很大的空间灵活性[21,70], 这就可能导

致它们对真实的水结合几乎没有负面影响(主要为氢键

因素), 尽管人为的 TS 优化时很难排除基团存在时带来

的干扰. 这种近似化模型的原理曾被应用于 S2-S3 水结

合 Mn4(IV)的过程[24], 也已在我们近期的工作中对 NH3

结合 OEC 的 TS 搜寻中得到体现[40].  

表 1 归纳了 S4-S0过渡时水结合模式对于不同 S 态

循环中底物选择性的影响. 从中可以发现, S4-S0和 S2-S3

两个转化期结合的水并不一定作为本循环的底物水来

参与 O2 的形成. 从(n＋2)循环开始, 底物全部来自于 n

循环中这两个时期从外部的 PSII 基质(stroma)环境结合

至 OEC 的水分子; 同时在逻辑上也可以认为本循环的

底物(Ca 或 Mn4 的配体水)也都来自于之前循环中 S4-S0

和 S2-S3 结合的外界水. 对于 S2-S3 转化的水结合, 目前

相对流行的理论观点为水结合至 '
3S 态五配位 Mn4(IV)

的 pivot 机理; 而对于 S4-S0 的水结合路线, 我们利用

BS-DFT 计算首次提出以上三种可行的理论模型, 它们

与最近流行的Ca, Mn4作为水通道的学说具有很好的关

联性[22,24,71～73]. 当前最先进的时间分辨质谱(TR-MIMS)

实验只能检测出 S1, S2 和 S3 态的底物水交换的动力学

(kinetics), 这三种水结合方式都能符合水交换实验数据

的推论[9,13,28～30]. 因此, Ca 和 Mn4 附近的氢键网络作为

底物水的运输通道, 把叶绿体基质中的水运送至 OEC

附近并逐渐转化为锰簇的配体, 最终在 S 态循环的末期

转化为 O2, 这也足以表明水是氧气的来源.  

目前仍没有任何有效的实验手段能够直接考察或

间接反映 S4-S0 的水结合模式, 而理论计算结果并未显

示出某一种机理在反应性上的突出优势, 所以我们认为

S4 态释氧后的 OEC 将以这三种水结合模式转化为下一

个循环的 S0态. 它们以相似的概率发生, 但每种途径呈

现出不同的底物选择性. 每个植物细胞中存在数以亿计

的PSII单元, 所以不同类型的水结合事件共存并不自相

矛盾. 由于循环起始的 S0态结构完全相同, 也不影响接

下来的反应机制和释氧效率, 因此, 无论水以哪种方式

在 S' 
0态结合, S1, S2和 S3态的底物水交换速率也没有差

别 , 都能符合已有质谱实验的动力学测量数据的要   

求[9,13,28～30]. 综上所述, S4-S0和 S2-S3结合的水终将参与

O2 的形成, 但不同的 S4-S0 的水结合模式将改变它们成

为底物的时机, 或是本循环, 或是之后的某个循环. 我

们期待未来能有针对性的同位素标记结合质谱、红外光

谱或位点定向突变等实验做进一步的证实或补充.  

4  结论 

基于 S4态 OEC 开立方 oxo-oxyl 自由基耦合释氧产

物的结构, 对 S4-S0 时期水结合 Mn4CaO4 团簇提出了三

种可能的反应机制: H2O 结合 Ca 的 O5 反式位、H2O 结

合 Ca 的 O5 顺式位和 H2O 结合 Mn4 的 O5 反式位, 并

用 BS-DFT 计算表明了它们的能量可行性. S 态循环中

的底物选择性因不同的水结合方式而呈现不同, 但它们

能共同发生于光反应的这个特殊阶段. 锰簇的 Ca 和

Mn4作为底物水分子的着陆点, 将其运送至活性位点逐

步被氧化分解, 而最终的底物来源其实都属于 S4-S0 和

S2-S3 结合的环境水, 它们参与产生 O2 的时间次序则依

赖于 S4-S0的不同水结合方式. 这些足以表明 OEC 由氢

键缔合的水运输通道和锰簇结构的柔韧性对于光合水

分解是不可或缺的. S4-S0转化期作为 S 态循环的一个关

键环节, 我们期待对 '
0S 态水结合模式的理论研究和预

测能对光合释氧机理提供有价值的参考.  

表 1  S4-S0不同水结合模式下 S 态循环中底物水的选择性 
Table 1  Substrate selectivity in S-state cycles with different water binding modes during the S4-S0 transition 

S4-S0 water binding 
n cycle (n＋1) cycle (n＋2) cycle 

 
(n＋3) cycle 

Ws
a Wf

a Ws Wf Ws Wf Ws Wf. 

Ca (trans to O5) W3 W2 W4 W1  Wa
b Wb

b  Wa'
c Wb'

c 

Ca (cis to O5) Wa W2 Wa' W1 Wa'' Wb  Wa''' Wb' 

Mn4 (trans to O5) W2 W1 Wa Wb Wa' Wb'  Wa'' Wb'' 
a The fast and slow exchange kinetics of substrate waters refer to the relative values in the S2 state; b Wa and Wb denote the waters binding in the S4-S0 and S2-S3 

transitions, respectively; c Wa' and Wb' represent Wa and Wb binding at the same locations in the post-n S-cycles (Wa'', Wa''', Wb'', Wb''', etc.).
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