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I. ВВЕдЕНИЕ
В зеленых листьях растений осуществляется интенсивный синтез 
хлоро филла. Заключительная светозависимая стадия этого процесса 
пред ставляет собой сочетание реакций различной природы: фото фи-
зи ческих, фотохимических и биохимических. В результате много-
сту пенчатого и разветвляющегося процесса осуществляются не 
только синтез молекулы хлорофилла, но и формируется несколько 
типов специфических пигмент-белковых структур, обеспечивающих 
функцио нирование двух фотосистем фотосинтеза и светособираю-
щих комплексов. Высокая концентрация хлорофилла в зеленых 
лис тьях создает методические трудности на пути исследования 
меха низма его фотохимического образования из непосредственного 
пред шественника протохлорофиллида, поскольку содержание 
прото хлорофиллида и интермедиатов его превращения на два-три 
порядка ниже, чем самого хлорофилла. Это обстоятельство объясняет 
обра щение исследователей к изучению биосинтеза хлорофилла на 
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объектах с низким содержанием пигментов: этиолированных (выра-
щен ных в полной темноте), или находящихся на ранних стадиях 
зеле нения растений. Накопленный в таких экспериментах арсенал 
методов и новые современные методические подходы позволяют 
обратиться к изучению биосинтеза хлорофилла непосредственно в 
зеленых листьях растений.
 Необходимо подчеркнуть, что результаты исследования зеленения 
этиолированных растений имеют не только фундаментальный, но 
и важный прикладной аспект, так как прорастание и деэтиоляция 
рас тений во многом определяют продуктивность и успехи сельско-
хозяйственного производства.
 Важнейшими методами исследования заключительного этапа 
биосинтеза хлорофилла служат спектральные методы. Фотосинте ти-
ческие пигменты в растворе и в составе пигмент-белковых комплек-
сов имеют характерные спектры в видимой области. Их исследование 
дает многостороннюю информацию не только об изменениях 
структуры молекул, но и о межмолекулярных пигмент-пигментных 
и пигмент-белковых взаимодействиях. В листьях растений, как 
этиолированных, так и зеленых, существует несколько спектрально 
различных форм прото хлорофиллида. Основными можно считать 
формы Пхлд 633/628, Пхлд 643/637 и обычно доминирующую форму 
Пхлд 655/650 (цифрами указано положение максимумов флуорес-
ценции и поглощения) [1–5]. Кроме того обнаружено несколько 
минорных длинноволновых форм [5–10]. Основная масса хлоро-
филла синтезируется путем превращения доминирующей формы 
пред шественника Хлд 655/650.

II. ОБщАЯ СХЕМА РЕАКцИЙ БИОСИНТЕЗА 
РАЗЛИчНыХ ФОРМ ХЛОРОФИЛЛА ПРИ ЗЕЛЕНЕНИИ 

эТИОЛИРОВАННыХ ЛИСТЬЕВ
Результаты многолетних исследований биосинтеза хлорофилла в 
этиолированных листьях позволили заключить, что светозависимая 
стадия биосинтеза различных форм хлорофилла в листе представляет 
собой сложную разветвленную цепь фотохимических и темновых 
реак ций, в которой участвуют несколько форм предшественника 
хлоро филла. История постепенного развития и усложнения общей 
схемы реакций свтозависимой стадии биосинтеза хлорофилла 
изло жена в работах [11, 12]. Нами была предложена общая схема 
реак ций биосинтеза основных форм хлорофилла реакционных 
цент ров фотосистем и светособирающего комплекса [12, 13] (рис.), 
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вклю чаю щая первичные фотофизические реакции фото вос ста нов-
ле ния протохлорофиллида (реакции 1 и 2 на схеме, см. обзор [14]), 
а также разветвляющиеся и параллельные пути обра зо вания хлоро-
филл-белковых комплексов светособирающих антенн (реакции 3–7 
на схеме), хлорофиллов и феофитина реакцион ных центров ФС2 
(реак ции 8–14 на схеме, см. обзор [13]). Менее изучены пути биоге-
неза реакционных центров фотосистемы I. Однако, при иссле до ва-
нии образования хлорофилла в клетках мутанта Chlorella vulgaris 
B-15 с полным генетическим блоком темнового синтеза хлоро филла 
[15] наряду с известными для зеленеющих водорослей фото реак-
циями коротковолновых форм протохлорофиллида Пхлд 655/650 
и Пхлд 640/635 было обнаружено фотопревращение длинноволно-
вой эте ри фицированной формы предшественника хлорофилла 
Пхл 682/672 в стабильную форму хлорофилла Хл 715/696. Было выс-
ка зано и обос новано предположение о том, что Хл 715/696 является 
пиг мен том РЦ ФС1. 
 Чоэфс и Франк [16] предложили циклическую схему биосин теза 
хлорофилла и регенерации фотоактивного комплекса протохло ро-
фил лида, два цикла которой практически соответствуют прямой и 
ответвляющейся последовательностям реакций в нашей схеме.

III. ПЕРВИчНыЕ РЕАКцИИ ФОТОВОССТАНОВЛЕНИЯ 
ПРОТОХЛОРОФИЛЛИдА: НЕФЛУОРЕСцИРУющИЕ 

ИНТЕРМЕдИАТы И ПЕРВИчНыЕ ФЛУОРЕСцИРУющИЕ 
ФОРМы ХЛОРОФИЛЛА

Ключевой реакцией заключительной световой стадии биосинтеза 
хлорофилла в листьях растений служит фотовосстановление его 
непос редственного предшественника протохлорофиллида (реакции 1 
и 2 на общей схеме). Эта реакция представляет собой присоединение 
двух атомов водорода в положениях С17 и С18 двойной связи моле-
кулы протохлорофиллида. Высокая эффективность фотореакции в 
этио ли рованных листьях обусловлена тем, что она осуществляется 
внутри фотоактивного комплекса, включающего протохлорофиллид, 
донор водорода НАДФН и фотофермент протохлорофиллид окси-
до редуктазу (ПОР) (см. обзор [17]). Благодаря структуре актив ного 
тройного комплекса создаются благоприятные для реак ции фото-
вос становления пространственные отношения прото хло ро фил лида 
и доноров водорода.
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НЕФЛУОРЕСЦИРУщИЕ ИНТЕРМЕДИАТы

С помощью низкотемпературной спектроскопии и спектроскопии 
высокого временного разрешения было обнаружено, что фотовосста-
нов ление протохлорофиллида представляет собой достаточно слож-
ный процесс, включающий несколько быстрых световых и темновых 
реакций, с образованием промежуточных короткоживущих продуктов 
двух или трех интермедиатов, которые характеризуются сильным 
туше нием флуоресценции протохлорофиллида [12, 18–44]. 
 Нами была предложена следующая схема первичных реакций [37]:

Здесь R и Х 690 – нефлуоресцирующие интермедиаты, один их кото-
рых (Х 690), возможно, включает два параллельно образующихся с 
разной скоростью компонента: R 697 и R 688 (цифры соответствуют 
мак симумам поглощения).
 Короткоживущие интермедиаты R и X 690 характеризуется 
синг летным сигналом ЭПР с g-фактором свободного электрона [35, 
36, 38]. Результаты исследований свидетельствуют об образовании 
комп лексов с переносом заряда на первичной фотофизической ста дии 
био синтеза хлорофилла [12, 43, 45]. Судя по спектральным харак-
те ристикам двух нефлуоресцирующих интермедиатов in vivo (R и 
Х 690), можно предположить, что их фотоиндуцированное обра зо ва-
ние соответствует формированию комплексов с частиным и пол ным 
пере носом заряда [12, 45, 46]:

 Результаты исследования первичных реакций фотовосстановле-
ния протохлорофиллида в реконструированных тройных комплексах: 
Пхлд–ПОР–НАДФН при 180 К с помощью абсорбционной спектро-
скопии, ЭПР-спектроскопии, ЭНДОР-спектроскопии и Штарк- 
спект роскопии [43] позволили сделать предположение о том, что 
обра зование нефлуоресцирующего интермедиата вовлекает перенос 
гид рид-иона для создания комплекса с переносом заряда. Было 
выс казано предположение, что поглощение фотона молекулой про-
то хлорофиллида приводит к временному разделению зарядов по 
двой ной связи С17=С18, способствующему ультра быстрому пере-
носу гидрид-иона от НАДФН к атому С17 протохлорофиллида [43, 
47]. Образующийся комплекс с переносом заряда облегчает перенос 
про тона к атому С18 в последующей темновой реакции.
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ПЕРВИЧНыЕ ФЛУОРЕСЦИРУющИЕ ФОРМы ХЛОРОФИЛЛА

Нефлуоресцирующий интермедиат Х 690, образующийся под дейст-
вием света при низких температурах, превращается в хлорофил-
лид темновым путем после повышения температуры освещенного 
образца. При использовании интегрального белого света для осве-
ще ния этиолированных листьев при 77 К после повышения темпе-
ра туры наблюдается практически одновременное образование двух 
первичных форм хлорофиллида с максимумами флуоресценции при 
695 и 684 нм и соответствующими полосами поглощения при 684 
и 676 нм [27, 28, 48]. Соотношение полос зависит от температуры 
осве ще ния и спектрального состава света. Затем форма Хлд 695/684 
превра щается в более коротковолновую форму Хлд 684/676 в резуль-
тате темновой реакции. В препаратах этиопластов наблюдалось 
обра зо вание только одной, более коротковолновой первичной формы 
хло ро филлида. 
 Результаты исследований первичных реакций фотовосстановления 
протохлорофиллида в листьях растений с помощью флуоресцентной 
спектроскопии высокого временного разрешения [49] показали, 
что темновое превращение нефлуоресцирующих интермедиатов 
при во дит к образованию четырех первичных форм хлорофиллида, 
харак теризующихся максимумами флуоресценции при 684, 690, 
695–697 и 706 нм. Аналогичные результаты были получены при 
иссле довании первичных флуоресцирующих форм хлорофиллида с 
помощью дифференциальной спектроскопии и разложения разност-
ных спектров флуоресценции на составляющие гауссовы компо-
ненты [48]. Было обнаружено, что длинноволновые первичные 
формы хл оро филлида с максимумами флуоресценции при 696 и 706 
нм в дальнейшем при комнатной температуре превращаются в более 
корот ко волновые формы с максимумами флуоресценции, соот ветст-
венно, при 675 и 684 нм. Форма с максимумом флуоресценции при 
684 нм, по всей вероятности, представляет собой форму хло ро фил-
лида – Хлд 684/676, служащую исходной формой на пути био син-
теза пигментов реакционного центра второй фотосистемы и све то-
со бирающего комплекса (реакция 2 на схеме рис 1). По-видимому, 
обра зование нескольких первичных лабильных форм хлорофиллида 
сви де тель ствует о раннем дифференцировании путей формирования 
функцио нально различных нативных пигментных форм.
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IV. ЗАВИСИМОСТЬ ПУТЕЙ ОБРАЗОВАНИЯ РАЗЛИчНыХ 
ФОРМ ХЛОРОФИЛЛА В эТИОЛИРОВАННыХ ЛИСТЬЯХ 

ОТ СПЕКТРАЛЬНОгО СОСТАВА дЕЙСТВУющЕгО СВЕТА

ПОРЯДОК ОБРАЗОВАНИЯ ПЕРВИЧНыХ ФОРМ ХЛОРОФИЛЛИДА 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СПЕКТРАЛьНОгО СОСТАВА СВЕТА

Как было упомянуто выше, соотношение появляющихся после осве-
щения при низкой температуре полос при 695 и 684 нм зависит от 
спектрального состава действующего света. Специальные экспе ри-
менты [11, 45] показали, что использование для освещения синего 
света (с максимумом при 470 нм) приводит к образованию в спектре 
флуоресценции после повышения температуры только полосы при 
695 нм, которая постепенно сдвигается до 684 нм. В резуль тате 
осве щения листьев красным светом (более 600 нм) после повы-
ше ния температуры объекта в спектре появлялся лишь один более 
корот коволновый максимум при 684 нм. Эти данные позволили 
предположить, что в этиолированных листьях существует два вида 
активного протохлорофиллид–белкового комплекса с практически 
оди на ковыми спектральными характеристиками в красной области. 
Обе формы превращаются в хлорофиллид через стадию образования 
нефлуо ресцирующего интермедиата. Один из предшественников 
способен превращаться сразу в более коротковолновую форму хлоро-
филлида Хлд 684/676. гипотетическую схему реакций можно пред-
ставить в следующем виде:

Позднее было обнаружено существование in vivo дополнительной 
актив ной формы протохлорофиллида Пхлд 653/648, близкой по 
спект ральным характеристикам к основной активной форме [9, 50]. 
Кроме того не исключено, что второй путь может осуществляться за 
счет превращения более коротковолновой активной формы пред шест-
венника Пхлд 643/637, флуоресценция которой потушена в резуль-
тате высоко эффективной миграции энергии на основную активную 
форму. С помощью методов производной спектроскопии и разложе-
ния разно стного спектра флуоресценции «свет минус темнота» на 
сос тав ляющие гауссовы компоненты [9] было обнаружено, что полоса 
флуо ресценции фотоактивной формы Хлд 655/650 включает два ком-
по нента с максимумами при 653 и 657 нм. Форма Пхл 653/648 мак-
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си мально накапливается в очень молодых (2–3 дня) этиолированных 
листьях, когда еще не сформировались проламеллярные тела [16, 
51], обнаруживается в зеленых листьх растений, выращиваемых в 
нор мальных фотопериодических условиях, после темнового периода 
[9] и в зеленеющих листьях после нескольких часов освещения, 
когда разрушаются проламеллярные тела и развиваются тилакоиды 
[52]. В работе Игнатова и Литвина [50] было обнаружено, что форма 
Пхлд 653/648 образуется под действием красного света из минорной 
длин но вол новой формы Пхлд 686/676.

ОБРАЗОВАНИЕ ХЛОРОФИЛЛА РЕАКЦИОННыХ ЦЕНТРОВ 
ФОТОСИСТЕМы 2 В ЛИСТьЯХ РАСТЕНИй НА РАННЕй 

СТАДИИ ЭТИОЛЯЦИИ. РОЛь ДЛИННОВОЛНОВОй ФОРМы 
ПРОТОХЛОРОФИЛЛИДА

Выяснение пути биосинтеза хлорофилла РЦ ФС2 Р-680 стало воз-
мож ным благодаря использованию для освещения этиолированных 
листьев света различной длины волны при исследовании процесса 
био син теза нативных форм хлорофилла в молодых листьях этио-
ли рованных растений (3–4 дня после прорастания семян) [50]. 
Кратковременное освещение молодых этиолированных расте ний 
белым светом приводило (как и в случае 7–10 дневных этиоли ро-
ванных растений) к образованию хлорофиллида Хлд 684/676 – про-
дукта первой фотореакции. Однако, этот интермедиат при ком нат-
ной температуре участвует уже не в одной (как у 7–10 днев ных 
листьев), а в двух темновых реакциях: Хлд 684/676 → Хл 675/670 
и Хлд 684/676 → Хл 688/680 → Хл -/680 (ракции 8 и 13 на схеме). 
При исследовании процесса в молодых растениях было обна ру-
жено, что в течение первых 3–5 секунд освещения белым светом 
накап ливается Хлд 684/676 без заметных изменений полос погло-
ще ния и флуоресценции протохлорофиллида Пхлд 655/650, хотя 
фото превращение протохлорофиллида (судя по экстрактам) при 
этом происходило. Опыты с использованием монохроматического 
осве щения в длинноволновой области (680 нм) при температуре 4°С, 
поз волили прийти к заключению, что эта парадоксальная лаг-фаза 
явля ется кажущейся. Она обьясняется фотопревращением слабо-
флуо ресцирующей длинноволновой формы протохлорофил лида 
Пд 686/676 в протохлорофиллид Пд 653/648, который в результате сле-
дую щей световой реакции превращается в хлорофиллид Хд 684/676 
(реакции 11, 12 на схеме). 
 Таким образом, на ранних стадиях развития растений кроме 
основ ной разветвленной цепи реакций, в ювенильных этиолирован-
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ных растениях удалось обнаружить существование дополнительного 
пути превращений протохлорофиллида, приводящего к синтезу 
нефлуо ресцирующего хлорофилла Хл-680 (возможно, пигмента РЦ 
ФС-2) из длинноволнового протохлорофиллида Пхлд 686/676 через 
ста дию образования Пхлд 653/648, формы, которая по спект раль ным 
свой ствам очень близка (но не идентична) основной форме прото-
хло рофиллида Пхлд 655/650:

 Приоритетное формирование комплекса предшественника для 
реакционных центров при прорастании семян, по-видимому, не 
явля ется случайным и обуславливает своим ранним биогенезом пер-
во очередное формирование реакционных центров по сравнению с 
другими компонентами ФС2.
 Осуществляющееся в ювенильных листьях фотопревращение 
длинноволновой формы протохлорофиллида Пхлд 686/676(440) в более 
коротковолновую форму может быть связано с фотодезагрегацией 
крупных олигомеров протохлорофиллида в более мелкие для созда-
ния необходимых стерических условий при фотовосстановлении 
прото хлорофиллида до хлорофиллида. Дезагрегация димера ПОР в 
данном случае представлялась маловероятной, так как фотореакция 
Пхлд 686/676(440) → Пхлд 653/648(440) наблюдается и при 77 К. В 
пользу дезагрегационной гипотезы свидетельствует и тот факт, что 
эта фотореакция блокируется в присутствии D2O – ингибитора дезаг-
ре га ции пигментов в Хлд/Пхлд-содержащих комплексах зеле нею щих 
листьев [50]. С увеличением возраста этиолированных растений 
проис ходит накопление основной активной формы прото хло ро фил-
лида Пхлд 655/650(448), фоторпревращение которой приводит в 
основ ном к образованию хлорофилла антенны. 
 Как было замечено, путь биосинтеза пигмента Р-680 реакцион-
ного центра второй фотосистемы из длинноволновой формы прото-
хло рофиллида удалось наблюдать с помощью спектральных методов 
при освещении этиолированных листьев красным светом при темпе-
ратуре 4°С. При комнатной температуре эти реакции (реак ции 11 и 
12 на схеме) труднее обнаружить, поскольку в этих усло виях под 
дейст вием длинноволнового освещения превращается также основ-
ная форма предшественника хлорофилла Пхлд 655/650 и осу ществля-
ются оба параллельных пути реакций. 
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 Как было показано в наших исследованиях с использованием моно-
хроматического освещения 690 нм (с помощью монохроматора) [53], 
или 694 нм (с использованием рубинового лазера) [54], при комнатной 
температуре длинноволновая форма протохлорофиллида Пхлд 
697/710 и вновь синтезированный хлорофиллид сенсибилизируют 
фото превра щение основной формы предшественника Пхлд 655/650. 
При умень шении температуры сенсибилизация Пхлд 655/650 резко 
падала. 
 Приведенные результаты свидетельствуют о том, что часть минор-
ных длинноволновых форм протохлорофилла включена в сос тав 
фотоактивного комплекса предшественника хлорофилла и не только 
связана энергетически с основной формой протохлорофиллида 
П 655/650, но и непосредственно участвует в процессе образования 
хлоро филла, в частности хлорофилла реакционных центров второй 
фото системы.

V. ЗАКЛючИТЕЛЬНыЕ СТАдИИ БИОСИНТЕЗА 
ХЛОРОФИЛЛА В ЗЕЛЕНыХ ЛИСТЬЯХ РАСТЕНИЙ

Возникает вопрос о том, одинаковы или нет пути и механизмы фото-
био синтеза хлорофилла в зеленеющих листьях и при накоплении и 
обновлении его запаса во взрослых зеленых листьях растений, когда 
синтезируется основная масса пигмента. Этот процесс обес пе чи-
вает необходимую мощность фотосинтеза, высокий уровень погло-
щения световой энергии (антенна) и ее трансформацию в энер гию 
химических связей. При этом высокая скорость биосинтеза хлоро-
филла должна одновременно обеспечивать не только накопление 
пиг мента в растущих листьях, но и компенсировать его убыль в про-
цес сах деструкции, в частности, фотодеструкции, особенно сильной 
на ярком свету. 
 При использовальзовании метода низкотемпературной (77 К) флуо-
ресцентной спектрофотометрии, позволяющего уменьшить пере кры-
вание спектральных полос хлорофилла и протохлорофиллида было 
показано, что при затемнении зеленых листьев в них накапливается 
предшественник хлорофилла, спектроскопически идентичный 
основной активной форме протохлорофиллида в этиолированных 
листьях (основной максимум флуоресценции при 655 нм), быстро 
исчезающий при последующем освещении затемненных листьев [9, 
55–58]. В работе [58] было обнаружено, что после 16 часов затем-
не ния в листьях накапливаются три формы протохлорофиллида, 
харак теризующиеся такими же спектральными параметрами, что 
и формы в этиолированных листьях. Наблюдались максимумы 
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флуо ресценции при 633 нм (основной максимум в синей области 
спектра возбуждения – 440 нм), 642 нм (444 нм) и 655 нм (448 нм). 
Основ ной фотоактивной формой оказалась форма Пхлд 655/650 
(448 нм). Полоса при 642 нм исчезала очень медленно и с низким 
кван товым выходом (не исключено, что это уменьшение полосы 
при 642 нм связано не с фотовосстановлением протохлорофиллида, 
а с фото деструкцией пигмента. Памятуя о роли протохлорофиллида 
Пхлд 653/648(440) (коротковолнового компонента основной активной 
формы протохлорофиллида) как предшественника хлорофилла а реак-
ционных центров второй фотосистемы в ювенильных этиолирован-
ных листьях (см. предыдущий раздел), авторы провели эксперимент 
с монохроматическим освещением затемненных зеленых листьев 
ячменя по той же схеме, что в опытах с этиолированными листьями 
(изме рение спектров флуоресценции затемненных листьев при 
пос ледовательном освещении светом: 650 нм → 680 нм → 650 нм. 
Было обнаружено, что в зеленых листьях, так же, как в молодых 
этио лированных, в биосинтез хлорофилла а, включается форма пред-
шест венника Пхлд 653/648(440), которая в свою очередь является про-
дуктом фотохимической реакции еще более длинноволновой формы 
протохлорофиллида с максимумом поглощения около 680 нм. Авторы 
пола гают, что в зеленых листьях, также как в этиолированных, осу-
ществляются два пути биосинтеза хлорофилла:

V. ЗАКЛючЕНИЕ
Таким образом, можно заключить, что в процессе фотобиосинтеза 
хло ро филла из его предшественника протохлорофиллида обнару-
жи ваются параллельные пути превращения различных форм про-
то хло рофиллида в зависимости от длины волны действующего 
света. Использование красного света позволило обнаружить путь 
ран него образования пигмента Р-680 реакционного центра ФС2, 
пред шест венником которого является длинноволновая форма про то-
хло рофиллида. В связи с этим можно предположить, что при чи ной 
разли чия спектральных характеристик первичных флуорес цирующих 
форм Хлд 695/684и Хлд 684/676 в зависимости от спект раль-
ного состава действующего света (см. раздел IV) также является 
преиму щественное поглощение красного света минорными длин-
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но волновыми формами протохлорофиллида с дальнейшей их дезаг-
ре гацией до Пхлд 653/648, превращающейся под действием света 
в Хлд 684/676, то есть наблюдается параллельный путь биосин теза 
Пхлд 684/676 (реакции 11, 12 на общей схеме). При исполь зовании 
синего и белого света эта реакция не выявляется на фоне более 
эффективной реакции превращения Пхлд 655/650 через форму 
Хлд 695/684 (на схеме не показана) в Хлд 684/676 (реакции 1, 2 на 
схеме) с дальнейшим образованием форм хлорофилла свето соби-
раю щих комплексов.
 Различия в последовательности первичных реакций биосинтеза 
хло рофилла на начальных стадиях зеленения, зависящие от спектраль-
ного состава действующего света, могут быть объяснены участием 
раз личных спектральных форм протохлорофиллида в реакциях био-
синтеза хлорофиллов реакционного центра и хлорофилла антенны.
 Кроме того, использование красного света позволило показать, 
что во взрослых зеленых листьях растений после их затемнения 
фото биосинтез хлорофилла осуществляется через те же активные 
формы протохлорофиллида, что и в этиолированном листе, а пути 
их превращения аналогичны наблюдаемым в зеленеющих этиоли ро-
ван ных листьях. 
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