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I. ВВЕДЕНИЕ

Фотосинтез – процесс создания органического вещества из неор'
ганического определяет специфику зеленых растений. Он является
начальным звеном сложной и разветвленной последовательности
реакций метаболизма, обеспечивающей в конечном итоге рост и
развитие растения в соответствии с генетической программой. Фото'
синтез является процессом преобразования световой энергии солнца
в химическую энергию тканей фотосинтезирующих организмов.
Источником углерода для построения молекул органических соеди'
нений служит углекислота атмосферы. Суммарное уравнение фото'
синтеза не дает никакого представления о химизме и промежуточных
продуктах реакции. Весь процесс фотосинтеза может быть разделен
на две стадии. В первичной (световой) энергия поглощенных квантов
света используется для разрыва химических связей восстановителя,
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в случае высших растений для фотолиза воды, а часть энергии, в
конечном счете, запасается в новых химических связях. В последую'
щей (темновой) стадии фотосинтеза запасенная энергия использу'
ется для восстановления углекислоты до сахаров в восстановитель'
ном пентозофосфатном цикле.

Первичные процессы фотосинтеза (ППФ) включают несколько
этапов: поглощение света хлорофиллом, миграцию энергии погло'
щенных квантов к реакционным центрам(РЦ) фотосистем, фото'
химическое разделение зарядов, процессы переноса электронов по
фотосинтетической цепи, сопряженные с запасанием энергии в виде
химических связей конечного восстановленного продукта –восста'
новленного NАDP, а также АТP. Весь комплекс ППФ полностью
осуществляется во внутренних мембранах хроматофоров (у бактерий)
или хлоропластов (у высших растений и водорослей), содержащих
весь хлорофилл клетки. Для эффективного поглощения энергии
квантов света молекулы хлорофилла сгруппированы по несколько
сотен и связаны с молекулами мембранных белков, образуя специаль'
ные «антенные» комплексы. Взаимодействуя с белками, хлорофилл
изменяет свои оптические свойства, таким образом в каждом «антен'
ном» комплексе существуют разные формы хлорофилла, спектраль'
ные свойства которых существенно отличаются от хлорофилла в
растворе. Существование разных форм, перекрывающих спектры
поглощения друг друга, обеспечивают эффективную миграцию энер'
гии поглощенных квантов света к РЦ. Передача энергии осуществля'
ется согласно физическим законам от коротковолновых форм пиг'
ментов к более длинноволновым, поэтому антенный комплекс
является как бы «воронкой», обеспечивающей эффективную пере'
дачу энергии, поглощенной любой молекулой пигмента, на специ'
альные молекулы хлорофилла, являющиеся РЦ фотосистем, каждый
из которых функционально тесно связан с донором и акцептором
электронов. Возбужденный электрон РЦ передается акцептору элект'
ронов,образующийся в РЦ дефицит электрона восполняется пере'
носом электрона от донора.Таким образом, энергия возбужденного
электрона не рассеивается в виде тепла или флуоресценции, а исполь'
зуется на образование восстановителя. У высших растений свет воз'
буждает две фотосистемы (ФС), локализованные в мембране так, что
донорная сторона ФС находится у внутренней поверхности мембраны,
а акцепторная – у наружной. Таким образом, энергия кванта, воз'
буждая электроны в молекулах хлорофилла, запускает электронный
транспорт через цепь переносчиков фотосинтетической цепи. В
конечном итоге поток электронов восстанавливает NАDP+ до
NАDPH. Источником электронов в этих реакциях служит у высших



Регуляция первичных процессов фотосинтеза 227

растений и водорослей окисление воды, сопровождающееся выделе'
нием молекулярного кислорода. Освобождающаяся при переносе
электронов энергия используется для транслокации протонов через
мембрану, возникающая в результате разность электрохимических
потенциалов запускает синтез АТP в реакциях фосфорилирования.

Существенные успехи, достигнутые мировой наукой за последние
годы, связанные с изучением молекулярных механизмов первичных
процессов, показали, что это сложная (особым образом организован'
ная) динамическая система, которая должна иметь соответствующие
механизмы регуляции на разных уровнях, чтобы подстроиться к
метаболизму целого растения, постоянно испытывающему влияние
изменяющейся внешней среды.

II. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЭТЦ ФОТОСИНТЕЗА
ВЫСШИХ РАСТЕНИЙ И ВОДОРОСЛЕЙ

Вся совокупность ППФ осуществляется за счет функциониро'
вания всего пяти типов белковых и пигмент'белковых комплексов
(ПБК), встроенных в мембрану тилакоида. ЭТЦ фотосинтеза вклю'
чает три ПБК (ФС 2, ФС 1 и цитохромный b

6
/f&комплекс). Взаимо'

действие между ними осуществляется с помощью подвижных пере'
носчиков (пластохиноны, пластоцианин и Фд). Светособирающий
и сопрягающий макромолекулярные комплексы электронтранспорт'
ными функциями не обладают. Работы последних лет позволили
установить структуру макромолекулярных комплексов, определить
последовательность первичных доноров и акцепторов электронов,
локализованных на их белковых субъединицах [32, 61, 33].

Главная особенность самых начальных стадий – высокая скорость
переноса электронов, необходимая для обеспечения эффективного
первичного разделения зарядов. Известно, что квантовый выход
использования энергии электронного возбуждения в РЦ близок к
100%. Начальный акт разделения зарядов в реакционном центре
завершается за несколько пикосекунд. Очевидно, что последующие
процессы электронного транспорта много медленнее, отсюда ясно,
что должны существовать некие молекулярные механизмы, которые
позволяют обеспечить взаимодействие быстрых начальных стадий
фотосинтеза с более медленными биохимическими реакциями,
сохраняя при этом высокую эффективность и направленность
процесса. Локализация нескольких последовательных переносчиков
в пределах одного макромолекулярного комплекса (на расстоянии
5–10 D) облегчает туннелирование электрона, которое является
основным механизмом переноса электронов в ЭТЦ фотосинтеза.
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Еще одна трудность в сопряжении разных реакций, составляю'
щих единую ЭТЦ фотосинтеза связана с тем, что разделение зарядов
в реакционном центре процесс одноэлектронный, в то время как
значительная часть переносчиков ЭТЦ двухэлектронные. Донором
электронов в ФС 2 является система разложения воды, выделяющая
кислород в четырехэлектронном процессе. Это указывает на необхо'
димость существования механизмов, осуществляющих сопряжение
последовательных процессов электронного транспорта.

Организация ЭТЦ в мембране тилакоида представлена на рис. 1.
Разделение зарядов в РЦ ФС 2 и ФС 1 индуцирует транспорт элект'
ронов по ЭТЦ. В ФС 2 система первичных акцепторов электрона
(феофитин и связанные хиноны Q

A 
и Q

B
) локализована на белковых

субъединицах самого ПБК. Положительный заряд, образующийся
после разделения зарядов в реакционном центре у внутренней поверх'
ности мембраны, компенсируется электроном, поступающим из сис'
темы разложения воды. Функционально ПБК ФС 2 представляет собой
Н

2
О'пластохинон'оксидоредуктазу. Количество свободного пласто'

хинона, образующего пул, примерно на порядок превышает количество
реакционных центров. Для полного восстановления молекулы кроме
двух электронов, получаемых от Q

B,
 пластохинон расходует также два

протона из наружной водной фазы. Являясь подвижным перенос'
чиком, он выполняет функции ФС 2 – цитохром f&оксидоредуктазы
и обеспечивает электронный транспорт между ФС 2 и цитохромным
b

6
/f'комплексом. На четырех белковых субъединицах этого комплекса

связаны один гем цитохрома f и два гема цитохрома b
6 

(с разным
редокс'потенциалом), железо'серный белок Риске. Однако не все
эти переносчики являются участниками линейной ЭТЦ, хотя весь
комплекс выполняет пластохинон'пластоцианин'оксидоредуктаз'
ную функцию. Дважды восстановленный и протонированный плас'
тохинон садится на специальный сайт на белке, локализованный
вблизи внутренней поверхности мембраны, передает один из элект'
ронов железо'серному центру Риске, а второй на гем низкопотен'
циального цитохрома b

6, 
при этом оба протона выделяются во внутри'

тилакоидное водное пространство. Цитохром f восстанавливает
пластоцианин, который, также являясь подвижным переносчиком
внутри водной фазы тилакоида, подходит к цитохромному комплексу
у его внутренней поверхности и включается в линейный поток
электронов. Второй электрон, восстановивший низкопотенциаль'
ный гем b

6
, переносится на высокопотенциальный гем b

6
 и исполь'

зуется внутри комплекса в цикле восстановления молекулы окислен'
ного пластохинона, который садится на цитохромный комплекс в
специальном месте посадки у наружной поверхности мембраны. При
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первом обороте цикла пластохинон восстанавливается до семихи'
нона, при втором образуется полностью восстановленная молекула
пластохинола, при этом расходуется также два протона из наружной
водной фазы. Таким образом на этом участке ЭТЦ последовательное
востановление двух молекул пластоцианина в линейной цепи элект'
ронного транспорта сопровождается переносом четырех протонов
из стромы хлоропластов в люмен.

Пластоцианин, осуществляющий функции цитохром f&ФС 1'ок'
сидоредуктазы – небольшой гидрофобный медьсодержащий белок
(10,5 кДа) – одноэлектронный переносчик, его электронтранспорт'
ные свойства связаны со способностью меди изменять валентность.
Взаимодействие пластоцианина и П700 (см. ниже) осуществляется
в комплексе, образуемом за счет электростатических сил. Однако свя'
занный пластоцианин находится в равновесии со свободным пулом,
т.к. на каждый реакционный центр ФС 1 в хлоропластах приходится
4–5 макромолекул пластоцианина. Размер глобулы оценен как
40х32х28 D. Методами иммунохимии и изучением «вывернутых тила'
коидов» четко показано, что он расположен внутри тилакоида у
внутренней поверхности мембраны. Предполагается, что белок
может диффундировать в водном внутритилакоидном пространстве
и даже пересекать расстояние между параллельными сторонами
тилакоида. Однако in vivo диффузия должна происходить внутри
уплощенного тилакоидного пузырька, где к тому же велико отноше'
ние поверхности к объему, что значительно увеличивает межмолеку'
лярные взаимодействия на поверхности, уменьшает подвижность
воды и увеличивает вязкость внутренней фазы. Поэтому движение
относительно крупной молекулы, размеры которой сопоставимы с
толщиной внутритилакоидного пространства, должно быть затруд'
нено. Таким образом, в вопросе о механизмах взаимодействия плас'
тоцианина не все ясно, однако известно, что пул пластоцианина
почти всегда полностью окислен, значит скорость его диффузии не
является фактором, ограничивающим линейный фотосинтетический
поток электронов.

Первичным донором электронов в реакционном центре ФС 1
является особая форма хлорофилла а (П700), локализованная на димере
белка главной субъединицы комплекса у внутренней поверхности
мембраны. При окислительно'восстановительном титровании П700
проявляет свойства одноэлектронного переносчика со среднеточеч'
ным потенциалом около 460 мВ. Локализованный на том же димере
первичный акцептор электронов в ФС 1 (А

0
) представляет собой

соединение хлориновой природы, следующий переносчик (А
1
),

является филлохиноном, последующие за А
1
 акцепторы – железо'
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серные белки. Идентифицировано по крайней мере три железо'сер'
ных белка, принимающих участие в переносе электронов с акцеп'
торной стороны РЦ ФС 1. А

1 
восстанавливает железо'серный центр

F
X
 , локализованный у внутренней поверхности того же белка. Далее

электрон переносится на железо'серные центры А и В, локализо'
ванные на одной из минорных субъединиц (PsaС) ПБК ФС 1.
Расстояние между П700 и этими железо'серными центрами соответ'
ствует толщине мембраны (40 D), так что перенос электрона здесь
носит трансмембранный характер. Вопрос о способе включения их
в ЭТЦ остается предметом дискуссий. В соответствии с величинами
редокс'потенциалов ('550 и '590 мВ) центры А и В могут быть после'
довательными переносчиками электронов [ 61]. Однако существует
и другая точка зрения, согласно которой в линейый поток электронов
включается только железо'серный центр В, центр А включается в
циклический поток электронов вокруг ФС 1 [19].

Следующим компонентом ЭТЦ за ФС 1 является одноэлект'
ронный переносчик ферредоксин (Фд) (Е

0
'400 мВ). Этот небольшой

кислый, гидрофильный белок (около10 кДа), содержит два или
четыре атома трехвалентного железа и четыре атома серы в качестве
лигандов на один каталитический центр. Очевидно, что железо'сер'
ный кластер, находящийся близко к поверхности, играет важней'
шую роль не только в электронтранспортных процессах, но и в опре'
делении структуры белковой глобулы. Фд – подвижный переносчик,
легко диффундирующий в водной фазе тилакоида. Две модели объяс'
няют участие Фд в электронном транспорте. Согласно первой
(модель челнока) он восстанавливается на акцепторной стороне ФС
1 у наружной поверхности мембраны тилакоида и затем диффунди'
рует по водной фазе вдоль мембраны к месту посадки на ферредок'
син'NADP'редуктазу (ФНР), где образует временно функционирую'
щий комплекс. Другая модель предполагает, что ФНР образует проч'
ный комплекс с локализованными у внешней поверхности тилакоида
субъединицами ФС 1, эти белки расположены так близко друг к другу,
что могут одновременно прочно связать небольшую по размеру
молекулу Фд [43].

Ферредоксин'NADP'редуктаза – следующий компонент линей'
ной ЭТЦ представляет собой белок с м.м. 35– 40 кДа, включающий
FAD в качестве простетической группы. Он прочно связан с внешней
поверхностью тилакоидной мембраны вне зоны стекинга. В молекуле
фермента существует кластер основных аминокислотных остатков,
который служит местом связывания Фд, представляющего собой
кислый белок. За образование комплекса с Фд ответственны остатки
лизина, аргинина и карбоксильная группа. Существует на белке
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также два специфических места связывания NADP, одно из них с
высоким сродством. Перенос электрона от Фд к NADP происходит
в комплексе Фд, ФНР, NADP. Восстановление NADP – процесс
двухэлектронный, а Фд является одноэлектронным переносчиком.
Однократное срабатывание реакционного центра приводит к переносу
одного электрона в активном центре ФНР с образованием полувос'
становленной формы флавопротеина. Видимо, на акцепторном
участке ФС 1 в цепи может иметь место кооперация между молеку'
лами редуктазы, включенными в параллельные цепи. Две полувос'
становленных молекулы флавопротеина дисмутируют, образуя один
полностью восстановленный флавин: 2ФП–  ФП + ФП2–. Этот
двухэлектронный переносчик и восстанавливает растворенный в
строме хлоропласта NADP, который кроме двух электронов от ФНР
присоединяет еще протон из стромы. Таким образом, одноэлектрон'
ный перенос в РЦ ФС 1 сопрягается с двухэлектронным восстановле'
нием конечного акцептора электронов в ЭТЦ фотосинтеза. Восста'
новленный NADP и синтезированный в сопряженном с фотосинте'
тическим электронным транспортом процессе фотофосфорилиро'
вания АTP обеспечивают восстановление СО

2
 через цикл Кальвина,

ключевым ферментом которого является рибулозо'бисфосфат'
карбоксилаза (Рубиско), локализованная в строме как и другие фер'
менты восстановительного цикла. Таким образом, ЭТЦ фотосинтеза
обеспечивает образование конечного продукта и является частью
единого механизма трансформации энергии. Очевидно, что ЭТЦ
фотосинтеза не соответствует какой'либо единой стабильной струк'
туре в мембране тилакоида. Ситуация усугубляется латеральной гете'
терогенностью мембраны: макромолекулярные комплексы, состав'
ляющие единый механизм трансформации энергии, неравномерно
распределены в мембране тилакоида. Так ССК и ПБК ФС 2 локали'
зованы главным образом в зоне стекинга гран, ПБК ФС 1 и сопрягаю'
щий комплекс находятся в ламеллах стромы, маргинальных и торцо'
вых частях гран, а цитохромный комплекс равномерно распределен
по всей мембране. Вся мембрана целиком представляет собой единый
механизм, эффективность работы которого зависит от взаимодействия
входящих в него макромолекулярных комплексов, белков'перенос'
чиков электронов, молекулярного окружения их в мембране, что и
должно лежать в основе механизмов регуляции фотосинтеза в изме'
няющихся условиях среды [32].

Под регуляцией можно понимать направленную перестройку
cложной системы с сохранением ее интегральной целостности с
целью обеспечения оптимального функционирования при изменении
внешних и внутренних условий. Механизмы регуляции условно
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можно разделить на «медленные» и «быстрые». В физиологии фото'
синтеза «медленные» предполагают перестройку и изменение струк'
туры хлоропласта и его компонентов. Их действие связано с включе'
нием генетического аппарата и синтезом новых белков, для чего
требуется определенное время (минуты, часы). Эти процессы зависят
от работы регуляторных белков, которые активируются под дейст'
вием света (фитохром, криптохром), а также от функционирования
системы биосинтеза хлорофилла. Механизмы «быстрой» регуляции
ответственны за динамические изменения в функционировании
отдельных участков фотосинтетической цепи и с синтезом белка не
связаны. Они основаны на изменениях констант взаимодействия
переносчиков, например, вследствие изменения их конформации.

Важную роль в регуляции редокс'состояния переносчиков ЭТЦ
играет пул хинонов. Здесь находится «узкое» место ЭТЦ – окисление
пластохинола. Именно на этом этапе замедляется скорость потока
электронов при образовании трансмембранной разности электро'
химических потенциалов, т.е. осуществляется контроль скорости
линейного транспорта электронов со стороны сопрягающего меха'
низма [20]. От восстановленности хинонов, в свою очередь, зависит
редокс'состояние переносчиков цепи между ФС. В настоящее время
наиболее хорошо изучен механизм быстрой регуляции переноса
электрона за счет перераспределения энергии возбуждения между
двумя ФС, основанный на обратимом фосфорилировании белков
светособирающего комплекса (ССК) (рис. 2) [42]. Дополнительный
отрицательный заряд, получаемый основным полипептидом ССК
при присоединение фосфатной группы специальной киназой, вызы'
вает его латеральную миграцию из стыкованных областей мембраны
тилакоида в нестыкованные, что переводит хлоропласт из состояния
1 в состояние 2, когда повышается перенос энергии к ФС 1 и увели'
чивается вклад циклического фосфорилирования. В активировании
киназы огромную роль играет редокс'состояние переносчиков элект'
ронов. Каталитическая часть киназы локализована в строме хлоро'
пласта, а ее мембранная часть связана с цитохромным комплексом.
Киназа не активна, пока пул хинонов окислен. После посадки дважды
восстановленного хинона на цитохромный комплекс, он восстанав'
ливает железо'серный комплекс Риске и цитохром f, вызывая одно'
временно конформационные изменения в макромолекуле цитохром'
ного комплекса вблизи внутренней поверхности мембраны, передаю'
щиеся на мембранную часть киназы. Изменения ее конформации
активирует фермент, который фосфорилирует треониновые остатки
на белках ССК и ФС 2 [74]. Изменение активности фосфатазы также
зависит от конформационных перестроек на внутренней поверх'
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ности цитохромного комплекса, т.к. в домене хлоропласта обнаружен
циклофилин'подобный белок TLP 40, обладающий свойствами
пептидил'пропил cis&trans'изомеразы и реагирующий на конформа'
ционные изменения цитохромного комплекса. На аминотерминаль'
ном конце белок имеет площадку, которая может быть местом связи
с погруженным в домен концом фосфатазы [50]. Пока цитохромный
комплекс восстановлен, фосфатаза «заблокирована», после его окис'
ления фосфатаза активируется и дефосфорилирует фосфорилирован'
ные белки в том числе и ССК. Потеряв дополнительный заряд белок
транспортируемого ССК диффундирует обратно и вновь ассоцииру'
ется с ФС 2, увеличивая ее светопоглощение (сечение поглощения).
Таким образом происходит «подстройка» ЭТЦ, обеспечивающая
оптимальное соотношение циклического и нециклического потока
электронов и защиту ФС 2 от фотоокисления [43]. Появление отри'
цательного заряда при фосфорилировании полипептидов ФС 2 может
иметь и другие последствия. Так оно может ослаблять связь Q

A
 с бел'

ком, приводя к потере Q
A
 и тем самым прерывать линейный элект'

ронный транспорт (Рубин,Чемерис, неопубликованные данные).
Ниже мы обобщим значение процессов такого рода.

Важную роль в обеспечении эффективной работы ЭТЦ и поддер'
жании оптимальных для каждой конкретной ситуации редокс'сос'
тояний участников электронтранспортных процессов играет также
и Фд. Он является ключевым компонентом альтернативных метабо'

Рис. 2. Изменение распределения поглощенных квантов между ФС с помощью
механизма обратимого фосфорилирования белков тилакоида [74].

Каталитическая часть фосфокиназы локализована в строме хлоропласта, а
мембранная часть связана с цитохромным комплексом. Пока пул хинонов окис'
лен, киназа не активна (А). Садясь на цитохромный комплекс, дважды восста'
новленный хинон (QH2) восстанавливает железо'серный комплекс Риске
(2Fe'2S) и цитохром f, вызывая конформационные изменения в макромолекуле
цитохромного комплекса, передающиеся на мембранную часть киназы. Изме'
нение ее конформации активирует фермент, который фосфорилирует белки
ССК и ФС 2 (Б). Дополнительный отрицательный заряд, получаемый ССК при
присоединении фосфатной группы, вызывает его латеральную миграцию от ФС
2 к ФС 1, повышая перенос энергии к ФС 1 (В). Конформационные изменения
в цитохромном комплексе влияют также на активность фосфатазы через цикло'
филин'подобный белок TLP 40, обладающий свойствами пептидил'пропил cis&
trans'изомеразы и имеющий на аминотерминальном конце площадку, которая
может быть местом связи с погруженным в домен концом фосфатазы. Пока
цитохромный комплекс восстановлен, фосфатаза «заблокирована» (Б и В),
после его окисления фосфатаза активируется (Г) и дефосфорилирует фосфо'
рилированные белки, в том числе и ССК. Потеряв дополнительный заряд, белок
транспортируемого ССК диффундирует обратно и вновь ассоциируется с ФС
2, увеличивая сечение поглощения и поток электронов к ФС 2.
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лических путей, связанных с восстановлением разных акцепторов
ФС 1. Фд, восстановленный в результате работы ЭТЦ, помимо ФНР,
служит донором электронов для сульфитредуктазы, ферментов пути
ассимиляции азота в хлоропласте – нитритредуктазы, ГОГАТ, а также
молекулярного кислорода и тиоредоксинредуктазы. Наличие боль'
шого числа терминальных акцепторов открывает дополнительные
возможности для регуляции электронного потока и систем ассими'
ляции СО

2
 и азота, что необходимо для обеспечения процессов синтеза

белка в хлоропласте. Кроме того существование альтернативных
путей сброса электронов препятствует «перевосстановлению» компо'
нентов, поддерживая их в определенном редокс'состоянии [2].

Возникает вопрос о «цели» регуляции состояния ЭТЦ с помощью
рассматриваемых механизмов, которые, на первый взгляд, направ'
лены на повышение эффективности использования поглощенной
энергии света в хлоропласте. Действительно, эффективность процес'
сов разделения зарядов в РЦ фотосинтеза близка к 100%, однако в
стабильных продуктах фотосинтеза энергии запасается значительно
меньше. С другой стороны, известно, что активные формы кислорода
вызывают перекисное окисление мембран и являются причиной
окислительного стресса в клетках. В основе этого явления лежит
целый ряд химических превращений с участием активных радикалов.
Большая роль здесь принадлежит также активации кислорода за счет
энергии электронного возбуждения с образованием синглетного
кислорода [33, 34]. Из результатов исследований последних лет, в том
числе и наших, стало ясно, что развитие окислительного стресса
фотосинтетического аппарата, которое зависит от образования
активных форм О

2
, определяется избытком электронов в цепи.

Можно предполагать, что следствием наличия гибкой системы регу'
ляции является защита от окислительных повреждений, а целью
быстрой регуляции электронтранспортных процессов фотосинтеза –
создание оптимального состояния ЭТЦ, когда нет избытка или
недостатка электронов на определенных ее участках.

III. ИЗУЧЕНИЕ СОСТОЯНИЯ ХИНОНОВ С ПОМОЩЬЮ
ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ ХЛОРОФИЛЛА

Флуоресценция хлорофилла. Не использованная в фотосинтезе
энергия поглощенных квантов света дисcипирует в тепло или излу'
чается в виде флуоресценции. Подавляющая часть флуоресценции,
наблюдаемой при изучении листьев высших растений или водорос'
лей, генерируется в ФС 2. Вследствие высокой эффективности дезак'
тивации возбужденного состояния П680 и разделения зарядов в РЦ,
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флуоресценция ФС 2 характеризуется низкими значениями кванто'
вого выхода (1–3%) и времени затухания (100–200 пс). Однако по
изменению этих величин можно судить об эффективности основного
фотосинтетического запасания энергии электронного возбуждения
П680 в различных условиях. В настоящее время параметры флуорес'
ценции как показатель состояния и эффективности функциониро'
вания фотосинтетического аппарата широко используются в фунда'
ментальных и прикладных исследованиях. Основная идея состоит в
том, что уменьшение эффективности запасания света в фотосинтезе
приводит к увеличению интенсивности флуоресценции [33, 34, 35, 57].

Параметры кинетики флуоресценции хлорофилла а обладают
большой информативностью для характеристики состояния ППФ.
Это связано с тем, что изменения состояния фотосинтетического
аппарата сопровождаются изменением вероятности тушения энергии
электронного возбуждения молекул хлорофилла, что и проявляется
в изменении квантового выхода флуоресценции при освещении
(эффект Каутского). Таким образом, сложная кинетика нарастания
переменной флуоресценции хлорофилла отражает последовательное
заполнение различных пулов пластохинона на акцепторной стороне
ФС 2, а кинетика затухания – гетерогенность окисления восстанов'
ленного пула. Исходный уровень флуоресценции (Fо) определяется
флуоресценцией хлорофилла в условиях, когда все РЦ находятся в
«открытом» рабочем состоянии и способны тушить флуоресценцию
антенны, поскольку все молекулы первичного хинонного акцептора
Q

A
 готовы принять электрон от П680. Если все молекулы Q

A 
восста'

новлены (на свету), РЦ «закрыт», т.к. перенос электронов от П680
на феофитин невозможен в силу электростатического отталкивания.
Поэтому энергия электронного возбуждения большей частью возвра'
щается в антенну и уровень флуоресценции становится максималь'
ным (Fm). Разница между Fm и Fо называется переменной флуорес'
ценцией (F

V
 = Fm – Fо). Она обусловлена той частью световой энергии,

которая в первичных реакциях фотосинтеза утилизируется при
открытых РЦ.

В адаптированных к темноте листьях все центры фотохимически
активны и флуоресценция соответствует уровню Fо. При освещении
их насыщающей вспышкой флуоресценция становится максимальной
(Fm) и быстро релаксирует в темноте до исходного уровня. Величина
отношения Fv/Fm коррелирует с квантовым выходом фотосинтеза,
что позволяет использовать этот параметр для характеристики
процессов фотосинтеза даже на целых фотосинтезирующих объектах.
При постоянном освещения центры частично или полностью перехо'
дят в «закрытое» состояние по мере восстановления Q

A 
, что сопро'
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вождается увеличением уровня флуоресценции до величины Ft.
Освещение образца на этом фоне насыщающей фотосинтез вспышкой
увеличивает уровень флуоресценции до величины Fm', меньшей чем
Fm, т.к. имеет место нефотохимическое тушение флуоресценции,
связанное с диссипацией части энергии возбуждения в РЦ и фото'
синтетической антенне. Оно обусловленно по крайней мере тремя
процессами: энергизационным ∆рН'зависимым тушением (Q

E
),

уменьшением сечения поглощения ФС 2 вследствие перехода части
фосфорилированных ССК к ФС 1 (Q

T
) и фотоингибированием ФС

2 (Q
J
). Таким образом разница между максимальной флуоресценцией

Fm и Fm' обусловлена той частью флуоресценции, которая тушится
за счет нефотохимических процессов. Все эти процессы отражаются
на кинетической кривой, которая имеет немонотонный характер.
При длительной экспозиции листьев на сильном свету флуоресцен'
ция сначала возрастает до Fm, затем снижается до Fm' за счет
нефотохимического тушения [57].

Восстановленный Q–

А
 легко отдает электрон на Qв, который затем

передает его в пул свободных пластохинонов. После однократного
возбуждения РЦ короткой интенсивной вспышкой, окисление Q'

A
сопровождается быстрой релаксацией переменной флуоресценции
за счет переноса электронов с Q–

А
 на Q

B
. Небольшой долгоживущий

компонент в кинетике окисления Q'
A 

связан с наличием в популяции
реакционных центров некоторого числа «неактивных», в которых
перенос с Q

A
 к Q

B
 невозможен. Более сложная ситуация наблюдается,

когда ФС 2 возбуждается многократно. Восстановленные молекулы
Q

B
 передают электроны в пластохиноновый пул. Поэтому степень

восстановленности Q
B
, зависит от редокс'состояния пула. Его окис'

ленность зависит, в свою очередь, от линейного электронного транс'
порта через ФС 1 и далее к конечным акцепторам таким, как СО

2
.

После длительного периода темноты Рубиско неактивна, и фиксация
СО

2
 не происходит. По этой причине пул пластохинонов может быть

восстановлен даже в первый момент освещения. В таком случае
последующие электроны с Q–

А
 смогут переноситься только обратно в

донорную часть ФС 2, что скажется на кинетической кривой. Таким
образом, очевидно, что кинетика темновой релаксации переменной
флуоресценции связана с состоянием Q

B
, и пластохинонового пула.

Все изложенное выше указывает, что по характеру кинетической
кривой и других параметров флуоресценции (величины F

O
, F

m
, F

v
, а

также F
v
/F

m 
и др.) можно судить об изменениях в цепи электронного

транспорта.
Изучение фундаментальных механизмов флуоресценции и выяс'

нение их взаимосвязи с работой ЭТЦ и сопряженными с ней процес'
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сами являются основой для использования параметров флуоресцен'
ции в решении прикладных задач, требующих получения характерис'
тики физиологического состояния растения. Применение техники
с высоким временным разрешением позволило нам проанализиро'
вать кинетики нарастания и спада флуоресценции. Оказалось, что
нарастание переменной флуоресценции от уровня Fo до Fm имеет
три фазы. Начальная, быстрая фаза подъема протекает за 1 мс. Более
медленные фазы – за времена порядка 30 и 300 мс, соответственно.
Амплитуда наиболее медленной фазы нарастания флуоресценции (в
отличие от двух других) существенно снижалась при обработке листьев
метилвиологеном (МВ), который акцептирует электроны от ФС 1 в
условиях, когда ферменты цикла фиксации СО

2
 не активны, и

окисляет переносчики ЭТЦ между ФС. Есть основания считать, что
медленная фаза связана с восстановлением Q

A
 в ФС 2β'центрах,

характеризующихся малым размером светособирающей антенны.
В кинетике темновой релаксации переменной флуоресценции

контрольных листьев также обнаружено три кинетических компо'
нента с временами полуспада 8 мс, 105 мс, и 850 мс. Изменение вос'
становленности межсистемного участка длительностью вспышки и
добавлением МВ определяло характер спада. После освещения в
течение30 мс кинетика релаксации быстрая, на долю быстрого ком'
понента приходится более 70%. По мере увеличения длительности
освещения соотношение компонентов менялось в сторону возраста'
ния вклада более медленных, тогда как при обработке МВ, темновой
спад всегда был быстрым, независимо от длительности освещения.
Полученные данные указывают на сложность путей реокисления Q

A
и зависимость их от уровня восстановленности переносчиков элект'
ронов между ФС. Показано, что средний компонент связан с нали'
чием узкого места на акцепторной стороне ФС 1 [11, 45].

Роль пластохинонов в регуляции активности ФС 2. Большая роль
пластохинонового пула в метаболизме растительной клетки связана
также с тем, что через этот пул осуществляется взаимодействие фото'
синтетической ЭТЦ с дыхательной. Субстратом хлоропластного
дыхания служит NADH, образующийся при гликолитическом рас'
щеплении углеводов. NADH'дегидрогеназа восстанавливает пул
пластохинонов, который может быть окислен хинон'редуктазой [44].
Нами было показано, при целом ряде неблагоприятных физиоло'
гических воздействий, сопровождающихся снижением роста куль'
туры хлореллы (азотное голодание, тепловой шок и др.), наблюдается
инактивация ФС 2, проявляющаяся, в частности, в снижении
переменной флуоресценции. Наблюдаемое уменьшение величины
Fv/Fm обусловлено главным образом повышением в этих условиях
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уровня Fo, что указывает на необратимое восстановление или потерю
первичного акцептора электронов Q

A 
в ФС 2 [40]. Было показано

также, что инактивация ФС 2 связана с накоплением в хлоропластах
продуктов фотосинтеза, которые не могут использоваться для роста.
Потеря реакционными центрами ФС 2 способности к фотохимичес'
кому тушению является проявлением регуляторного механизма,
ингибирующего фотосинтез при избыточном накоплении в хлоро'
пласте продуктов углеводного метаболизма, общих для гликолиза и
цикла Кальвина. Факторы, препятствующие накоплению субстратов
хлоропластного дыхания (отсутствие СО

2
, торможение метаболизма

глюкозы ее неметаболизируемым аналогом 2'дезокси'D'глюкозой,
ингибирование синтеза белка), предотвращали инактивацию ФС 2
в клетках хлореллы. Ингибирование диуроном транспорта электро'
нов между Q

A
 и Q

B
 не влияло на хлоропластное дыхание, но предотвра'

щало инактивацию ФС 2. Механизм инактивации связан с потерей
ФС 2 первичного хинонного акцептора после его двухэлектронного
восстановления от пластохинона за счет потока электронов от суб'
стратов хлоропластного дыхания. Полученные результаты указывают
на существование единого механизма метаболической регуляции
активности ФС 2 при различных по своей природе воздействиях. В
результате взаимодействия восстановленного дыхательной цепью
пластохинона с первичным акцептором электронов ФС 2 происходит
снижение скорости фотосинтетического потока электронов до
уровня, соответствующего потребностям клетки [39].

Важная роль пула хинонов в поддержании оптимального уровня
первичных процессов фотосинтеза была продемонстрирована на
микрокроводоросли Chlamydomonas reinhardtii, которая способна к
длительному (несколько дней) интенсивному образованию H

2
 на свету

после полутора'двух суток голодания (инкубация в среде с дефици'
том серы). Было показано, что серное голодание в течение первых
суток вызывает значительное снижение скорости фотосинтеза в
результате инактивации 85–90% ФС 2 [75]. Когда скорость фотосин'
тетического образования O

2
 становится ниже скорости дыхания,

культура переходит в анаэробные условия, и через некоторое время
начинается выделение H

2
. Для изучения механизмов изменения актив'

ности ФС 2 в процессе серного голодания при переходе культуры к
анаэробным условиям и ее участия в образовании H

2
 регистрировали

изменения параметров флуоресценции на всех стадиях адаптации
клеток C. reinhardtii к недостатку серы методом импульсной флуоро'
метрии. Было показано, что постепенное уменьшение активности
ФС 2 во время аэробной стадии, при наступлении анаэробных условий
сменяется быстрой и полной ее инактивацией. Затем начинается
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медленная реактивация части ФС 2 с одновременным образованием
H

2
. При этом характер изменения активности ФС 2 качественно

коррелирует со скоростью образования H
2
, что указывает на участие

ФС 2 в передаче электронов через ФС 1 и Фд гидрогеназе. Механизм
медленной инактивация ФС 2, видимо, аналогичен описанному
ранее для эукариотических водорослей в условиях недостатка различ'
ных биогенных элементов [39]. Получены данные о том, что образую'
щиеся при голодании состояния ФС 2 с низкой способностью к фото'
химическому тушению возбуждения являются долгоживущими [5].

Механизм быстрой инактивации ФС 2 у голодающих по сере
клеток C. reinhardtii при переходе к анаэробным условиям также
может быть связан с восстановлением пула хинонов. Возникающий
дефицит O

2
 делает невозможным функционирование конечной

оксидазы хлоропластного дыхания, что приводит к повышению
восстановленности пула пластохинонов. Это, в свою очередь,
вызывает подавление активности ФС 2 и, соответственно, умень'
шение скорости фотосинтетического образования O

2
. Частичная

реактивация ФС 2 в анаэробных условиях, по всей видимости,
обусловлена активацией гидрогеназы, которая через Фд окисляет
ЭТЦ фотосинтеза, в том числе, пул пластохинонов. В результате
частичного окисления пула увеличивается отток электронов от ФС
2, что, в свою очередь, повышает эффективность работы цепи
фотосинтеза. Процесс выделения водорода позволяет сохранить
часть активных центров ФС 2 в анаэробных условиях при серном
голодании, что предотвращает их полную деструкцию, и одновре'
менно обеспечивает клетку некоторым количеством O

2
. Активация

гидрогеназы является механизмом, защищающим ФС 2  от деструк'
ции в условиях голодания. Таким образом редокс'состояние пласто'
хинонового пула играет важную роль в физиологической регуляции
активности ФС 2 на протяжении всех этапов серного голодания
культуры. В свою очередь, степень восстановленности пула опреде'
ляется соотношением скоростей реакций фотосинтеза, хлоропласт'
ного дыхания и образования водорода [5].

IV. КЛЮЧЕВАЯ РОЛЬ ФЕРРЕДОКСИНА

Поскольку основной смысл регуляции – обеспечение оптималь'
ной работы системы в целом, то должны существовать регуляторные
механизмы, обеспечивающие «подстройку» ППФ к потребностям
темновой стадии фотосинтеза, а также процессам ассимиляции
азота, без которых невозможен синтез белков, а следовательно и
осуществление генетической программы роста и развития растения.
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С этой точки зрения большой интерес вызывает Фд, поскольку он
может быть восстановителем для целого ряда протекающих в хлоро'
пласте ключевых биохимических процессов, которые не относятся
к ППФ. Так, Фд может включать цикл процессов восстановления
нитрита, единственного источника азота, попадающего в хлоропласт.
Через цикл восстановления, катализируемый системой ГС–ГОГАТ
образуются аминокислоты, используемые далее для синтеза белка в
хлоропласте [2]. Фд восстанавливает также тиоредоксин, осуществля'
ющий важную функцию в регуляции процессов синтеза белка,
работы самой ЭТЦ и АТР'синтазы. Электрон с Фд может исполь'
зоваться в восстановлении сульфатов, а также кислорода (рис. 3).
Видимо, включение тех или иных альтернативных путей цикличес'
кого сброса электронов зависит от физиологического состояния хло'
ропласта. [56]. В нормальных условиях пул Фд, как правило, восста'
новлен. Это может объяснять отсутствие конкуренции между асси'
миляцией углерода и азота при насыщающих интенсивностях света.
Образующийся в цитозоле и поступающий в хлоропласт нитрит, будучи
акцептором электронов, участвует в поддержании редокс'статуса
компонентов ЭТЦ, стимулирует нециклический транспорт электронов
[2]. Нами было показано специфическое влияние нитрита на сопря'
женные с электронным транспортом процессы трансформации
энергии в хлоропластах. Так, добавление NO

2

– (5 мМ) к препаратам
тилакоидов пшеницы ингибировало фотофосфорилирование, сопря'
женное с линейным потоком электронов через обе ФС, но стимули'
ровало циклическое фосфорилирование с феназинметосульфатом (в
присутствии диурона), а также поток электронов от искусственного
донора через ФС 1 и МВ на кислород и активность индуцированной
светом Mg2+'зависимой Н+'АТРазы хлоропластов. Присутствие NO

2

–

во время световой энергизации хлоропластов увеличивало величину
отношения F740/F695 в спектрах низкотемпературной флуорес'
ценции, что указывает на перераспределение энергии поглощенных
квантов в пользу ФС 1. Изменение величины медленной компоненты
в индукционной кривой замедленной флуоресценции свидетельст'
вует о влиянии нитрита на величину трансмембранной ∆рН [23].

Фд играет важную роль в регуляции распределения электронов
между нециклическим и циклическим потоками. Пути и механизмы
Фд'зависимого циклического транспорта электронов вокруг ФС 1
до сих пор остаются предметом дискуссий. Возможно, существует
несколько циклических потоков, в том числе и в антимицин'нечувст'
вительном пути восстановления пластохинона электронами, посту'
пающими от акцепторной стороны ФС 1 [54, 70]. Ключевым вопросом
регуляции электронного транспорта является механизм распределе'
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Рис. 3. Альтернативные пути окисления ферредоксина, восстановленного
электронтранспортной цепью, в хлоропласте

Ферредоксин, восстановленный ФС 1, является донором электронов (кроме
NADР) для реакций восстановления кислорода, тиоредоксина, сульфита,
нитрита, а также глутамат'синтазного цикла ассимиляции азота в хлоропласте.
В свою очередь восстановленный тиоредоксин может оказывать регуляторное
влияние на эффективность процессов переноса электронов по ЭТЦ, фотофос'
форилирование и цикл Кальвина.

Сплошные стрелки – пути транспорта электронов, пунктирные стрелки –
регуляторные воздействия. СР – сульфитредуктаза, ГОГАТ – глутамин'оксо'
глутарат'аминотрансфераза, НиР – нитритредуктаза, ТР –тиоредоксинредук'
таза, 2'ОГ – 2'оксоглутарат.
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ния потока электронов от восстановленного Фд на NADP+ по
линейному пути или обратно в цепь по циклическому. Но он не может
быть решен без определения участников цикла. Исследования
редокс'превращений цитохромов и ингибиторный анализ указывают
на включение в цикл пластохинона и цитохромного b

6
/f'комплекса

[43, 51, 63]. Однако, механизмы восстановления пластохинона с
участием восстановленного Фд неизвестны. Именно ферредоксин'
хинонредуктазаная реакция (ФХРР) является не совпадающим с
линейным потоком электронов участком Фд'зависимого цикла. До
сих пор не удается связать ее с каким'либо выделенным и охарактери'
зованным белком, который бы был ответственным, в частности, за
специфическую чувствительность цикла к антимицину А [46, 63]. В
последнее время обсуждается возможность участия в этом процессе
особой формы цитохрома b

559 
[51]. Неоднократно ставился вопрос об

участии в цикле ФНР [46, 54], но имеющихся экспериментальных
фактов недостаточно для его решения, и они не укладываются в
рамки какой'либо единой схемы, это и определило наш интерес к
указанной проблеме. Методом ЭПР'спектроскопии была изучена
кинетика темнового восстановления фотоокисленного П700 после
1,5 с освещения изолированных тилакоидов гороха в анаэробных
условиях в присутствии диурона. При добавлении Фд увеличивался
вклад быстрого (200 мс) компонента восстановления, достигавший
постоянной величины (близкой к 80%) при концентрациях белка
25–40 мкМ, что указывает на связь этого кинетического компонента
с Фд'зависимым циклом вокруг ФС 1. Специфический ингибитор
циклического транспорта антимицин А в 1,5 раза увеличивал дли'
тельность быстрого компонента и одновременно уменьшал его вклад
в темновое восстановление П700. Эти данные показывают, что в
наших экспериментальных условиях быстрый компонент темнового
восстановления П700+ обусловлен антимицин'чувствительной
частью ФХРР. Темновое восстановление П700+ замедлялось дибром'
тимохиноном, НQNO, что подтверждает включение пластохинона
и цитохромного b

6
/f'комплекса в Фд'зависимый циклический

транспорт электронов вокруг ФС 1. Ингибиторы ФНР (N'этилма'
леимид, р'фенилендималеимид и гепарин) замедляли быстрый
компонент и одновременно увеличивали вклад медленного компо'
нента темнового восстановления П700+. Полученные результаты
позволяют предположить, что циклический поток электронов из
акцепторного пула ФС 1 на П700+ осуществляется также с участием
ФНР, однако механизм этого участия по'прежнему не ясен и требует
продолжения исследований. Изучение влияния пиридиннуклеотидов
на темновое восстановление П700+ подтвердило участие ФНР в
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циклическом потоке. Как NADP+, так и NADPH (в отличие от
NАDH) уменьшали вклад быстрого компонента в кинетику релак'
сации П700+ и увеличивали вклад медленного в одном и том же
интервале концентраций. Таким образом получены дополнительные
доказательства участия ФНР в циклическом транспорте электронов
[17]. Связывание пиридиннуклеотидов с ФНР аллостерически влияет
на взаимодействие Фд с ФНР, что каким'то образом препятствует
передаче электронов от Фд на последующие переносчики, участвую'
щие в циклическом транспорте электронов. Вопрос об участии ее
простетической группы в переносе электронов в циклическом потоке
остается открытым. С другой стороны, для непосредственного вос'
становления погруженного в мембрану пластохинона находящимся
в водной среде Фд необходимо, чтобы головка пластохинона и
Fe'S'кластер Фд находились друг от друга на расстоянии, не превы'
шающем 15–20 D [43]. Поскольку ФНР способна специфически
связывать Фд и является мембранным белком, она может способст'
вовать такому сближению Фд с пластохиноном. Мест связывания
хинона на ФНР пока не обнаружено. В одной из моделей цикличес'
кого транспорта электронов в хлоропластах цианобактерий в качестве
компонента ФХРР, обеспечивающего место посадки хинона, рас'
сматривается минорная субъединица комплекса ФС 1 (PsaE), рядом
с которой ФНР локализована в мембране [43, 70].

V. МАТЕМАТИЧЕСКОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ППФ

Как уже описано выше, регуляторные свойства биологических
процессов определяются их иерархической организацией в прост'
ранстве и во времени. Временные масштабы процессов фотосинтеза
простираются от 10–12 с (разделение зарядов в реакционных центрах
ФС) до времен порядка секунд для метаболических процессов и до
нескольких часов, необходимых для синтеза белков, и даже дней,
характерных для стадий роста целого растения. Функционирование
такой сложной системы в широком диапазоне изменяющихся
условий среды обеспечивается наличием многочисленных регуля'
торных систем на разных уровнях структурно'функциональной
организации. Регуляция фотосинтетических процессов является
многоуровневой со многими положительными и отрицательными
обратными связями и многочисленными оптимизирующими меха'
низмами, позволяющими сохранить жизнеспособность системы в
период стресса. В этом случае возврат к более благоприятному
режиму освещения, минерального питания и т.п. позволяет в крат'
чайшие сроки возобновить эффективную работу всей системы запа'
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сания энергии. Включая светом последовательность фотосинтети'
ческих процессов, можно «тестировать» систему и наблюдать кине'
тику переходных процессов состояний отдельных ее компонентов.
Такая возможность прямых кинетических наблюдений за отдельными
компонентами делает привлекательным построение математических
моделей системы первичных процессов фотосинтеза, поскольку
здесь можно более корректно ставить задачу идентификации пара'
метров модели по данным кинетических экспериментов.

Математическое моделирование процессов в хлоропластах и их
фрагментах имеет целью идентификацию констант скоростей
отдельных стадий процесса фотосинтеза в разных условиях экспери'
мента и последующую идентификацию физических параметров
электронно'колебательных и электронно'конформационных взаи'
модействий [7, 27]. Взаимодействие компонентов ПБК может быть
описано с помощью систем дифференциальных уравнений, линей'
ных относительно вероятностей состояний этих комплексов. В
отличие от описания с помощью уравнений закона действующих
масс [20, 52], впервые был поставлен вопрос о применимости «master
equations» для описания переноса электрона в пределах комплекса
реакционного центра [38, 62].

На кафедре биофизики была выполнена более подробная матема'
тическая разработка [36, 71] и дальнейшее развитие метода для описа'
ния процессов переноса электрона в РЦ фотосинтезирущих бактерий
и высших растений [9, 60, 67]. Для таких моделей, представляющих
собой системы линейных дифференциальных уравнений существуют
математически обоснованные конструктивные подходы к однознач'
ной идентификации параметров моделей. Уравнения можно полагать
линейными для изолированных комплексов РЦ, для которых блоки'
ровано взаимодействие с окружающими донорами и акцепторами,
например, с помощью замораживания, или в присутствии ингибито'
ров. Для таких редуцированных систем проведена оценка констант ско'
ростей переноса электрона на отдельных участках цепи [7, 9, 27, 29, 67].

В общем виде математическое описание процессов переноса
электрона в молекулярном комплексе сводится к следующему. Сос'
тояние комплекса

[ ]→→ nCCC ...21        (1)

описывается упорядоченной совокупностью состояний компонентов
С

i
 входящих в комплекс. Каждый из переносчиков может находиться

в окисленном, восстановленном, нейтральном, возбужденном, том
или другом конформационном или ином состоянии. Переходы между
состояниями описываются обыкновенными дифференциальными
уравнениями, линейными относительно вероятностей состояний.
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Или в векторной форме:
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Вероятность найти переносчик в состоянии D представляет собой
сумму вероятностей состояний комплекса p

i
, в которых данный ком'
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Вероятности переходов между состояниями k
ij
 могут не быть пос'

тоянными величинами, а зависеть как от состояния самого комп'
лекса, так и от иных переменных или параметров системы: t°, ∆µH+,
внешнего электрического поля и т.д. Таким образом, описание (1–4)
предоставляет возможность для оценки кинетических параметров с
помощью идентификации величие по экспериментальным данным.
Уравнения типа «master'equation» для описания с разной степенью
детализации процессов в отдельных молекулярных комплексах, вхо'
дящих в состав системы первичных процессов фотосинтеза исполь'
зовали для описания процессов в комплексах ФС 1 [7, 9, 27, 67]. Во
всех этих случаях моделировали процессы переходов между состоя'
ниями комплекса, которые можно характеризовать вероятностями
этих переходов.

Два типа регуляции в комплексах РЦ. Математические модели,
построенные и идентифицированные по результатам исследований
на фрагментах, позволили сделать заключение о существовании по
крайней мере двух типов организации и регуляции фотосинтетичес'
кой ЭТЦ в зависимости от характера взаимодействия составляющих
ее элементов [27, 67, 68, 93]. Первый тип   световая регуляция в преде'
лах мультиферментных ПБК – фотореакционных центров. Эти опти'
мизированные в процессе эволюции системы стабильны в своей
функциональной и структурной организации в широком диапазоне
внешних воздействий. Экранированные от внешних влияний белко'
вым и липидным окружением, они сохраняют стабильность своих
кинетических характеристик, в том числе способность к фотокон'
формационным переходам. Основным регуляторным фактором на
этом уровне является сам свет, поскольку именно поглощение кванта
света приводит к перераспределению заряда в первичной фотоак'
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тивной паре и сопровождается конформационными изменениями
белковых компонентов. Это препятствует обратному переносу элект'
рона и потере энергии в виде флуоресценции.

Во всех изученных фотосинтезирующих объектах (фрагменты ФС
1 и 2, препараты РЦ, хроматофоры) при переходе от темновых усло'
вий к световым изменение параметров системы было направлено на
увеличение эффективности выноса электрона за пределы первичной
фотосинтетической пары. Очевидно, что «световая» регуляция может
играть физиологическую роль, подобно аллостерической регуляции
в ферментативном катализе, осуществляемой путем конформацион'
ных изменений белков'ферментов. Наличие таких конформационных
переходов было обнаружено при изменение условий «темнота –
свет – темнота». Так при регистрации фотоиндуцированных редокс'
превращений бактериохлорофилла в препаратах РЦ оказалось, что
при замораживании на свету скорость восстановления пигмента
после выключения действующего света существенно ниже, чем у пре'
паратов, замороженных в темноте. Был сделан вывод о фиксации
низкой температурой световой или темновой конформации бакте'
риальных РЦ. Результаты комплексных исследований конформа'
ционной подвижности ПБК с использованием спектральных методов,
ЭПР и мессбауеровской спектроскопии, спиновых меток для препа'
ратов в суспензиях, порошках и пленках при различной степени
гидратации составили основу теоретических представлений о роли
электронно'конформационных взаимодействий в первичных про'
цессах фотосинтеза. Полученное при идентификации математичес'
ких моделей различие эффективных значений констант скоростей
переноса электронов между отдельными компонентами РЦ на свету
и в темноте (масштаб различий 1–2 порядка) подтвердило наличие
разных конформационных состояний. Эти состояния, по'видимому,
отличаются взаимным расположением активных групп донорных и
акцепторных компонентов и, как следствие, реакционной способ'
ностью и кинетическими характеристиками [28, 35].

Другой тип регуляции электронтранспортных процессов прояв'
ляется на стадиях взаимодействия молекулярных комплексов с под'
вижными переносчиками, т.е. на участках «входа» и «выхода». Иден'
тификация параметров по экпериментальным данным, полученным
при варьировании рН, редокс'условий, вязкости среды показывает,
что диапазон изменения констант скоростей переноса электрона на
этих участках при изменении внешних условий составляет несколько
порядков. Эти участки являются местом приложения регулирующих
воздействий внутриклеточных факторов (эндогенные ингибиторы,
метаболиты и т.д.). С точки зрения кинетической модели константы



Регуляция первичных процессов фотосинтеза 249

«входа» и «выхода» определяют стационарные значения «внутренних
переменных» и влияют на их кинетические характеристики. Таким
образом, сигналы, регистрируемые спектральными методами и отра'
жающие характеристики компонентов, составляющих комплексы,
в то же время несут информацию о процессах, «удаленных» от РЦ.

Лимитирующей стадией во взаимодействии комплексов является
скорость диффузии подвижных переносчиков [53]. Скорость диф'
фузии зависит от рН, вязкости, межгранных расстояний, которые, в
свою очередь, определяются уровнем энергизации мембраны и
зависят от интенсивности освещения и других параметров, влияю'
щих на физиологическое состояние организма. В терминах кинети'
ческой модели можно сказать, что константы скоростей «входа» и
«выхода» каждого из комплексов являются величинами, регулируе'
мыми со стороны фотосинтезирующей клетки. Таким образом, изме'
нения физиологического состояния организма проявляются не
только на уровне биосинтеза компонентов, но и в изменении величин
констант скоростей взаимодействия ПБК с донорным и акцептор'
ным окружением, что соответствует изменению констант «входа» и
«выхода», определяющих стационарный уровень и кинетику отдель'
ных состояний РЦ. Этот факт позволяет использовать характерис'
тики процессов, происходящих на уровне РЦ, в качестве индикаторов
состояния фотосинтезирующего организма.

Одним из наиболее легко регистрируемых параметров является
кинетическая кривая флуоресценции, индуцированная светом,
вызывающим фотосинтез. Кривая может иметь весьма сложный
характер, причем отдельные кинетические особенности приписы'
ваются влиянию разных компонентов фотосинтетического аппарата
[47]. В последнее десятилетие моделирование фотосинтетических
процессов в большинстве случаев имело своей целью воспроизвести
особенности индукционной кривой флуоресценции нарастающего
участка и медленного перехода участков до выхода на стационарный
режим, которые определяются процессами с характерными време'
нами. Наиболее простые модели для описания процессов быстрой
фазы флуоресценции рассматривали только электронтранспортные
процессы в самом комплексе ФС 2, не рассматривая деталей пере'
носа электронов в реакционный центр от водоразлагающего комп'
лекса и при блокировании переноса между первичным и вторичным
хиноном. Анализ простой математической модели показал, что пере'
ход от активного к неактивному фотосинтезу может быть связан с
нарушениями сопряжения между процессами электронного транс'
порта и фиксации СО

2 
в цикле Кальвина. При более детальном опи'

сании процессов в ФС 2, рассматривается взаимодействие РЦ с
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пулом хинонов. В результате на такой модели получена информация
о характерных особенностях быстрой стадии кинетической кривой
индукции флуоресценции [7].

В наших работах применен новый подход к моделированию фото'
синтетических процессов в хлоропластах высших растений с помощью
обобщенной модели. Он основан на детальном кинетическом описании
каталитических циклов основных ПБК, входящих в систему пер'
вичных процессов с учетом зависимости энергетического контроля
электронного транспорта. Модель учитывает процессы, проходящие
в трех компартментах хлоропласта: мембране, внутритилакоидном
пространстве и строме хлоропласта. Первичные процессы транспорта
электронов по цепи переносчиков сопровождаются трансмембран'
ным движением ионов, которое взаимосвязано с образованием
электрохимического потенциала, имеющего электрическую (∆ϕ) и
концентрационную (∆рН) составляющую. Модель учитывает воз'
можность перемещения ионов Cl– , K+ и H+ между стромой и люменом,
с учетом соотношения объемов компартментов. Рассмотрены также
процессы разделения зарядов и инициированного электронного
переноса в цитохромном комплексе и на участках, где электронный
перенос осуществляют подвижные переносчики пластохинон и
пластоцианин. Важной особенностью модели является учет зависи'
мости скоростей трансмембранного переноса электрона от электри'
ческого потенциала. Такая модель не только описывает особенности
кривой флуоресценции для разных значений интенсивности, но и
дает возможность проследить за изменениями состояния отдельных
компонентов фотосинтетического аппарата, как входящих в состав
комплексов, так и обладающих самостоятельной подвижностью в
мембране тилакоида. Кроме того, в рамках модели могут быть
проанализированы сопряженные процессы генерации трансмем'
бранного электрического потенциала, потоки ионов через мембрану
тилакоида, работа АТР'синтазы [69]. В рамках такой модели с иной
точки зрения можно рассмотреть процессы нефотохимического
тушения флуоресценции, вызванного непосредственно действием
электрохимического потенциала. Модель позволяет увидеть не
только корреляцию кинетических изменений флуоресценции и ∆µH+,
но рассмотреть все «промежуточные элементы регуляции», связан'
ные с изменением состояний отдельных переносчиков ЭТЦ и, в
конечном счете, приводящие к изменению концентраций состояний
комплекса ФС 2, ответственных за флуоресценцию [6, 21, 22, 31, 69]

Стадии медленной фазы кинетики флуоресценции связаны с
включением механизмов генерации электрохимического потенциала,
влияющим на распределение электронов в фотосинтетической цепи
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и таким образом определяющим ин'
тенсивность свечения. На временах
порядка секунды и более регулирую'
щее влияние на систему начинают
оказывать многочисленные процессы,
связанные с потреблением электрохи'
мического потенциала, в первую оче'
редь, поступление неорганического
фосфата, необходимого для работы
АТР'синтазы, и интермедиаты, регу'
лирующие работу цикла Кальвина и
его сопряжение с акцепторной частью
ФС 1. Для примера можно остано'
виться лишь на одном аспекте проб'
лемы – характере разнообразия типов
индукции медленной фазы флуорес'
ценции у индивидуальных клеток фо'
тосинтезирующих водорослей и изме'
нении этого характера в ходе роста
культуры Scenedesmus quadricauda. В
процессе роста культуры одноклеточ'
ной водоросли зарегистрировано нес'
колько характерных типов кривых ин'
дукции флуоресценции (в минутном
диапазоне) для отдельных клеток. Одни
имеют один крутой максимум и даль'
нейшее экспоненциальное падение
уровня флуоресценции. Учитывая, что
флуоресценция отражает потерю энергии, которая не была утили'
зирована в электронном транспорте, такие клетки (с низкой флуорес'
ценцией) характеризуются активным фотосинтезом. В клетках,
имеющих индукционные кривые с одним или двумя максимумами
и высоким стационарным уровнем флуоресценции, фотосинтез
неактивен (рис. 4). Распределение типов кривых индукции флуорес'
ценции одноклеточных водорослей в процессе роста культуры меня'
ется. На начальных этапах роста культуры наблюдается большое раз'
нообразие индукционных кривых. Присутствуют клетки как с низким
стационарным уровнем и простой релаксационной кинетикой
(активный фотосинтез), так и с высоким стационарным уровнем и
сложной кинетикой (неактивный фотосинтез). На стадии нелимити'
рованного линейного роста большинство клеток обладают активным
фотосинтезом. На этапе стационарного роста разнообразие паттернов

Рис. 4. Типы индукционных
кривых индивидуальных клеток
микроводорослей.

А – Клетки с активным фото'
синтезом.

Б – Клетки с неактивным фото'
синтезом.

Стрелки вверх – включение дей'
ствующего света. P, S, T – обще'
принятые обозначения пере'
ходных фаз флуоресценции.
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кинетики снова увеличивается. Появляется много клеток со сложной
кинетикой индукции и высоким стационарным уровнем флуоресцен'
ции [66]. Анализ упрощенной математической модели, учитывающей
связь процессов электронного транспорта с циклом Кальвина, показал,
что активные клетки отличаются от неактивных большим коэффи'
циентом сопряжения электронного транспорта с циклом фиксации
углекислоты. Параметр сопряжения является управляющим и опре'
деляет тип индукционной кривой. Имеется область, в которой сис'
тема является триггерной и обладает двумя устойчивыми стацио'
нарными состояниями, области влияния которых разделены сепарат'
рисой. В этом случае в зависимости от состояния системы (содержания
АТР) может осуществляться активный (малое начальное содержание
АТР) или неактивный тип фотосинтеза (большое начальное содер'
жание АТР). Результаты анализа обобщенной модели свидетельст'
вуют о том, что основную роль в формировании типа индукционный
кривой флуоресценции играют ионные потоки, определяющие
степень сопряжения электронного транспорта и образования транс'
мембранного потенциала, служащего источником работы АТР'
синтазы, обеспечивающей цикл фиксации углерода необходимой
энергией. Исследование детальной модели сопряжения первичных
процессов с процессами фиксации СО

2
 позволят подтвердить и уточ'

нить это предположение. Очевидно, что конструктивным подходом
к описанию фотосинтетических процессов является построение обоб'
щенной модели процессов, а затем при описании конкретных осо'
бенностей отдельных составляющих процессов – детализация отдель'
ного изучаемого процесса (при сохранении контуров основной «ра'
мочной модели»). Это позволяет сохранить в поле зрения целостные
свойства системы и уровни регуляции со стороны более полной
системы.

Таким образом, экспериментальное исследование организации
системы ППФ и идентификация соответствующих математических
моделей позволили выявить в них несколько уровней организации и
регуляции. На уровне разделения и первичной стабилизации зарядов
процессы протекают в ПБК, молекулярная организация которых
включает электронно'колебательные и электронно'конформацион'
ные взаимодействия и обеспечивает идеальные условия для переноса
индивидуального электрона по «энергетической лестнице» и транс'
мембранного разделения зарядов. Мультиферментные ПБК сохра'
няют стабильность в широком диапазоне температуры, рН и других
внешних условий и чувствительны лишь к «сильной» световой регу'
ляции, вызывающей фотоиндуцируемые направленные конформа'
ционные переходы. На диффузионно'контролируемых стадиях
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процессы чувствительны к рН, редокс условиям, другим внешним и
внутриклеточным факторам, и контролируются физиологическим
состоянием целого растения. Оптимальная работа фотосинтетичес'
кого аппарата при хорошем сопряжении световых и темновых
реакций приводит к релаксационным (бесколебательным) типам
кривой индукции флуоресценции. Напротив, нарушение сопряже'
ния сопровождается немонотонной кинетикой индукции флуорес'
ценции с несколькими максимумами [28, 31, 66].

VI. МЕХАНИЗМЫ ТРАНСПОРТА ЭЛЕКТРОНОВ

В настоящем разделе мы рассмотрим более подробно физико'
химические механизмы, лежащие в основе процессов переноса
электрона в начальных стадиях фотосинтеза. В многокомпонентных
макромолекулярных комплексах, содержащих РЦ, в основе высоко'
эффективного направленного транспорта электронов лежит тунне'
лирование электрона, сопряженное с колебательными и конформа'
ционными изменениями в белковой матрице. РЦ фотосинтеза пред'
ставляет собой фактически фотоактивный фермент, субстратом
которого является свет. Поглощение кванта света реакционным
центром запускает работу ЭТЦ фотосинтеза. Накопленный в послед'
нее время экспериментальный материал показывает, что для РЦ оста'
ется корректным принцип сопряжения электронных переходов с
конформационными перестройками в белке как в обычных ферментах.
Увеличение прочности и числа водородных связей влияет на скорость
релаксационных процессов в белках РЦ и сопряженного с ними
переноса электронов из'за снижения внутримолекулярной подвиж'
ности белковой матрицы по выделенным колебательным степеням
свободы и участия «неотрелаксированных» состояний переносчиков.
Для изучения природы релаксационных процессов в высокоупорядо'
ченном комплексе переносчиков используются воздействия, моди'
фицирующие систему водородных связей (криопротекторы, изотоп'
ное замещение Н

2
О на D

2
О, многоатомные спирты, апротонные

растворители). Эти воздействия, делая водородные связи менее
лабильными, замедляют релаксационные процессы, уменьшают
подвижность и увеличивают жесткость макромолекул. Было пока'
зано, например, что в бактериальном РЦ эти воздействия замедляют
восстановление бактериофеофитина. Изменение кинетики указы'
вает, что перенос электрона на бактериофеофитин сопровождается
молекулярной реакцией с участием внутрибелковых водородных
связей. Появление в РЦ возбужденного пигмента изменяет зарядовое
состояние в донорно'акцепторном комплексе по сравнению с исход'
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ным. При этом изменяется баланс сил, определяющих равновесную
конформацию системы, адаптированной к темноте. В ходе последую'
щей релаксации с участием системы водородных связей и достигается
новое равновесное состояние ион'радикальной пары, затем уже
происходит перенос электрона на Q

A
 [33, 34].

Состояние водородных связей влияет на динамику фотоиндуци'
рованных релаксационных процессов в системе. При модификации
сетки водородных связей изотопным замещением D

2
О  Н

2
О и

добавлением многоатомных спиртов и апротонных растворителей,
скорости разделения зарядов уменьшаются в 2–4 раза, при этом кван'
товая эффективность снижается на 10–12%. Таким образом, наруше'
ние состояния водно'белкового окружения кофакторов, даже не
затрагивающее взаимного расположения переносчиков электрона
(расстояние, ориентация), приводят к существенному изменению
скоростей и эффективности электронтранспортных реакций. Добав'
ление глицерина и ДМСО увеличивает среднеточечный потенциал
Р/Р+ на 30 и 45 мВ из'за изменения физических свойств всего
белкового комплекса РЦ вследствие изменений макроскопических
диэлектрических параметров среды и нарушения микроскопической
структуры ближайшего атомного окружения редокс'центров. Изме'
нение ∆Е может быть следствием изменения диэлектрической про'
ницаемости (ε) растворителя, набухания белковой глобулы и изме'
нения распределения зарядов вблизи РЦ [35]. Изотопное замещение
D

2
О  Н

2
О, на величину потенциала не влияло, т.к. при таком

воздействии ни ε среды, ни положение атомов в белковой матрице
не изменяется. Однако дейтерирование, также как добавление ДМCО,
уменьшали константу скоростей разделения зарядов и константу
переноса электронов на хинон. Заряженные атомы или их группы в
окружении электронных переносчиков активно реагируют на появле'
ние неравновесных состояний переносчиков электрона, участвуя в
их сольватации. В нативных условиях процессы сольватации способ'
ствуют формированию оптимальных энергетических конфигураций
для высокоэффективных прямых фотосинтетических реакций и
препятствуют обратным. Нарушение энергетического соответствия
между начальными и конечными состояниями приводит к наруше'
нию прямых электронтранспортных реакций и снижению их эффек'
тивности. Полученные экспериментальные данные и теоретический
анализ механизма отклика среды на возникновение неравновесных
состояний переносчиков электронов позволили предложить энерге'
тическую модель ППФ в РЦ Rhodobaсter sphaeroides [26].

Динамика конформационных переходов способствует созданию
выгодных конфигураций начальных и конечных состояний перенос'
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чиков для прямого транспорта и препятствует обратному. Так, инду'
цированная при переносе электрона конформационная подвижность
обеспечивает стабилизацию фотомобилизованного электрона на
хинонных акцепторах Q

A 
и Q

B
. Стабилизация электрона на вторичном

хиноне Q
B 

также сопровождается конформационными изменениями,
которые методом рентгеноструктурного анализа выявляются в
«замороженных» до 77 К на свету кристаллах комплексов бактери'
альных РЦ [49, 64, 72]. Наиболее хорошо изучены РЦ пурпурной
бактерии Rhodobacter sphaeroides, для которых известны кристалли'
ческая структура, а также последовательность и скорость фотоинду'
цированных реакций. После возбуждения РЦ за 3,5 пс происходит
разделение зарядов и перенос электрона на молекулу бактериофео'
фитина, а затем за 200 пс к хинонному акцептору Q

A
. В РЦ R. sphae&

roides из трех гидрофобных белковых субъединиц (L, M, H) две (L и
M), имеющие по пять α'спиралей, несут электронные переносчики.
Субъединица Н не несет переносчиков, имеет только одну α'спираль,
наименее гидрофобна и прикрывает с цитоплазматической стороны
область связывания хинонов Q

A 
и Q

B. 
Нами было показано, что удале'

ние Н'субъединицы влияет на динамические характеристики ПБК,
изменяя параметры релаксационных процессов, сопровождающих
фоторазделение зарядов в низкотемпературных экспериментах.
Кинетика темнового восстановления фотоокисленного бактерио'
хлорофилла в комплексах, замороженных до 100 К в темноте и на
свету различается. В случае LM комплекса (без Н'субъединицы)
времена релаксации больше, чем для целого комплекса, а различия
между образцами, замороженными на свету и в темноте, значительно
более существенны. Особенности энергетического профиля указы'
вают на существование локализованного состояния, отвечающего
полной конформационной релаксации, которое отделено дополни'
тельным барьером от множества состояний, по которым релаксирует
система во временном диапазоне порядка 100 мс. Его заселение
становится возможным при относительно высоких температурах в
процессе адаптации образца к свету. Результаты показывают, что уда'
ление из комплексов РЦ Н'субъединицы, наиболее полярной и
имеющей на межсубъединичной поверхности десятки молекул воды,
оказывает влияние на скорость и глубину конформационного
перехода в ПБК после фоторазделения зарядов. Ее удаление транс'
формирует окружение переносчиков, влияя и на структуру водород'
ных связей РЦ, играющей важную роль в релаксационных процессах,
обеспечивающих эффективное фоторазделение зарядов [65]. Вероят'
ность участия поляризуемых боковых цепей белка и сети водородных
связей РЦ в разделении и стабилизации зарядов обсуждается и
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другими исследователями [55, 73]. В конечном итоге модификация
структурно'динамического состояния РЦ приводит к изменениям
температурных и световых эффектов в процессе рекомбинации заря'
дов между восстановленным первичным хинонным акцептором и
фотоокисленным димером бактериохлорофилла [25].

Состояние воды в окружении мембран и белковых глобул может
существенно изменять эффективность электронтранспортных реак'
ций. Процесс гидратации биологических структур не сводится к
последовательности заполнения тех или иных участков поверхности
белков и мембран, а связан с глубокими изменениями их структурно'
динамических и функциональных характеристик. Методами 1Н, 13С
и 31Р ЯМР'спектроскопии изучали динамику белкового компонента,
полярных и неполярных участков фотосинтетических мембран
пурпурных бактерий в условиях разной влажности. Особенно глубо'
кие изменения структуры мембран (имеющих в ряде случаев нели'
нейную зависимость от влажности) происходят при внедрении воды
в водородные связи внутри белков и между молекулами липидов, а
также при появлении свободной воды с высокой диэлектрической
постоянной. Показано, что появление свободной воды коррелирует
с повышением эффективности электронного транспорта на участке
цепи Q

A
 

 
Q

B 
[1].

Экспериментальная модификация конформационного состояния
макромолекул и мембранных комплексов была проведена нами также
на хлоропластах высших растений. При ограничении конформа'
ционной подвижности мембранных структур мягкой фиксацией
низкими концентрациями ГА (образующего меж' и внутримолеку'
лярные сшивки при взаимодействии с аминогруппами боковых
цепей лизина и SH'группами белков), наблюдалось значительное
подавление всех процессов, связанных с трансформацией энергии.
Обращает на себя внимание тот факт, что фиксация низкими кон'
центрациями ГА сказывается уже на начальных этапах ППФ, эффек'
тивности передачи поглощенной молекулами антенн световой энер'
гии на РЦ, о чем можно судить по изменениям длительности компо'
нентов флуоресценции, связанных с ФС 1 или ФС 2 [16]. При этом
длительность флуоресценции ФС 1 при 10 мМ ГА возрастает сразу в
два раза, дальнейшее увеличение жесткости мембраны уже не отра'
жается на времени жизни флуоресценции. Время жизни флуорес'
ценции ФС 2 при обработке нарастающими концентрациями ГА
возрастает постепенно и достигает максимального значения при
полной фиксации структуры тилакоида. Полученные результаты
показывают, что эффективная передача энергии с ССК на РЦ связана
с изменениями конформации (или подвижности) белковых матриц,
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с которыми связаны молекулы пигментов. Подтверждением этого
является температурная зависимость времени жизни флуоресценции.
При понижении температуры до минус 60–70 оС, когда происходит
резкое замедление или остановка конформационных движений
макромолекулярных структур в водной фазе, время жизни флуорес'
ценции хлорофилла возрастает в 2 раза и при дальнейшем понижении
температуры оно практически не изменяется [16]. Обработка тила'
коидов низкими концентрациями ГА не изменяет активности самих
РЦ, упрятанных внутрь белковых глобул, и не влияет на перенос
электронов от воды до железо'серных белков на донорной стороне
ФС 1, скорость электронного транспорта при низких концентрациях
даже увеличивается вследствие его разобщения. Наиболее чувстви'
тельными к самым низким концентрациям оказались процессы,
связанные с функционированием сопрягающего комплекса (катали'
тическая часть которого локализована на внешней поверхности
мембраны тилакоида) – фотофосфорилирование и Mg'зависимая
Н+'АTPaза. При этом еще сохраняется фотоиндуцированное погло'
щение протонов, медленный компонент замедленной флуоресценции
и фотоиндуцированное тушение флуоресценции атебрина, которое
рассматривают как показатель образования ∆µH+. Для их подавления
необходимы большие концентрации ГА [16].

Поскольку сопрягающий комплекс в процессе функциониро'
вания изменяет конформацию под действием ∆µH+ можно было ожи'
дать, что обработка тидакоидов в темноте и на свету (фиксация
неэнергизованного и энергизованного состояния мембраны, соот'
ветственно) будет влиять различно. Действительно, оказалось, что
при обработке хлоропластов на свету сильнее подавляются процессы,
связанные с запасанием энергии. По сравнению с темновой фикса'
цией при фиксации на свету фотоиндуцированное тушение флуорес'
ценции атебрина подавляется значительно меньше, а его релаксация
после выключения света происходит гораздо быстрее. Скорость
нарастания медленной фазы индукционной кривой и стационарный
уровень замедленной флуоресценции у тилакоидов, фиксированных
на свету, падает значительно больше, чем у фиксированных той же
концентрацией ГА в темноте. Обработка хлоропластов на свету фик'
сирует световую конформацию сопрягающего комплекса с «откры'
тым» состоянием протонного канала. Это увеличивает проводимость
мембран для ионов, энергизованная мембрана не способна «удер'
жать» ∆µH+ и разряжается нефункциональным путем [15].

Характерной особенностью организации сложных систем явля'
ется существование двух или нескольких различных стационарных
режимов функционирования составляющих ее подсистем, переходы
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между которыми и составляют основу регуляции системы в целом.
Наличие таких переходов было обнаружено при изменение условий
«темнота – свет – темнота» При регистрации фотоиндуцированных
редокс'превращений бактериохлорофилла в препаратах РЦ оказа'
лось, что при замораживании на свету скорость восстановления пиг'
мента после выключения действующего света существенно ниже, чем
у замороженных в темноте. Был сделан вывод о фиксации низкой
температурой световой или темновой конформации бактериальных
РЦ. Результаты комплексных исследований конформационной под'
вижности ПБК с использованием спектральных методов, ЭПР и
мессбауеровской спектроскопии, спиновых меток для препаратов в
суспензиях, порошках и пленках при различной степени гидратации
составили основу теоретических представлений о роли электронно'
конформационных взаимодействий в первичных процессах фото'
синтеза [12, 32]. Они нашли подтверждение в работах по математи'
ческому моделированию процессов в РЦ, в которых учитывали
возможность двухэлектронного восстановления вторичного хинона,
влияние зарядового состояния комплексов РЦ и конформационных
перестроек ПБК на скорость обратного переноса электронов с хинон'
ного акцептора на пигмент. Были проанализированы особенности
механизма туннелирования и электронно'колебательных и элект'
ронно'конформационных взаимодействий на этом участке элект'
ронного транспорта. Установленное при идентификации математи'
ческих моделей различие эффективных значений констант скоростей
переноса электронов между отдельными компонентами РЦ на свету
и в темноте (масштаб различий 1–2 порядка) подтвердило наличие
разных конформационных состояний. Эти состояния, по'видимому,
отличаются взаимным расположением активных групп донорных и
акцепторных компонентов и, как следствие, реакционной способ'
ностью и кинетическими характеристиками [28, 69].

VII. «МЕДЛЕННАЯ РЕГУЛЯЦИЯ»

Адаптация растений к длительно действующим факторам приво'
дит к изменению определенных структур, эти адаптивные перестройки
обусловлены работой генетического аппарата клетки. «Медленная»
регуляция первичных процессов фотосинтеза к изменяющимся усло'
виям среды связана с синтезом хлоропластных белков de novo. Адап'
тация целого растения направлена на поддержание эффективной
работы ЭТЦ, оптимально сопряженной с фиксацией СО

2
 и другими

метаболическими процессами. Механизмы медленной «подстройки»
связаны с изменением стехиометрии основных макромолекулярных
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комплексов тилакоидов, обеспечивающих трансформацию энергии.
С этой точки зрения большой интерес представляет изучение особен'
ностей ЭТЦ у растений с разной активностью фиксации СО

2
, в том

числе у жизнеспособных ядерных мутантов гороха с нарушениями в
синтезе хлорофилла. Эти мутанты при 30–50%'ном содержании хло'
рофилла характеризуются 70%'ным уровнем фотосинтеза по сравне'
нию с диким типом. Они отличаются от контроля распределением
хлорофилла между основными ПБК. Так, у мутанта линии 42 (полу'
чен С.А.Гостимским), электрофорезом в ПААГ показано отсутствие
полосы, содержащей ССКI. С комплексом ФС 2 у этого мутанта свя'
зано вдвое больше хлорофилла, чем у дикого типа, в то время как с
ССК у мутанта связано не более 40%. «Стратегия» подстройки
мембраны к высокой скорости фиксации СО

2
 на единицу хлорофилла

включает относительное увеличение в мембранах комплексов с РЦ
фотосистем (в первую очередь ФС 2), переносчиков, обеспечиваю'
щих взаимосвязь ФС, а также количества сопрягающих комплексов
[14, 58]. В проростках продуктивных растений, как правило, наблю'
дается перераспределение хлорофилла между ПБК в пользу увеличе'
ния числа комплексов с реакционными центрами, а потеря части
антенны компенсируется тем, что подавляющая часть ФС 2 отно'
сится к ФС 2α, локализованной в зоне стекинга мембран вместе с
ССК, которая обеспечивает линейный электронный транспорт [41].

Известно, что формирование фотосинтетического аппарата зави'
сит от интенсивности и спектрального состава света. Листья теневы'
носливых растений всегда имеют более высокое содержание хлоро'
филла и относительно больший размер светособирающей антенны.
В регуляции синтеза ПБК, а также биогенеза самого хлоропласта
участвуют регуляторные белки. Удобной моделью для изучения регу'
ляторного действия света на свойства фотосинтетического аппарата
является первый лист растений, питающийся в основном за счет
запасов семени (миксотрофно), он может расти и развиваться при
интенсивностях света ниже компенсационного пункта фотосинтеза.
Так, используя первый лист ячменя, выращиваемого при светопо'
токах, меньших чем 1 µЕ м–2 с–1, удалось показать, что образование
части пула ССК (LHCII) при очень низком потоке квантов специ'
фически активируется фитохромом, который усиливает накопление
хлорофилл b'связывающего белка. Снижение освещенности при
выращивании растений от 12 до 0,3 µЕ м–2 с–1 приводило к уменьше'
нию суммарного содержания хлорофилла в 10 раз на синем и только
в 3 раза на красном свету. На синем свету, в отличие от красного,
существенно сильнее падало поглощение СО

2
 и квантовый выход

фотосинтеза, а отношение хлорофиллов a/b повышалось до 4,4.
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Световая эффективность нефотохимического и фотохимического
тушения флуоресценции хлорофилла (в расчете на поглощенный
квант) при снижении потока смешанного или красного света не
изменялась, тогда как и нефотохимическое тушение и накопление
Q–

А
 на поглощенный квант возрастало в листьях, выращиваемых на

синем свету низкой интенсивности.
Поскольку рост растения обеспечивается синтезом белков, то во

многом он определяется взаимодействием процессов фотосинтеза и
азотного метаболизма. Азотный и углеродный метаболизм являются
теми двумя основными конструктивными процессами, которые
определяют продуктивность. Эти два локализованные в разных
частях растения процесса взаимодействуют на уровне хлоропласта,
поскольку для обеспечения работы как углеродного, так и азотного
циклов требуются одни и те же восстановительные и энергетические
эквиваленты, образующиеся в первичных процессах фотосинтеза
[61]. Как правило фотосинтетическая активность положительно
коррелирует с содержанием азота в листьях, главным образом потому,
что без него нарушается синтез фотосинтетического аппарата. Одним
из наиболее частых следствий отсутствия азота является изменение
в количестве и активности ключевого фермента фотосинтеза – Рубиско,
хотя это может быть не единственной причиной и не единственным
механизмом контроля фотосинтетической активности со стороны
азотного метаболизма. Изменение скорости и направленности
темнового метаболизма обеспечивает структурные перестройки
тилакоидных мембран. Так, например, у водорослей накопление
углеводов служит сигналом к инактивации ФС 2. Один из механизмов
метаболитного контроля активности ФС 2 у водорослей связан с
активацией хлоропластного дыхания [39, 40]. Отмечалась также
светозависимая метаболитная репрессия синтеза белков фотосин'
тетического аппарата невостребованными ассимилятами [37].

В случае высших растений взаимосвязь углеводного и азотного
метаболизма еще более сложная вследствие разной их организации
не только во времени, но и в пространстве. Даже для хлоропластов,
где весь фотосинтез и восстановление нитрита до азота органических
соединений происходит в одном объеме с использованием одних и
тех же энергетических и восстановительных эквивалентов, вопрос о
механизмах регуляции остается открытым. Уже на ранних этапах
голодания по азоту в листьях существенно снижается содержание
восстановленных форм азота (в основном за счет небелкового азота),
уменьшается сухая масса и площадь листьев. Содержание хлорофилла
также снижено, но отсутствие изменений в отношении хлорофиллов
a и b указывает на одинаковый с контролем характер распределения
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хлорофилла между отдельными хлорофиллл'содержащими комплек'
сами. Однако отношение хлорофилл/белок изменяется во втором
листе несущественно, так же как и скорость фиксации СО

2
 на каждую

единицу хлорофилла. Изучение функциональной организации тила'
коидов этого листа показало, что нет различий по потенциальной
активности линейной ЭТЦ. Однако оказалось, что одним из первых
нарушений в организации тилакоида при недостатке азота является
уменьшение числа сопрягающих комплексов, причем в большей
степени за счет гранального компартмента. Полученные данные
показали, что у растений пшеницы, по крайней мере на начальных
этапах голодания по азоту, активируются процессы транспорта элект'
ронов на участке ФС 1 и циклическое фотофосфорилирование, что
может частично компенсировать недостаток АТР. Это является
частью механизма адаптации, который позволяет хоропластам in situ
cохранять достаточно высокую скорость фиксации СО

2
 на ранних

этапах голодания [13, 18].
Для того чтобы определить, как потенциальные возможности

хлоропластов реализуются в целом растении, необходимы исследо'
вания на неотделенных от растения листьях. Полученные результаты
показывают, что самые первые нарушения при недостатке азота
связаны с нарушениями процессов запасания энергии. Различия в
характеристиках флуоресценции в листьях контрольных и страдаю'
щих от недостатка азота растений наблюдаются только на начальных
участках световых кривых и отсутствуют при интенсивностях света,
насыщающих фотосинтез. Снижение фотосинтетической актив'
ности голодающих по азоту высших растений in situ является резуль'
татом уменьшения числа всех хлорофиллсодержащих комплексов на
единицу поверхности и повышением сопротивления диффузии СО

2
к местам карбоксилирования (видимо, вследствие изменения струк'
туры), а не изменением в механизмах первичных процессов фото'
синтеза, как это наблюдается у микроводорослей.

Очень часто повреждение растений и водорослей в естественных
условиях среды вызывается окислительным стрессом. Для фотосин'
тезирующих организмов в ряду первостепенных факторов, вызываю'
щих такой стресс, особое место занимает видимый свет высокой
интенсивности, который может вызывать фотоокислительный
стресс, приводить к фотоингибированию и деструкции фотосин'
тетического аппарата. Для защиты от окислительных повреждений
в антенном комплексе и самих РЦ имеется целый ряд механизмов.
Кроме уже отмечавшегося ранее перехода части ССК от ФС 2 к ФС
1 (перераспределение энергии возбуждения между ФС) и фотоинги'
бирования, может иметь место миграция энергии возбуждения от
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ФС 2 к молекулам каротиноидов, которые способны диссипировать
энергию возбужденого состояния в тепло. Последний процесс может
усиливаться вследствие светоиндуцированного изменения состава
каротиноидов, приводящего к накоплению деэпоксидированных
каротиноидов за счет эпоксидированных форм [59, 76]. Показано,
что облучение диатомовых водорослей Thallassiosira weisflogii мощным
видимым светом приводит к снижению фотохимической активности
ФС 2 тем больше, чем больше длительность экспозиции на интен'
сивном свету. Способность к репарации также зависит от длитель'
ности облучения. Изменения активности ФС 2 после кратковремен'
ного облучения (до 15 мин.) обусловлены появлением избыточных
значений градиента водородных ионов на мембранах тилакоидов,
приводящих к тушению возбужденных состояний хлорофилла
каротиноидами и перераспределению энергии возбуждения между
ФС за счет фосфорилирования белков. После двух часов облучения
восстановление активности было уже лишь частичным. Медленное
восстановление, видимо, связано с ресинтезом поврежденных при
фотоокислении белковых структур. Инкубирование клеток с дитио'
треитолом, ингибитором деэпоксидазы ксантофиллов, вызывало
значительное уменьшение фотоиндуцированных изменений погло'
щения в максимумах поглощения деэпоксидированных форм каро'
тиноидов, частично обратимых после небольших доз облучения и
необратимых после больших. Рост нефотохимического тушения и
отсутствие восстановления показателей фотохимической активности
после окончания облучения большими дозами указывает на значи'
тельный вклад ксантофиллового цикла в тушение избытка возбужден'
ных состояний ФС 2 у диатомовой водоросли Thallassiosira weisflogii [10].

VIII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Совокупность первичных процессов фотосинтеза представляет
собой целостную систему, характеризующуюся структурно'функцио'
нальной автономией и обладающую своими механизмами регуляции.
В основе молекулярных механизмов ППФ лежат электронно'кон'
формационные взаимодействия, обеспечивающие направленные
изменения конфигурации переносчиков при приеме или отдаче
электрона. Такого рода конформационные изменения регулируют
эффективность превращения энергии в фотосинтезе. Резкие изме'
нения условий среды или другие неблагоприятные воздействия могут
привести к нарушениям сопряжения последовательных стадий
переноса электрона, в результате чего может создаваться избыток
электронов или энергии элекронного возбуждения на отдельных
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участках цепи. Это, в свою очередь, может привести к появлению
активных форм кислорода (супероксид'радикал, синглетный кисло'
род) и, как следствие, к окислительному повреждению мембраны.
Различные изменения характера ППФ отражаются на спектральных
свойствах (поглощение, флуоресценция пигментов) взаимодейст'
вующих переносчиков. Совокупность рассмотренных результатов
показывает, что флуоресценция хлорофилла является обобщенным
интегральным параметром, позволяющим судить об эффективности
и динамике начальных стадий трансформации энергии.

Результаты фундаментальных исследований в этой области
реально могут быть использованы в области прикладной биотех'
нологии и экологии, например, при разработке флуорометрических
индикаторов физиологического состояния растений [24]. Так, пред'
ложенная биофизическая модель связи фотосинтеза фитопланктона
с параметрами флуоресценции при разной подводной освещенности
позволяет быстро оценить скорость фотосинтеза и рассчитать пер'
вичную продукцию фитопланктона в непрерывном режиме измере'
ния. Этот метод оценки был успешно использован в разных районах
морей и океанов, а также для внутренних пресных водоемов [3, 4,
48]. Проведенные нами исследования показали, что кора молодых
побегов деревьев, содержащая достаточное количество хлоропластов,
обладает оптическими свойствами, которые делают возможным
измерение флуоресценции хлорофилла на ветках, при необходимости
непосредственно на дереве. На этой основе был разработан метод
определения физиологического состояния растений в наземных
биоценозах по величине относительной флуоресценции (Fv/Fm) [8].
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