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ЛИСТЬЕВ ЯЧМЕНЯ С ПОМОЩЬЮ ДЕЗОКСИХОЛАТА

Успешное фракционирование фотосинтетического аппарата шпината
за два типа частиц ( *) положило начало работам по разделению систем
- и II фотосинтеза с помощью детергентов. Установлено, что легкие фраг-
енты хлоропластов оптически и функционально соответствуют ппгмент-
ой системе I. Проведенное в нашей лаборатории изучение пигментных
'юндов фракций, полученных после растирания зеленых листьев ячменя,
"оказало, что и в этом случае легкие частицы характеризуются более
высоким соотношением количеств хлорофиллов а : Ь (2) и преобладанием
лпнноволновой полосы флуоресценции (8). Кроме того, они содержат

• своем пигментном фонде больше свежеобразованных молекул хлорофил¬

лов а и b ( 4) , обогащены протохлорофиллидом ( 5) , хлорофпллпдом (*), а
чкже ферментами, осуществляющими терминальные стадии биосинтеза
хлорофилла ( 4

,
6) . Аналогичные характеристики легких частиц были по¬

учены и при фрагментировании дигитонином ( 3) . Однако в этом случае
богащение легкой фракции молодыми молекулами хлорофилла а регпст-

"ировалось лишь при малой концентрации дигитонина (8) , возможно, вви¬

ду лабилизацип пигментных фондов детергентом ( 7 ) .
Совокупность этих данных, наряду с наблюдениями над зеленением

тполированных проростков и действием ряда агентов ( 3) , позволила
ыдвинуть гипотезу о существовании и частичном выделении особых

Т а б л и ц а 1
Распределение хлорофиллов а и b по фракциям

Фракция
Количество хлорофиллов

а + Ь, %
Отношение содержания
хлорофиллов а : Ь

гомогенат хлоропласты гомогенат хлоропласты

Исходный материал
Осадок 1000 g
Осадок 10 000 g
Осадок 48 000 g
Супернатант 48 000 g

100
18,4+2,5
36,5+2,5
30,4+2,2
14,5+1,6

100
35,9+5,6
42, 7+1,1
13,5+4,0
8,00+2,3

3,04+0,08
2, 75+0,04
2,58*0,10
3,06-М),10
5.01J-0.20

2,81+0.06
2.71+0.03
2.51*0,03
2.87дМ),07
3.90-0.21

частиц хлоропластов, являющихся центрами биосинтеза хлорофилла_в, 8
_

1°) . Характеристики фракций, обогащенных центрами биосинтеза
лорофилла, коррелируют со свойствами, обычно приписываемыми части-
лам фотосистемы I. На основании этого было сделано предположение об
участии этих центров в формировании прежде всего единиц системы I
г1, *, 1/'10). Результаты настоящей работы делают это представление еще
более обоснованным благодаря использованию для фрагментирования хло¬

ропластов дезокспхолата, который, по имеющимся данным ( “ ) , позволяет
хорошо разделить две фотосистемы.

Опыты проводили с 7— 8-дневнымп проростками ячменя, ассимилиро¬

вавшими С“ 02 в течение 10— 60 мин. Гомогенат из этих проростков полу¬

чали по (12) . В варианте с выделением хлоропластов проростки растирали
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5— 10 мин. при 0— 2° в трис-буфере, pH 8,0, с 0,55 М сахарозой и 0,01
КС1. Массу пропускали через 2 слоя капрона и центрифугировали 15 <85
при 1000 g. Осадок хлоропластов промывали трис-буфером и повтори :
центрифугировали 15 мин. при 6000 g. Содержание хлорофиллов а + Ь ?

суспензии хлоропластов доводили до 200 рг/мл и продолжали работу и
методике (12) , описанной выше для гомогената. Процесс выделения хло¬

ропластов был более длительным, чем получение гомогената, и занима ;

90 мин. после ассимиляции С14Ог. В обоих вариантах осадки и последив:
супернатант фиксировали ацетопом. Пигменты гомогената, суспепзип хло ¬

ропластов и фракций переводили из ацетона в диэтиловый эфир и региет
Т а б л и ц а 2

Удельная радиоактивность пигментов во фракциях,
полученных из гомогената зеленых листьев ячменя и из хлоропластов

Фракция
У хлорофилла а У

^
хлорофилла b

гомогенат ^ ^хлооопласты гомогенат $ хлоропласты

Исходный материал
Осадок 1000 g
Осадок 10 000 g
Осадок 48 000 g
Супернатант 48 000 g

1.0
0,78+0.07
0,93+0,04
0,98+0,03
1,08+0,03

1.0
0,974-0,02
0,95+0,04
0,92+0,03
0,89+0,04

1,0
0,85+0,06
1,02+0,06
1,03+0,06
2,47+0,47

1,0
1,00+0,01
0,97+0,03
1,10+0,11
1,84+0,58

рировали их спектры поглощения на СФ-5. Количества хлорофиллов а г
b рассчитывали по (12 ) . Удельную радиоактивность (у.а.) хлорофиллов
и b определяли по (14) . Содержание протохлорофиллида во фракциях в/

ходили по (15).
При фракционировании гомогената основное количество хлорофиллов

а + Ь было связано с частицами, осаждаемыми при 10 000 и 48 000 т
(табл. 1). В варианте с фракционированием хлоропластов 80% хлорофил ¬

лов было сосредоточено в осадках 1000 и 10 000 g. Осадок 10 000 g, тишгт
ный для системы II, в обоих вариантах содержал около 40% суммы хло¬

рофиллов и обладал самым низким отношением а : Ь. Количество хлорофи :
лов в супернатанте 48 000 g в варианте с гомогенатами было в 2 раза, а
варианте с хлоропластами в 5 раз меньше, чем в осадке 10 000 g. Супе:
натанты 48 000 g характеризовались самым высоким отношением количесп
хлорофиллов а : Ь. В случае фракционирования гомогенатов это отношенн
в супернатанте 48 000 g превышало отношение в супернатанте 48 000 g пр^ -

вЬпнало отношение в осадке 10 000 g в 2,0 ± 0,1 раза. В вариарте с хлорт-
пластами это превышение было ниже и составляло 1,6 ± 0,1.

О распределении возникших после ассимиляции С1402 молекул хлоро¬

филлов свидетельствуют отношения у.а. пигментов каждой фракции к и:
у.а. до фракционирования (табл. 2). Величины, меньшие единицы, соот ¬

ветствуют пигментным фондам с повышенной по сравнению с 8AE>45:i
пробой долей ранее существовавших молекул, а превышение над единит--
означает обогащение новыми молекулами. При фракционировании и гоы -
гената, и хлоропластов наблюдалось обогащение супернатанта 48 000 # I
свежеобразованными молекулами хлорофилла Ъ. Отношение у.а. крапнтп
фракций составляет 2,9 для гомогената и 1,8 для хлоропластов. При сог:-
ставлении разных опытов наблюдалась зависимость этой величины от : — 1
держания хлорофиллов в супернатанте 48 000 g. С увеличением количеств*пигментов, поступивших в супернатант, отношение у.а. хлорофилла :
крайних фракций падало.

В опытах с гомогенатами фракция самых легких частиц характери :-1
валась и более высокой у.а. хлорофилла а (табл. 2) по сравнению с други ¬

ми фракциями. Превышение у.а. этого пигмента в супернатанте 48 00*
" г

над осадком 1000 g составляло 1,4 раза. Несколько иная закономерности
наблюдалась для хлорофилла а в варианте с фракционированием хлс: -j
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пластов. В этом случае статистически надежные различия у.а. отсутство¬

вали, но преобладала скорей тенденция к снижению у.а. хлорофилла а с
уменьшением размеров частиц. В супернатанте 48 000 g у.а. хлорофилла
а была в среднем в 1,1 меньше, чем в осадке 1000 g (табл. 2) .

Кроме суспензии хлоропластов фракционированию подвергали и над-
осадочную жидкость, оставшуюся после 15-минутного осаждения хлоро¬

пластов при 1000 g. Ее обрабатывали 0,4% дезоксихолатом и 0,15 М KCi
и центрифугировали 50 мин. при 48 000 g. Осадок содержал 72 ± 4% об¬

щего количества хлорофиллов надосадочной жидкости и обладал низким
отношением а : Ь (табл. 3) , типичным для фракции хлоропластов, осаждае-

Т а б л п ц а 3
Распределение хлорофиллов а и Ь по фракциям и изменение
у.а. пигментов при фракционировании надосадочной жидкости

Фракция
Отношение
содержания
хлорофиллов

а : Ь

У.а. после разделения по
отношению к исходной

хлорофилл а хлорофилл Ъ

Исходная суспензия хло¬
ропластов

Надосадочная жидкость
Осадок 48 000 g
Супернатант 48 000 g

2,81±0,06

2,90+0.10
2,51+0,04
4,14+0,26

1,0

1,03+0,04
1,00+0,03
1,03+0,05

1,0
1,05±0,04
1,00+0,04
1,21±0,10

мой при 10000 g. В супернатанте величина этого отношения в отдельных
опытах достигала 4,6, а в среднем составила 4,1. У.а. хлорофилла а в полу¬

ченных фракциях, как и в не обработанной детергентом надосадочной жид¬

кости, была близка к у.а. хлорофилла а в исходной суспензии хлороп астов
(табл. 3) . Для хлорофилла Ь были получены различия, подобные наблю¬

давшимся при фракционировании суспензии хлоропластов.
Определение относительного содержания протохлорофиллида во фрак¬

циях гомогената и хлоропластов обнаружило обогащение суперна ганта
48 000 g этим предшественником хлорофилла. Растения одного варианта
перед взятием пробы находились при естественном освещении,
другого — помещались на 22— 24 часа в темноту. Разность между этими
вариантами характеризовала накопление протохлорофпллпда в темноте в
каждом опыте. Полученные для гомогената результаты показывают , что в
обоих вариантах относительное содержание протохлорофиллида в супер¬

натанте 48 000 g выше, чем в осадке 10000 g (табл. 4). Особенно большая
избирательность наблюдалась в распределении по фракциям про

_
охлоро-

филлида, накопившегося в темноте ( 5) . При фракционировании хлороплас¬

тов обогащение мелких частиц протохлорофиллидом, обнаруживаемым пос¬

ле затемнения, было в 1,3 раза большим, чем для гомогената.
Итак, результаты фракционирования гомогената и суспензия хлоро-*

пластов показывают, что легкие частицы (супернатант 48000 g в обоих
вариантах обладают повышенным соотношением количеств хлорофиллов
а : Ь по сравнению с другими фракциями и особенно с осадком !Г|000 g.
Как показано ранее, частицы, полученные после фрагментирования гомо¬

генатов дезоксихолатом, обнаруживают обогащение либо р-каротпнзм. ли¬

бо лютеином, описанное в литературе соответственно для систем I и II при
действии иных агентов.

Высокие у.а. хлорофиллов а и Ь в супернатанте 48 ОСЮ g свпдетельст-
вуют о преимущественной локализации новых молекул обоих пигментов в
легких частицах, что наблюдалось и у фракции, полученных по:ле меха¬
нического фрагментирования хлоропластов (‘). Снижение у.а. хлорофил¬

ла по мере перехода от фракций тяжелых к фракциям более легких частиц
в варианте с хлоропластами, очевидно, является отражением высокой ла ¬

бильности молодых молекул хлорофилла а (3, **), которые в этом случае
разрушаются (у.а. всех фракций меньше исходной) в большей степени,
поскольку для выделения хлоропластов требовался втрое более длнтель-
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Т а б л и ц а 4
Относительное содержание протохлорофиллида (в расчете на единицу хлорофилла а)

в супернатанте 48 000 g и осадке 10 000g, полученных при фракционировании
гомогената и хлоропластов (в скобках указано число повторных опытов)

Гомогенат Хлоропласты

Вариант

осад. 10 000 g суперн. суперн. 48000 g осад. 10 000 g суперн.
48 000 g

суперн. 48000 g
48 000 g осад. 10 000 g осад. 10 000 g

Освещаемые
листья

4.91+0,71 (7) 8,91+0,51 (7) 1,88+0,16 (7) 4.70 (1) 6,26 (1) 1.34 (1)

Листья после
22— 24 час.
темноты

5,41+0,71 (7) 14,73+1,45 (7) 2,65+0,39 (7) 4,66 ±0,24 (4) 15,50+1,73 (4) 3.40+0.51 (4)

Увеличение
содержания
протохлоро¬

филлида в
темноте

0,74+0,09 (5) 3,70+0,79 (5) 4,99+0, 76 (5) 0.67 (1) 4.34 (1) 6,48 (1)

ный промежуток времени, чем для приготовления гомогената. А так как
за время пребывания растений в камере и выделения хлоропластов могло
обновиться лишь до 1% молекул хлорофилла (14) , то разрушение даже
очень малой, не поддающейся регистрации, доли этих молекул может при¬

вести к падению у.а. хлорофилла а в супернатанте 48 000 g. Предположение
о вымывании материала, несущего молодые молекулы хлорофилла, в про¬

цессе выделения хлоропластов отвергается данными по фракционированию
надосадочной жидкости, оставшейся после 15-минутного осаждения хлоро¬

пластов при 1000 g. У.а. хлорофилла а в ней, как во фракциях, полученных
после ее фрагментирования дезоксихолатом, очень близка к у.а. хлорофил¬

ла а в исходной суспензии хлоропластов. Существование единого в
своей основе типа фрагментирования хлоропластов и гомогената подтверж¬

дается данными об обогащении супернатанта 48 000 g протохлорофилли-дом, являющимся предшественником возникающих молекул хлорофилла
а. Результаты, опубликованные нами ранее (12) , свидетельствуют о преи¬

мущественной локализации в супернатанте 48 000 g и еще более непосред¬

ственного предшественника хлорофилла — хлорофиллида, а также фер¬
мента, катализирующего процесс его фитолпзации в хлорофилл а.

Все приведенные данные означают, что легкие частицы содержат мате¬

риал, наиболее активно осуществляющий метаболизм хлорофилла в зеле¬

ном растении. Это далее развивает выдвинутое в нашей лаборатории пред¬

ставление об обогащении этой фракции центрами, в которых происходит
формирование новых молекул хлорофиллов а и Ь.
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