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Железосодержащий белок — ферредоксин, согласно современным пред­
ставлениям, является одним из возможных претендентов на роль первично­
го акцептора электрона в фотосистеме I высших растений. В связи с этим 
изучение фотохимического взаимодействия ферредоксина с хлорофиллом 
и его аналогами вызывает большой интерес. Известны данные по фотовос­
становлению ферредоксина фрагментами хлоропластов и хроматофоров 
(см. обзор О). В ряде работ (2~4) было исследовано фотосенсибилизиро- 
ванное некоторыми порфиринами восстановление ферредоксина различ­
ными донорами электрона, такими как аскорбиновая кислота, диэритритол, 
глютатион. Наряду с этим проведено (5,6) детальное исследование меха­
низма фотосенсибилизированного хлорофиллом восстановления различны­
ми донорами электрона метилвиологена — красителя с близким к ферред­
оксину значением нормального окислительно-восстановительного потен­
циала.

Однако в настоящее время в литературе не известны данные по фото­
сенсибилизации реакций ферредоксина непосредственно хлорофиллом в 
модельных системах. Вместе с тем такого рода сведения важны при реше­
нии вопроса о первых стадиях механизма конверсии энергии света при 
фотосинтезе. Поэтому целью настоящей работы явилась попытка экспери­
ментального обнаружения фотосенсибилизированного хлорофиллом вос­
становления ферредоксина в присутствии подходящего донора электронов.

Исследование проводили в буферном 0,5% растворе детергента тритон 
х-100 (5). В работе использовали 0,05 М раствор трис-НС1-буфера.

Хлорофилл а выделяли из листьев крапивы по методике, близкой к опи­
санной в работе (7); чистоту пигмента контролировали спектрофотометри­
чески. Солюбилизацию хлорофилла в 0,5% буферном растворе тритона 
х-100 осуществляли путем приливания концентрированного раствора пиг­
мента в серном эфире (0,1 мл) к 2 мл раствора детергента в трис-буфере. 
Конечная концентрация.хлорофилла а в наших экспериментах составляла 
обычно около 10-5 М.

Ферредоксин выделяли из листьев гороха (сорт «Превосходный») и 
очищали по методике, описанной в (8). Отношение оптических плотностей 
при X 422 нм и % 278 нм составляло для использованного в данной работе 
ферредоксина 0,58—0,62.

Реакционная среда общим объемом около 2 мл включала следующие 
компоненты: хлорофилл а 10~5 М; ферредоксин 5-10~5 М; тритон х-100 
0,5%. Интервал pH от 6 до 12,5. В качестве донора электронов был ис­
пользован цистеин (5 • 10_3 М). Поскольку добавление такого донора элек­
трона существенно изменяет pH среды, каждый раз после экспериментов 
определялась действительная величина pH раствора. О фотосенсибилизи- 
рованном восстановлении ферредоксина судили по уменьшению его по­
глощения (в области 460—500 нм) при освещении реакционной смеси 
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красным светом. Измерения поглощения проводили на спектрофотометрах 
«Specord» UV VIS и «Hitachi» (модель 356). Растворы в кварцевых труб­
ках Тунберга освещали светом лампы накаливания 400 вт (осветитель 
ЛЭТИ), отфильтрованным с помощью водного теплового фильтра (6 см) 
и стеклянного светофильтра КС-13 (или КС-11). При использовании спек­
трофотометра «Hitachi» освещение реакционной смеси производили непо­
средственно в кюветном отделении спектрофотометра и на диаграммной

Рис. 1. Восстановление ферредоксина (5-10~5 М) цистеином (5-10-3 М), фото- 
сенсибилизированное хлорофиллом а (10~5 М) в буферном растворе детергента 
тритон х-100 (трис-буфер, 0,5% тритон х-100, pH 9,3). 1 - спектр поглощения 
хлорофилла в растворе детергента тритон х-100; 2 — суммарный спектр смеси 
цистеин + хлорофилл + ферредоксин; 3—5 — изменения спектра 2 после 5, 15, 
25 мин. освещения соответственно; 6 — окисление восстановленного белка кис­

лородом в темноте

ленте автоматически фиксировали кинетику сенсибилизированной реак­
ции при длине волны 465 нм. Реакцию исследовали в анаэробных условиях 
(~2-10-2 мм рт. ст.).

На рис. 1, 7 приведен спектр поглощения хлорофилла а в буферном 
растворе детергента в вакууме в присутствии цистеина. Суммарный спектр 
тройной смеси после добавления (без нарушения вакуума) ферредоксина 
представлен на рис. 1,2.

Освещение реакционной смеси красным светом вызывало быстрое 
уменьшение поглощения белка (рис. 1,5). По мере увеличения времени 
освещения происходило дальнейшее уменьшение поглощения ферредокси­
на (рис. 1, 4, 5). Однако наибольшая скорость обесцвечивания наблюда­
лась в первые минуты освещения. Впуск воздуха в темноте в предвари­
тельно освещенную ячейку приводил к увеличению оптической плотности 
белка, обесцвеченного в результате фотореакции, до уровня, близкого к ис­
ходному (рис. 1,6).

Наблюдаемое в данных условиях светоиндуцированное уменьшение по­
глощения белка обусловлено, по всей вероятности (2~4), фотосенсибилизи- 
рованным хлорофиллом восстановлением ферредоксина цистеином. Как 
следует из рис. 1, в темноте восстановленный белок окисляется акцепто­
ром— кислородом воздуха (рис. 1,6). Следует отметить, что реакция сен­
сибилизации сильно зависит от pH среды: при подщелачивании среды от
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Рис. 2. Кинетика изменений по­
глощения для X 465 нм при осве­
щении красным светом раство­
ров: 7 — цистеин + хлорофилл +
+ферродокспн; 2 — цистеин + фер­
редоксин; 3 — цистеин + хлоро­
филл; 4 — хлорофилл + ферредок­
син. С — включение света; Т — вы­

ключение

и

pH 8 до pH 11 количество восстановленного продукта существенно увели­
чивается. При pH меньше 8 фотовосстановления ферредоксина практиче­
ски не наблюдалось.

Ряд экспериментальных данных, полученных в ходе исследования, сви­
детельствует о том, что оценка степени фотосенсибилизированного вос­

становления ферредоксина в некоторых 
случаях может осложняться процессами, не 
связанными с реакцией сенсибилизации. 
На это могут указывать, например, сле­
дующие наблюдения: а) небольшое тем­
новое уменьшение поглощения ферредок­
сина в сильно щелочной области pH; 
б) темновое изменение соотношения пи­
ков в синей полосе поглощения хлорофил­
ла; светоиндуцированное падение оптиче­
ской плотности в красном максимуме 
спектра поглощения хлорофилла, где по­
глощение ферредоксина незначительно.

Для выяснения отмеченных выше 
причин спектральных изменений были по­
ставлены следующие контрольные экспе­
рименты.

Исследование спектров поглощения 
ферредоксина в растворе детергента в за­
висимости от pH показало, что в области 
pH больше 10,5 происходит небольшое 
темновое уменьшение поглощения белка. 
В то же время подщелачивание среды до 
pH 10 и выше является причиной и тем­
новых изменений в спектре поглощения 
хлорофилла (5). На рис. 2 приведены ре­
зультаты контрольных опытов с буферны­
ми растворами детергента, содержащими 
компоненты реакционной смеси в различ­
ных комбинациях (при близких значе­
ниях pH).
данных по влиянию pH на спектры погло­

щения белка и пигмента конечная величина pH смеси подбирались в 
пределах от 9 до 9,5 единиц. Измерения в этом случае производились на 
спектрофотометре «Hitachi», чувствительность которого можно менять в 
широких пределах. Были проведены 3 серии экспериментов; типичные 
результаты приведены на рис. 2.

Как следует из кривой 1 (рис. 2), освещение тройной системы цис­
теин + хлорофилл + ферредоксин приводит к четкому уменьшению по­
глощения белка (при 1 465 нм). Освещение смеси цистеин + ферредок­
син без пигмента не влияет на поглощение ферредоксина (рис. 2, 2). 
Из кривой 3 (рис. 2) видно, что при освещении раствора цистеин + хло­
рофилл наблюдается не уменьшение, а даже некоторое увеличение по­
глощения в области 465 нм.

В данной работе нами не исследовалась детально природа последнего 
явления. Однако, учитывая тот факт, что спектральные изменения хлоро­
филла в смеси цистеин + хлорофилл заметно усиливались при впуске 
воздуха, можно предположить, что эти изменения обусловлены окисли­
тельно-восстановительными превращениями самого пигмента. В смеси 
хлорофилл + ферредоксин изменения поглощения (А, 465 нм) при осве­
щении были незначительны (рис. 2, 4).

На основании проведенных экспериментов можно сделать следующее 
заключение. В тройной системе цистеин + хлорофилл а + ферредоксин в 
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буферном растворе 0,5% детергента тритон х-100 в вакууме происходит 
фотосенсибилизированный хлорофиллом перенос электрона от цистеина 
к белку. По всей вероятности, имеет место «химический» механизм сен­
сибилизации (’). Одновременно при освещении системы цистеин+хло- 
рофилл а происходит небольшое увеличение поглощения хлорофилла в 
сине-зеленой области спектра. Следовательно, измеряемая эксперимен­
тально степень восстановления ферредоксина оказывается заниженной: 
в действительности восстановление проходит более глубоко.

Таким образом, основным результатом данной работы является обна­
ружение фотосенсибилизированного хлорофиллом а восстановления фер­
редоксина цистеином в водной, содержащей детергент, среде.
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