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ВОЗБУЖДЕНИЕ СВЕТОМ ВОССТАНОВЛЕННЫХ 
ПИРИДИННУКЛЕОТИДОВ: ПЕРЕНОС ЭЛЕКТРОНА 

НА ФЕРРЕДОКСИН И МЕТИЛВИОЛОГЕН

Ранее было определено, что возбужденные ультрафиолетовым светом 
НАД-Н и его аналоги способны к фотовосстановлению ряда соединений, 
в том числе метилвиологена ('). Высказывались предположения о возмож­
ной роли таких реакций при химической эволюции фотосинтеза (2).

В настоящей работе изучено фотохимическое восстановление ферре­
доксина (Фд) и метилвиологена (в форме дикатиона МВ2+) возбужден­
ными НАД-Н и НАДФ-Н и фотосенсибилизация этих реакций к видимой 
области спектра гематопорфирином.

Мы использовали лиофилизированный ферредоксин, выделенный из 
сине-зеленой водоросли Spirulina maxima с известной величиной Е (3), 
НАД-Н и НАДФ-Н 80% чистоты («Reanal»), метилвиологен дихлорид 
кристаллический. Реакции проводились в водном растворе в вакуумных 
трубках Тунберга, освещение линиями ртути 365 нм, выделенными из 
спектра ртутно-кварцевой лампы СВД-120А комбинацией светофильтров 
УФС-1, C3C-23, СЗС-24 (4-Ю4 эрг/см2-сек). За восстановлением метил­
виологена следили по увеличению оптической плотности раствора при 
605 нм в максимуме поглощения катиоп-радикала (МВ’+), за восстанов­
лением Фд — по изменению поглощения в максимумах 420 и 465 нм. 
Спектрофотометр СФ-14 был приспособлен для измерения образцов малой 
оптической плотности введением дополнительного диапазона измерения 
от 0 до 0,1 D.

' Прямое фотовосстановление метилвиологена. Осве­
щение водных растворов НАД-Н и НАДФ-Н (4,8-10~4 М) в присутствии 
МВ2+ (4-10~6 М) приводит к появлению характерного спектра поглоще­
ния катион-радикала МВ’+. При продолжительности освещения 10 мин. 
после максимального накопления синей формы мы наблюдали падение D 
при 605 нм (рис. 1). Неокрашенный продукт не окисляется кислородом. 
На 1 моль образованного МВ'+ расходуется V2 моля НАД-Н, а восстанов­
ление до бесцветной формы требует 1 моль НАД-Н, т. е. соответствует сте­
хиометрии образования дигидроформы (МВ). Известно, что восстановле­
ние МВ’+ (4_с) приводит к образованию дигидродипиридила, который об­
ладает поглощением при 400 нм, обратимо окисляется кислородом. Воз­
можно, что дигидродипиридил является промежуточным продуктом на 
пути образования тетрагидропиридила (4). На это указывает частичная 
обратимость (около 10%) реакции (на нисходящей ветви кривой) в тем­
ноте после освещения.

Ей' первой ступени электрохимического восстановления МВ2+ до МВ'+ 
составляет 0,45 в, а второй ступени 0,8 в- (5). Вероятно, возбуждение све­
том НАД-Н или НАДФ-Н увеличивает их восстановительный потенциал 
по крайней мере до этой величины. Это согласуется с нашим измерением 
фотопотенциала системы (2).

С помощью железооксалатного актинометра (7) был измерен кванто­
вый выход (7) реакции. При образовании МВ’+ 7=0,2 для НАД-Н и 7=0,1 
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для НАДФ-Н. Для второй ступени восстановления величина 7 на порядок 
меньше.

Фотовосстановление ферредоксина. При освещении вод­
ных растворов НАД-Н в присутствии Фд наблюдалось падение поглоще­
ния в области 420 и 465 нм (рис. 2а), что соответствует образованию вос­
становленного ферредокрина (Фд-). За 20 мин. освещения восстанавли­
вается до 80% исходного белка. При пуске воздуха происходит полное 
обратимое окисление Фд- до Фд. Последующее удаление кислорода и ос­
вещение приводит к повторению реакции. Такая процедура повторялась

Рис. 1 Рис. 2
Рис. 1. Кинетика фотовосстановления метилвиологена (4-10“6 Л1) восстановленными 
ппрпдиннуклеотпдами. 1 - НАД-П (4,8-10—4 М), 2 - ПАДФ-Н (4,8-10“4 М). Освещение 

365 нм; 4-104 эрг/см2-сек, без воздуха
Рис. 2. а — фотовосстановление ф’ерредоксина (4,4-10“6 М) с помощью НАД-Н (2,4- 
■10“4 Л/). Спектры поглощения: 1 — до освещения, 2 — после освещения, -У — после 
обратной реакции с кислородом воздуха, 4 — дифференциальный спектр (темнота — 
свет). Освещение 20 мин. светом 365 нм, 4-Ю4 эрг/см2-сек, без воздуха, б — кинетика 
фотовосстановления ферредоксина НАД-Н и НАДФ-Н при разных концентрациях ком­
понентов: 1 - НАД-Н 2,4-10-4 Л/, Фд 4,4-10-® М-, 2 - ПАД-Н 2,4-10“4 М, Фд 3,7- 10~а М\ 

3 -НАДФ-Н 2,4-10“4 М, Фд 4,4-10“6 М

4 раза без снижения поглощения исходного Фд. Освещение реакционной 
смеси светом длиннее 400 нм, т. е. в области, которая не поглощает 
НАД-Н, не приводило к восстановлению Фд. Измерения в максимуме по­
глощения НАД-Н показали его окисление в ходе реакции, также как и в 
случае образования МВ’+.

Квантовый выход реакции при концентрации Фд 4,4- 10“е М 7=0,2, 
а при 3,7-10“5 М Фд величина 7 достигала 0,3 (рис. 26), т. е. реакция яв­
ляется весьма эффективной. Изменение pH от 7,3 до 9,3 не отразилось на 
скорости и глубине описанных реакций.

При использовании НАДФ-Н скорость реакции ниже (рис. 26). 7=0,02 
при. 4,4-10“в М Фд. Причины этого неясны. Возможны стерические труд­
ности при взаимодействии Фд с НАДФ-Н по сравнению с НАД-Н. В конт­
рольном опыте освещение Фд при pH 7,3 в вакууме (без НАД-Н) линиями 
ртути 365 им не вызывало изменений в спектре поглощения. Существенно, 
что освещение линиями ртути 313 нм (светофильтр УФС-1) приводило к 
фотовосстановлению Фд с 7 до 0,1. При последующем пуске воздуха до 
90% образованного Фд- окислялось. По-видимому, этот эффект связан с 
самовосстановлением Фд за счет электронодонорных группировок моле­
кулы белка, что подобно эффекту фотохимического самовосстановления 
цитохрома с, обнаруженному в пашей лаборатории (3,9).

Освещение «полным» нефильтрованным спектром ртутной лампы при­
водило к необратимому падению максимума окисленного Фд, что, очевид­
но, связано с далеко идущей деструкцией белка.
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Фотосенсибилизация. Мы наблюдали ранее восстановление 
МВ2+ в присутствии различных доноров электрона С, 10) фотосенсибили- 
зированное хлорофиллом; НАД-Н также может быть донором электрона в 
этих реакциях (“). Фотосенсибилизировагшое копропорфирином восста­
новление Фд происходит при использовании в качестве донора электрона 
аскорбиновой кислоты и дитиоэритритола (12). Наблюдалось фотовосста­
новление Фд при использовании гематопорфирина как сенсибилизатора и 
глютатиона как донора электрона (13).

Рис. 3 Рис. 4
Рис. 3. Фотосенспбплизированное гематопорфирином (5-10-7 М) восстановление фер­
редоксина (1,05-Ю-5 М) с помощью НАД-Н (2,4-10“4 М). а - спектры поглощения: 
1 — до освещения, 2 — после освещения, 3 — спектр поглощения гематопорфирина 
(5-10 ’7 М). б — дифференциальный спектр (темнота — свет). Освещение светом 500— 

650 нм, 3-105 эрг/см2-сек, без воздуха
Рис. 4. Фотовосстановление гематопорфирина (8-10“6 М) в присутствии НАД-Н 
(2,4-10“4 71/). Спектры поглощения: 1 — до освещения, 2 — после 20 мин. освещения.

Свет 500-650 им, 3-105 эрг/см2-сек,' без воздуха

Мы применили водорастворимый гематопорфирин как фотосенсибили­
затор окисления НАД-Н ферредоксином или метилвиологеном. В этом слу­
чае реакция возбуждалась видимым светом в области поглощения гемато­
порфирина при 500—650 нм (лампа накаливания 100 вт с конденсором, 
комбинацией светофильтров ЖС-17, C3C-23, СЗС-24), 3-105 эрг/см2-сек.

При фотосенсибилизированной реакции наблюдается восстановление 
МВ2+ до МВ’+, однако в отличие от прямого восстановления фотовозбуж- 
денпым НАД-Н не происходит дальнейшего восстановления МВ‘+. Такое 
различие прямой и фотосенсибилизированной реакции, очевидно, связано 
с тем, что потенциал фотовосстановленного гематопорфирина не достигает 
0,8 в.

При использовании Фд в качестве акцептора электрона происходит его 
полное фотовосстановление, после чего наступает фотовосстановление ге­
матопорфирина, что видно по первоначальному уменьшению поглощения 
в области 465 и 420 нм (рис. 3) и последующему увеличению поглощения 
при 440, 500, 730 нм (образование дигидроформы 440, 730 нм и тетра­
гидроформы 500 нм восстановленного гематопорфирина (“)). При впуске 
воздуха идет полное обратимое окисление Фд-. После повторной откачки 
воздуха и освещения реакцию можно было повторить. При использовании 
НАДФ-Н как донора электрона при фотосенсибилизации гематопорфири­
ном скорость восстановления Фд была в два раза меньше, чем с НАД-Н.

Гематопорфирин способен к фотовосстановлению различными донора­
ми электрона (15). В наших опытах освещение водного раствора гемато­
порфирина с НАД-Н также приводило к образованию дигидро- и тетра­
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гидроформ восстановленного гематопорфирина (рис. 4). В контрольных 
опытах, когда растворы гематопорфирина и Фд освещались без донора 
электрона, наблюдается медленное (скорость реакции в 50 раз меньше) 
падение максимумов поглощения Фд. При пуске воздуха происходило 
лишь частичное обращение реакции. Так, при падении поглощения Фдпри 
465 нм на 25% возвращалась лишь половина Фд, при падении па 60% — 
около одной трети. Это явление можно объяснить тем, что гематопорфи­
рин фотосенсибилизирует восстановление Фд за счет электронодонорных 
групп самого белка и при этом происходит частичная деструкция Фд. По­
добное явление наблюдается при фотосенсибилизированном восстановле­
нии цитохрома (16).

Итак, результаты опытов могут быть выражены следующей схемой. 
Прямое фотовосстановление Фд возбужденным НАД-Н

НАД-Н + Фд НАД+ + Фд- + Н+.
Фотосенсибилизированное гематопорфирином (ГПФ) восстановление Фд

В цепи фотосинтетического переноса электрона образованный Фд“ вос­
станавливает НАД+ п НАДФ+ с помощью НАДФ-родуктазы; при световой 
активации НАД-Н и НАДФ-Н (или сенсибилизации) наблюдается обрат­
ная реакция, идущая «против» градиента термодинамического потенциала. 
Наиболее существенно, что в изученных реакциях при световой активации 
НАД-Н и НАДФ-Н восстановительный потенциал выше, чем у водородного 
электрода.

В заключение приносим благодарность доктору Д. Холлу, любезно пре­
доставившему нам лиофилизованный ферредоксин из сппрулины.

Институт биохимии им. А. Н. Баха Поступило
Академии наук СССР 21 XI 1974
Москва
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