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Среди различных стимуляторов фотопоглощения О2 в хлоропластах 
'(.реагентов Мелера) имеется группа физиологических метаболитов, пред­
ставленных ферредоксином, аскорбатом, флавинмононуклеотидом (ФМН), 
витамином К3, рядом органических кислот и другими соединениями. Акти­
вация поглощения О2 моно- и дикарбоновыми кислотами такими как ма­
лоновая, щавелевая и глиоксиловая связана с глубоким, необратимым их 
окислением, сопровождающимся выделением СО2 (’~3). Исследование ме­
ханизмов фотоокислительиых превращений органических кислот в хлоро­
пластах помимо выяснения связи обмена этого класса соединений со светом 
и отношения к фотодыханию, представляет существенный интерес с точки 
зрения понимания функциональной организации цепи фотосинтетического 
транспорта е- и его регуляции О2. В изучении активационных механизмов 
фотопоглощения О2 одним из важных является вопрос о локализации про­
цесса в электротранспортной цепи. Ранее нами было показано, что к чис­
лу характерных особенностей функционирования системы с органическими 
кислотами относится независимость переноса е“ на О2 от разобщения (‘). 
Отсутствие действия разобщителей (ХН4С1 и CH3NH2) могло свидетель­
ствовать о функционировании при этом нефосфорилирующего пути транс­
порта е~ или об отсутствии у электронного потока связи, по крайней мере, 
с местом сопряжения I.

Исследование вопроса о локализации реакции Мелера с органическими 
кислотами, предпринятое в настоящей работе, проводили по схеме, кото­
рая включала определение 1) активности поглощения О2 в сравнении и 
в сочетании с другими реагентами Мелера, место действия которых изве­
стно, 2) влияния на этот процесс 2,5-дибром-3-метил-6-изопропил-п-бензо- 
хинона (ДБТХ), блокирующего перенос е~ на фотосистему I (ф.с.1), 
3) влияния органических кислот на работу ф.с.1, 4) зависимости кванто­
вого выхода реакции с органическими кислотами от длины волны возбуж­
дающего света и 5) связи фотоокпслеипя органических кислот с фотофос­
форилированием.

Опыты проводили с хлоропластамп 10—14-дневных проростков гороха, 
полученными, как описано в работе (’). О2 определяли амперометрически 
с закрытым платиновым электродом (6), фотофосфорилирование — по убы- 
тп неорганического фосфора (7). Освещение в этих опытах белым светом 
.15000 лк от лампы накаливания. Родокспзменения дихлорфенолиндофенола 
(ДХФИФ) регистрировали па однолучевом дифференциальном спектрофо­

тометре при 590 им в процессе освещения. Интенсивность падающего света 
105 эрг-см-2-сек-1, измеряющего — менее 10 эрг-см-2-сек"1. Измерение 
квантового выхода поглощения О2 в реакции Мелера в зависимости от 
длины волны проводили с помощью монохроматора МДР-3. Источник осве­
щения — ксеноновая лампа ДКСШ-1000. Интенсивность монохроматиче­
ского света 6-104 эрг-см~2-сек~'* со спектральной шириной щели 11 нм. 
Измерения проводили через каждые 10 нм на линейном участке световой
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кривой процесса с суспензиями хлоропластов, полностью поглощающими 
падающий свет. Все опыты проводили при 20°.

Ферредоксин выделяли из 7-дневных проростков гороха в частично 
очищенном виде (8). Состав реакционных смесей: хлоропласты (хлорофилл 
0,1 мг/мл), NaCl 350 ыМ, MgCl 1,6 мМ, трис-HCl буфер 20 мЛ/ pH 7,2, 
органические кислоты 10 мТИ, метилвиологен 50 мкЛ7, эпинефрин 34 мкМ, 
ферредоксин 6,6 мкЛ7 ДБТХ любезно предоставлен Г. П. Кукарских.

Реакция Мелера с различными кофакторами при раздельном и совместном 
их действии

Таблица 1

Поглощение О2, мкмол. па 1 мг хлорофилла в час

Соединение
без кофактора 4-метилвнологен Н-эпинефрин ^ферредоксин

Малопат
Оксалат
Глиоксилат

7,3±0,6
6,3±0,2
7,3+0,4

10,5+0,3
17,1±0,6 (17,8)
15,7±0,4 (16,8)
16,9+0.3 (17.8)

9,6±0,7
13,9+0,8 (16,9)
16.5±1.6 (15,9)
15,1+0,3 (16,7)

9,4±0,6
15,2+1,4 (16.7)
15,1±0,3 (15,9)
14,4+0,5 (16,7)

Примечание. Данные приводятся без вычета эндогенного (без кофактора) поглощения
01. В скобках величины, рассчитанные на основе активностей, наблюдаемых с каждым кофак­
тором в отдельности.

Влияние ДБТХ на реакцию Мелера с различными кофакторами
Таблица 2

Соединение
Поглощение О2, мкмол. па 1 мг хлорофилла в час

исходное с ДБТХ

Малопат 8,1 + 1,1 7,1+1,0 (12)
Оксалат 6,3+0,8 6,2±0,9 (2)
Глиоксилат 8,9+1,2 8,1±1,1 (9)
Метилвиологен 10)1+0,9 0 (100)
Антрахинон - сульфонат 7.3±0,3 1.2+0,2 (85)
Эпинефрин 10,6±1,2 1.5=0,6 (86)

Примечание. Антрахинонсульфонат 0,8 мМ, ДБТХ 0,1 мкМ. Обмен О2 за счет кофак­
торной роли ДБТХ в этой концетрации был нулевым. В скобках ингибирование ДБТХ в % 
от исходного.

В табл. 1 представлены данные определения активностей поглощения 
О2 с органическими кислотами при раздельном и совместном их действии 
с реагентами Мелера, функционирующими в ф.с.1. При сочетании с метил- 
виологеном или ферредоксином органические кислоты могли использовать 
ОТ и Н2О3 — продукты аутоокисления этих кофакторов, а с эпинефрином—1 
конкурировать за О2~ и таким образом увеличивать скорости поглоще­
ния О2. Оказалось, что при одновременном присутствии органических кис­
лот с одним из реагентов Мелера, функционирующим в ф.с.1, независимо 
от различий в механизме стимулируемого ими поглощения О2, наблюдалось 
увеличение скоростей, которое соответствовало сумме активностей, про­
являемых каждым из реагентов в отдельности. Обнаруженная аддитив­
ность в действии органических кислот при сочетании с другими реагента­
ми Мелера свидетельствовала о независимости и отсутствии при этом кон­
куренции в транспорте е~. (

ДБТХ, отключающий перенос е- к ф.с.1 на уровне пластохинонов, прак­
тически полностью тормозил поглощение О2 с реагентами, действующими в 
ф.с.1, но незначительно с исследованными органическими кислотами 
(табл. 2). Результаты опытов с применением ДБТХ можно рассматривать 
как одно из прямых доказательств связи реакции Мелера с органическими 
кислотами с ф.с.П.
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квантового выхода 
кислорода с ор- 

метилвиологе-

Рис. 1. Зависимость 
процесса поглощения 
ганическими кислотами и 
пом от длины волны возбуждающего све­
та. 1 — маловат, 2 — оксалат, 3 — глиоксн- 

лат, 4 — метнлвпологен

Другим подтверждением этого вывода были результаты опытов по про­
верке влияния действия органических кислот па скорость окисления вос­
становленного ДХФИФ в ф.с.1. Фотоокислепие ДХФИФ-Н2 определяли в 
хлоропластах с заблокированной диуроном ф.с.П и при освещении 
красным светом >700 им (светофильтр КС-19). Органические кис­

лоты, как видно из данных табл. 3, 
обеспечивали лишь 15% от ско­
рости фотоокисления ДХФИФ-Н2, 
обнаруживаемой в присутствии ме- 
тилвиологена. При совместном дей­
ствии органических кислот и ме- 
тилвиологепа скорость процесса 
определялась редокспревращения- 
ми одного метилвиологена.

Зависимость квантового выхода 
реакции Мелера от длины волны 
возбуждающего света для всех трех 
органических кислот имели четкий 
максимум в области поглощения 
ф.с.П и «красное падение», в длин­
новолновой области (рис. 1) и так­
же не оставляли сомнений в связи 
реакции с ф.с.П. Для сравнения 
была определена зависимость кван­
тового выхода реакции с метилвио- 
логеном, место действия которого 
ф.с.1.

Одним из показателей локали­
зации действия того или иного ко­
фактора в электронтраспортпой пе­

ни является связь стимулируемого им электронного потока с фосфорилиро­
ванием. Кофакторы типа метилвиологена индуцируют работу 2х фотоси­
стем, обеспечивая эффективное фотофосфорилирование с участием мест 

Влияние органических кислот и 
метилвиологена па окисление 
ДХФИФ-Н2 в хлоропластах 

в фотосистеме I

Таблица 3

Соединение

Окисление ДХФИФ-Н2, 
мнмол. на 1 мг хлоро­

филла в час

исходное с мегилвио- 
логеном

Без добавок 0 159+5,0
Мало пат 22,5±2,5 140=4,5
Оксалат 23,5±3,0 142+4,0
Глиоксилат !3,5±3,0 152+7,0

Примечание. Содержание хлорофил­
ла 0,03 мг/мл, ДХФИФ 0,25 мМ, аскорбат 
•0,25 мМ, диурон 50 мкМ, метилвиологен 
•0,1 мМ.

Фотофосфорилирование в присутствии 
органических кислот, ФМН и НАДФ 

при раздельном и совместном 
их действии

Таблица 4

Соединение

Поглощение Р неорг,
мкмол. на 1 мг хлоро­

филла в час

исходное с ФМН С
НАДФ

Эндогенное 18,0 113,4 75.1
Малонат 15,1 138,6 72.4
Оксалат 12,0 115,6 69.0
Глиоксилат 13,5 114.9 72.0

Примечание. Содержание хлорофил­
ла 0,05 мг/мл, АДФ 5 мМ, К2НРО4 5 мМ. 
ФМН 0,34 иМ, НАДФ 0,34 мМ, трис-НС1 
буфер pH 7,4.

сопряжения I и II. С ДБТХ-кофактором переноса е~ у ф.с.П наблюдается 
примерно половинная эффективность фосфорилирования благодаря нали­
чию только одного места сопряжения (9, 10). В реакции Мелера с катала­
зой и спиртом, функционирующей, как было показано нами, в ф.с.П, абсо­
лютные величины образования АТФ соответствуют эндогенному уровню, 
обеспечиваемого процессом без экзогенных кофакторов. Аналогично про-
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цессу с этаполкаталазной ловушкой в реакции Мелера с тремя исследован­
ными органическими кислотами величина наблюдаемых активностей фос­
форилирования также не превышала эндогенных скоростей (табл. 4). 
В применяемых концентрациях малонат, оксалат п глиоксалат не обла­
дали разобщающим действием и не влияли на процесс образования АТФ 
с другими кофакторами нециклического фотофосфорилирования — ФМН и 
НАДФ. Возможно, что органические кислоты обеспечивают функциониро­
вание ограниченного участка электронтранспортпой цепи у ф.с.П от Н2О 
до первичного акцептора Q, который, по данным Жиро и Гальмиша (“), 
а также Джиквинта и соавт. (12) не включает места сопряжения.

На основе полученных в настоящей работе данных можно считать до­
казанным, что стимуляция фотопоглощения О2 в хлоропластах такими 
органическими кислотами как малоновая, щавелевая и глиоксиловая и, 
соответственно, их фотоокислительные превращения осуществляются в фо­
тосистеме II; вопрос о более точной локализации процесса в пределах 
фотосистемы II и о возможной связи его с сопряжением требует дополни­
тельного выяснения.

Московский государственный университет Поступило
им. М. В. Ломоносова 24 VI 1975
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