
65

БИОХИМИЯ,  2015,  том  80,  вып.  1,  с.  65  –  78

УДК 577.355.132

1 Институт биохимии им. А.Н. Баха РАН, 119071 Москва, 
Ленинский проспект, 33; электронная почта: bolychev@inbi.ras.ru

2 Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова,
физический факультет, 119991 Москва

3 Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова,
биологический факультет, 119991 Москва

4 Institute of Marine and Coastal Sciences, Rutgers, the State 
University of New Jersey, New Brunswick, New Jersey 08901, USA

Поступила в редакцию 24.06.14
После доработки 31.07.14

Для выяснения механизма регуляции переходных состояний фотосинтетического аппарата цианобактерий
исследовали активность фотосистем адаптированных к темноте клеток дикого типа (WT) цианобактерии
Synechocystis PCC 6803 и мутантов, у одного из которых (Ox–) вследствие отсутствия терминальных оксидаз
пул пластохинонов был восстановлен, а у другого (SDH–) из�за отсутствия сукцинатдегидрогеназы – окис�
лен. Измерение переменной флуоресценции и 77 К спектров флуоресценции клеток Synechocystis после 2 ч
инкубации в темноте показало, что фотосинтетический аппарат клеток WT и мутанта SDH– находился в
состоянии 1. Переменная флуоресценция мутанта Ox–, индуцированная светом 2 (620 нм) в присутствии ди�
урона, была в 1,5 раза ниже, чем у дикого типа и мутанта SDH–, что характерно для состояния 2. Высокая
скорость темнового восстановления П700+ в присутствии диурона и низкий уровень П700+ на свету 2 без ди�
урона указывали на высокую активность циклического переноса электронов через ФСI при состоянии 2 в
клетках Ox–. Освещение адаптированных к темноте клеток постоянным слабым светом 1 (440 нм) одновре�
менно со вспышками действующего света 2 (620 нм) не влияло на активность ФСII у WT и мутанта SDH– .
У мутанта Ox– в этих условиях наблюдалось возрастание переменной флуоресценции и содержания П700+

до уровня таковых у WT и SDH–, что указывало на ускорение линейного переноса электронов и переход фо�
тосинтетического аппарата Ox– из состояния 2 в состояние 1. Таким образом, ФСII при окисленном пуле
пластохинонов в состоянии 1 обнаруживала высокую активность, но была обратимо инактивирована в сос�
тоянии 2 при восстановленном пластохиноновом пуле. Эти изменения активности контролировались ре�
докс�состоянием пластохинонов через ускорение или замедление электронного транспорта на акцепторной
стороне ФСII.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: цианобактерии, мутанты, фотосистема II, NADP+, переходные состояния, пластохиноны.

Фотосинтетические организмы обладают нес�
колькими механизмами, позволяющими сохра�
нять высокую эффективность биоэнергетичес�
ких процессов при различных условиях освеще�
ния. Эти механизмы включают способность к

диссипации избытка энергии, поглощенной
пигмент�белковыми комплексами, и структур�
ные перестройки фотосинтетического аппарата,
оптимизирующие поглощение световой энер�
гии при изменении интенсивности и спектраль�
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ного состава света [1, 2]. Механизм перераспре�
деления поглощенной световой энергии между
ФСI и ФСII, позволяющий фотосинтезирую�
щим организмам изменять скорости переноса
электронов через фотосистемы в различных ре�
жимах освещения, известен как «быстрые»
(short�term) изменения организации фотосинте�
тического аппарата (так называемые переходы
между состояниями 1 и 2) [3–6]. Изменение сос�
тояния фотосинтетического аппарата зависит от
редокс�состояния переносчиков электронов
между фотосистемами [6–8]. При освещении
светом 1 клетки переходят в состояние 1 (ре�
зультат окисления PQ�пула и cyt b6/f), и светосо�
бирающая антенна направляет поглощенную
энергию преимущественно на ФСII. Переход в
состояние 2 вызван восстановлением перенос�
чиков электронов между фотосистемами, кото�
рое происходит при освещении светом 2, погло�
щаемым ФСII; при этом усиливается перенос
энергии от фикобилисом (PBS) к ФСI.

Механизм процессов, регулирующих смену
переходных состояний у цианобактерий, отли�
чается от механизма, функционирующего у рас�
тений, из�за различий в организации пигмент�
ного аппарата. В фотосинтетических мембранах
растений и водорослей, содержащих интеграль�
ный хлорофилл�а/b�светособирающий комплекс
(LHCII), изменение переходных состояний про�
исходит вследствие обратимого фосфорилирова�
ния комплекса LHCII, индуцирующего мигра�
цию LHCII между гранами (обогащены ФСII) и
стромальными мембранами (обогащены ФСI).
Протеинкиназа, фосфорилирующая LHCII, ло�
кализована в тилакоидной мембране, и ее актив�
ность может контролироваться редокс�состоя�
нием пула PQ и/или цитохромного комплекса
b6/f [6–9]. Тилакоидные мембраны цианобакте�
рий лишены LHCII, и основным светособираю�
щим комплексом служат немембранные фико�
билипротеиновые комплексы – PBS, направля�
ющие поглощенную световую энергию к ФСII и
ФСI [10–12]. В отличие от тилакоидных мемб�
ран эукариот тилакоидные мембраны цианобак�
терий обеднены ФСII [12, 13]. Наряду с фото�
синтетическими компонентами (PQ, cyt b6/f,
ФСI, ФСII) тилакоидные мембраны цианобак�
терий содержат компоненты дыхательной цепи
переноса электронов: NDH�1 и сукцинатдегид�
рогеназу (SDH), которые могут восстанавливать
пул PQ [14–16], а также терминальные оксида�
зы, способствующие окислению PQ�пула при
избытке восстановителя [17]. Несмотря на такие
отличия, цианобактерии также способны к пере�
ходным изменениям фотосинтетического аппа�
рата, которые зависят от редокс�состояния пула
PQ и цитохромного комплекса b6/f [8, 18, 19].

Для объяснения природы процессов, лежащих в
основе перераспределения поглощенной PBS
энергии между фотосистемами, было предложе�
но несколько механизмов: изменение эффектив�
ного сечения поглощения ФСII и ФСI в резуль�
тате латеральной диффузии PBS [20, 21]; измене�
ние степени агрегации комплекса ФСI (тример–
мономеры) и ФСII (димер–мономеры) [22–25];
модель подвижности всех пигмент�белковых
комплексов и передачи энергии по механизму
«spillover» [26]. Однако механизм влияния ре�
докс�состояния переносчиков электронов меж�
ду фотосистемами на процессы миграции энер�
гии у цианобактерий пока не выяснен. 

В темноте пул PQ в клетках цианобактерий
может быть восстановлен дыхательными дегид�
рогеназами NDH�1, NDH�2 и SDH, при этом
фотосинтетический аппарат переходит в состоя�
ние 2 [5, 8, 18, 27]. На свету NDH�1, которая
окисляет преимущественно NADPH [14, 28, 29],
может восстанавливать пул PQ, обеспечивая на�
ряду с Fd�зависимым NDH�1�зависимый путь
циклического транспорта электронов через ФСI
[30, 31]. У мутанта Synechococcus PCC 7002 с нару�
шением NDH�1�зависимого восстановления пу�
ла PQ вследствие мутации по NdhF�субъединице
NDH�1, а также у двойного мутанта без NdhF и
PsaE�субъединицы ФСI, у которого нарушены
NDH�1� и Fd�зависимые пути циклического
транспорта электронов, фотосинтетический ап�
парат находился преимущественно в состоянии 1
после 2 мин инкубации в темноте в присутствии
DCMU. Однако в анаэробных условиях или в
присутствии цианида калия (KCN) фотосинтети�
ческий аппарат этих мутантов переходил в состо�
яние 2 [27]. Показано, что у зеленой водоросли
Chlamydomonas reinhardtii переход фотосинтети�
ческого аппарата из состояния 1 в состояние 2
сопровождается переключением линейного пути
переноса электронов на циклический [32]. В сос�
тоянии 2 (активен циклический путь) обратимое
фотоингибирование ФСII более выражено, чем в
состоянии 1, когда преобладает линейный пере�
нос электронов [33]. Ускорение циклического пе�
реноса электронов у мутантов Synechocystis с за�
блокированными NDH�1� или Fd�зависимым
путями наблюдали при высокой интенсивности
освещения, достаточной для фотоинактивации
ФСII [31]. Таким образом, состояние фотосинте�
тического аппарата у цианобактерий может регу�
лироваться балансом между циклическим и ли�
нейным путями переноса электронов.

Показано, что в темноте основным путем пе�
реноса электронов из стромы цианобактериаль�
ной клетки в пул PQ является восстановление
пластохинонов сукцинатдегидрогеназой [29],
тогда как NDH�дегидрогеназы типов I и II регу�
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лируют в клетках уровень окисленных пиридин�
нуклеотидов (NADP+ и NAD+ соответственно),
от которого в свою очередь зависит поток элект�
ронов через SDH к пулу PQ. Поэтому у мутанта,
лишенного SDH, пул PQ в темноте более окис�
лен, чем у дикого типа [29]. В то же время вы�
держивание клеток цианобактерий в темноте в
течение нескольких часов также может приво�
дить к окислению пула PQ из�за снижения уров�
ня восстановителя в клетках в результате темно�
вого дыхания [14, 34]. В связи с этим можно
предполагать, что фотосинтетический аппарат
клеток дикого типа Synechocystis и мутанта SDH–

после инкубации в темноте должен был бы на�
ходиться в состоянии 1. В отличие от дикого ти�
па и SDH– у мутанта, лишенного терминальных
оксидаз, после темновой адаптации пул PQ вос�
становлен [35], и фотосинтетический аппарат
должен находиться в состоянии 2.

Цель данной работы состояла в выяснении
возможной роли ФСII в переходах фотосинтети�
ческого аппарата цианобактерий из одного сос�
тояния в другое. Для этого исследовали влияние
редокс�состояния хиноновых компонентов ак�
цепторной части ФСII на активность реакцион�
ных центров этой фотосистемы в клетках дикого
типа Synechocystis PCC 6803 и мутантов SDH–

[16] и Ox– [36], лишенных, соответственно, сук�
цинатдегидрогеназы и терминальных оксидаз
(СtaI, СtaII и Сyd). Чтобы обнаружить измене�
ние состояния фотосинтетического аппарата ци�
анобактерий использовали свет, поглощаемый
преимущественно фикобилисомами (620 нм –
свет 2), и свет, поглощаемый хлорофилл�белко�
выми комплексами (440 и 680 нм – свет 1). По�
лученные данные указывают на различное ис�
ходное состояние реакционных центров ФСII и
фотосинтетического аппарата в клетках исследо�
ванных штаммов цианобактерии после темно�
вой адаптации. При использовании света 2 (620 нм)
у дикого типа и мутанта SDH– наблюдалось сос�
тояние 1, тогда как у мутанта, лишенного окси�
даз, обнаруживалось состояние 2. Низкий выход
переменной флуоресценции в присутствии диу�
рона в состоянии 2 и возрастание переменной
флуоресценции при переходе в состояние 1 на
фоне постоянного света 1 у мутанта, лишенного
оксидаз, указывает на обратимую инактивацию
ФСII при формировании состояния 2 фотосин�
тетического аппарата цианобактерий.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клетки дикого типа цианобактерии Synecho+
cystis PCC 6803 и мутантов Ox– (ctaCDE–/cydAB–/
/ctaDEII–, лишенный оксидаз) [36] и SDH–

(sll1625–/sll0823–, лишенный сукцинатдегидро�
геназы) [16] выращивали фотоавтотрофно в те�
чение 4–5 дней при 30° при постоянном освеще�
нии дневным светом 40 мкмоль м–2 с–1 и непре�
рывном перемешивании в жидкой минеральной
среде BG11 [37] с добавлением соответствую�
щих антибиотиков. Клетки собирали мягкой
фильтрацией на фильтрах («Nalgene», США,
размер пор 0,45 μм, объем 150 мл) при помощи
ручного вакуумного насоса («Nalgene», США) и
разбавляли средой до нужной плотности сус�
пензии. Концентрацию хлорофилла определяли
в 80%�ных ацетоновых экстрактах по методу
Лихтенталер [38]. Собранные клетки выдержи�
вали 1,5–2 ч в темноте (для перевода фотосинте�
тического аппарата мутанта Ox– в состояние 2, а
дикого типа – в состояние 1) или 30 мин на све�
ту от лампы накаливания (25 мкмоль м–2 с–1) для
перевода фотосинтетического аппарата Ox– в
состояние 1.

Спектры флуоресценции при 77 К регистри�
ровали с использованием спектрофлуориметра
RF�5301PC («Shimadzu», Япония) при содержа�
нии хлорофилла в образцах 1,5–2 мкг/мл в кю�
вете толщиной 0,1 см; ширина щели монохро�
матора для возбуждающего света 570 нм была
5 нм, а монохроматора, пропускающего испус�
кание – 3 нм. Спектры флуоресценции исправ�
лены на спектральную чувствительность прибо�
ра и нормированы в максимуме при 722 нм.

Чтобы перевести фотосинтетический аппа�
рат всех штаммов Synechocystis после темновой
адаптации (предполагаемое состояние 2 у мутан�
та Ox–) в состояние 1, клетки освещали непре�
рывным светом 680 или 440 нм (70 мкмоль м–2 с–1)
в течение 1 мин в присутствии 5 × 10–5 М
DCMU. Ингибитор вносили в образец за 2 мин
до измерения. Индукцию флуоресценции ФСII
клеток Synechocystis регистрировали при ком�
натной температуре при помощи импульсного
флуориметра РАМ�101 («Walz», Германия) [39].
При измерении индукции флуоресценции в ка�
честве источника света использовали галогено�
вую лампу (КL 1500) и интерференционные
фильтры BPF�680 с полушириной пропускания
35 нм («Фотооптик», Россия) или BPF�440/10 с
полушириной пропускания 10 нм («Фотооп�
тик», Россия) с тепловым фильтром («Balzers»,
Лихтенштейн). 

При измерении кинетики индукции флуо�
ресценции в импульсном режиме освещения (в
отсутствие DCMU) при помощи флуориметра
РАМ�101 источником действующего света 620 нм
(1 с, 300 мкмоль м–2 с–1) служила управляемая
лампа (High Power Led_Lamp, Control Unit HPL�C)
на основе светодиодов («Walz», Германия); вре�
мя между вспышками составляло 15 с. Кинети�
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ческая кривая представляла собой среднюю из
7–10 последовательно зарегистрированных кри�
вых. Дополнительную подсветку непрерывным
светом 440 нм (70 мкмоль м–2 с–1) осуществляли
при помощи галогеновой лампы (КL 1500) и ин�
терференционного фильтра BPF 440/10 без пред�
освещения. 

Изменение поглощения П700 при 810 нм
(против 870 нм) регистрировали с использова�
нием двухволновой приставки ED�P700DW к
РАМ�101 («Walz», Германия) [40] и такого же
действующего света, как и при измерении кине�
тики индукции флуоресценции в импульсном ре�
жиме освещения (620 нм, 300 мкмоль м–2 с–1, 1 с).

Интенсивность действующего света 680 нм
определяли при помощи измерителя мощности

излучения «Optical Power Meter System» («Thorlabs»,
Германия). Для измерения интенсивности действу�
ющего света 440 и 620 нм использовали также
квантометр Quantitherm (QRT1, «Hansatech»,
Германия). Измерения проводили при концент�
рации хлорофилла 5 или 10 мкг мл–1 в кювете
толщиной 1 см.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клетки мутанта Ox–, выдержанные 2 ч в тем�
ноте, характеризовались низким выходом пере�
менной флуоресценции в присутствии DCMU
по сравнению с клетками дикого типа и мутанта
SDH– (рис. 1, а и б). Однако после 30 мин инку�
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Рис. 1. Кинетика переменной флуоресценции клеток Synechocystis дикого типа (WT) и мутантов Ox– и SDH–, выдержан�
ных 2 ч в темноте (а и б) или освещенных 30 мин белым светом 25 мкмоль м–2 с–1 (в и г). На панелях б и г FV – компонент
переменной флуоресценции. Измерения в присутствии 5 × 10–5 М DCMU; действующий свет 620 нм (30 мкмоль м–2 с–1).
Каждая кривая представляет собой среднюю из трех, полученных в трех независимых экспериментах. Содержание хлоро�
филла в образцах – 10 мкг мл–1
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бации на белом свету клетки дикого типа и обо�
их мутантов практически не различались по ки�
нетике переменной флуоресценции (рис. 1, в и г).
Переменная флуоресценция клеток дикого типа
и SDH–, в отличие от таковой мутанта Ox–, поч�
ти не изменялась после 30 мин инкубации на
свету (рис. 1). Судя по одинаковому выходу пе�
ременной флуоресценции после инкубации на
свету, все три исследованных штамма характе�
ризовались одинаковым относительным содер�
жанием ФСII (рис. 1, г). Низкая величина пере�
менной флуоресценции после 2 ч темноты у му�
танта Ox– по сравнению с таковой клеток, вы�
держанных на свету, могла свидетельствовать о
состоянии 2 фотосинтетического аппарата, ха�
рактеризующемся низкой активностью ФСII
[41]. Кроме низкого выхода переменной флуо�
ресценции выдержанные в темноте клетки Ox–

характеризовались более высокой скоростью тем�
нового восстановления П700+ (τ1/2 = 155 ± 42 мс) по
сравнению с таковыми дикого типа (415 ± 103 мс)
и мутанта SDH– (416 ± 110 мс), если измерения
проводили на свету 730 нм (4000 мкмоль м–2 с–1,
1 с) в присутствии DCMU. Эти данные свиде�
тельствуют о высокой скорости циклического
переноса электронов в клетках мутанта, лишен�
ного дыхательных оксидаз.

Показано, что состояние фотосинтетическо�
го аппарата зависит от редокс�состояния пере�
носчиков электронов между фотосистемами [8,
18, 19]. Для оценки редокс�состояния пула PQ в
клетках дикого типа и мутантов Synechocystis бы�
ли рассчитаны отношения площади над кривой
индукции флуоресценции с DBMIB и аскорба�
том (SDBMIB) к площади над кривой индукции
флуоресценции с DCMU (SDCMU) [42]. Для адап�
тированных к темноте клеток дикого типа и му�
танта SDH– соотношение площадей было приб�
лизительно одинаково, тогда как у мутанта Ox–

это соотношение было очень низким (рис. 2),
что согласуется с данными о более высоком
уровне восстановления пула PQ у мутанта Ox–,
лишенного терминальных оксидаз [35]. 

О переходе фотосинтетического аппарата
мутанта Ox– в состояние 1 после инкубации на
свету свидетельствуют результаты анализа 77 К
спектров флуоресценции клеток дикого типа и
мутантов. Клетки адаптированного к темноте
мутанта Ox– обнаруживали самый низкий выход
флуоресценции по сравнению с клетками дико�
го типа и мутанта SDH– в области испускания
ФСII, о чем судили по соотношению выходов
флуоресценции F692/F722 (таблица, рис. 3). После
освещения в течение 30 мин у дикого типа флу�
оресценция ФСII возрастала незначительно
(рис. 3, а), тогда как у Ox– наблюдалось наи�
большее возрастание выхода флуоресценции в

области испускания ФСII (684 и 692 нм) (рис. 3, б),
а у SDH– выход 77 К флуоресценции ФСII даже
немного снижался (таблица; рис. 3, в). Увеличе�
ние выхода флуоресценции в области испуска�
ния ФСII (684 и 692 нм) характеризует переход
фотосинтетического аппарата из состояния 2 в
состояние 1 [23, 27]. 

Любой видимый свет в присутствии DCMU
действует как свет 1 (возбуждает ФСI и окисля�
ет пул PQ), переводя клетки цианобактерий в
состояние 1 [27]. Для выявления состояния фо�
тосинтетического аппарата мутантов мы иссле�
довали индукцию флуоресценции выдержанных
в течение 2 ч в темноте клеток Synechocystis под
действием непрерывного красного света 680 нм
или синего света 440 нм в присутствии DCMU.
Под действием света 680 нм клетки мутанта Ox–

обнаруживали быстрое возрастание флуорес�
ценции до уровня, совпадающего с уровнем
флуоресценции при предварительной вспышке
насыщающего света (FMD) (рис. 4). Затем воз�
растание замедлялось, достигая максимума в те�
чение 1 мин освещения, причем этот макси�
мальный уровень (FML) совпадал с уровнем флу�
оресценции при вспышке насыщающего света,
данной через 15–20 сек после выключения све�
та 680 нм (рис. 4). Клетки дикого типа
Synechocystis, выдержанные в темноте в течение
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Рис. 2. Отношение площади над кривой FV�компонента
переменной флуоресценции в присутствии 60 μМ DBMIB
(SDBMIB) к площади над кривой FV�компонента переменной
флуоресценции в присутствии 5 × 10–5 М DCMU и 60 μМ
DBMIB (SDCMU), вычисленное для клеток Synechocystis ди�
кого типа (WT) и мутантов Ox– и SDH–, выдержанных 2 ч
в темноте; отношения представляют собой средние ± s.d.
из значений, полученных в пяти независимых экспери�
ментах
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2 ч, лишь в незначительной степени демонстри�
ровали изменение флуоресценции под действи�
ем света 680 нм (рис. 4). У мутанта SDH– мед�
ленная фаза нарастания флуоресценции прак�
тически исчезала, причем показатели FMD и FML

мало отличались и почти совпадали с макси�
мальным уровнем флуоресценции после осве�
щения насыщающим светом 620 нм (рис. 4). 

Поскольку свет, проходящий через свето�
фильтр 680 нм, частично поглощается PBS, сос�
тояние которых могло бы определять состояние
фотосинтетического аппарата цианобактерий,
то для сравнения в качестве действующего был
использован свет 440 нм, который поглощается
лишь хлорофиллами и каротиноидами. Кинети�
ка переменной флуоресценции клеток дикого
типа и мутантов Synechocystis при освещении
светом 440 нм не отличалась существенно от та�
ковой, измеренной на свету 680 нм (рис. 5, а).
Очевидно, свет 440 нм, не поглощаемый PBS, в
присутствии диурона вызывал такое же измене�
ние состояния фотосинтетического аппарата,
как и свет 680 нм, частично поглощаемый PBS.
Несмотря на то, что свет 680 нм (частично «фи�
кобилиновый») и свет 440 нм («хлорофильный»)
вызывали одинаковые изменения флуоресцен�
ции ФСII, свет 680 нм оказался примерно в 2 ра�
за более эффективным для достижения макси�
мального выхода флуоресценции, чем свет 440 нм
(рис. 5, б). 

Ранее было показано, что изменение состоя�
ний фотосинтетического аппарата цианобакте�
рий можно оценить по относительному возрас�
танию флуоресценции ФСII (FML – FMD)/FMD

после освещения светом в присутствии DCMU
[27]. На рис. 6, а в виде диаграммы представле�
ны показатель изменения состояния пигмент�
ного аппарата (FML – FMD)/FMD и показатели, ха�
рактеризующие квантовый выход активности
ФСII до (FMD – F0D)/FMD и после (FML – F0L)/FML

освещения 680 нм. Клетки мутанта Ox– характе�
ризовались самым высоким показателем изме�
нения состояний фотосинтетического аппарата
после освещения клеток Synechocystis, инкуби�
рованных в темноте (рис. 6, а). При этом кван�
товый выход активности ФСII до и после осве�
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Рис. 3. Типичные 77 К спектры флуоресценции клеток дико�
го типа Synechocystis (а) и мутантов Ox– (б) и SDH– (в), адап�
тированных к темноте (черная линия) или освещенных в те�
чение 30 мин белым светом (серая линия). К освещенным
образцам добавляли 5 × 10–5 М DCMU за 5 мин до замора�
живания для получения состояния 1 фотосинтетического
аппарата; λвозб – 570 нм, спектры нормированы при 722 нм
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щения светом 680 нм достоверно не отличался
ни у мутантов, ни у дикого типа. На диаграмме
(рис. 6, б) видно, что прирост максимальной
флуоресценции (FM) у мутанта Ox– происходил
за счет возрастания F0 (на 15–20%), испускае�
мой преимущественно PBS, и увеличения FV (на
50–60%), отражающей активность реакционно�
го центра ФСII. По�видимому, после освещения
действующим светом в течение 1 мин в присут�
ствии DCMU у мутанта Ox– возрастало относи�
тельное содержание активных (определяемых
по переменной флуоресценции) реакционных
центров ФСII. В отличие от Ox– ни у дикого ти�
па, ни у мутанта SDH–, адаптированных к тем�
ноте, не наблюдалось значительного возраста�
ния FV после действующего света 680 нм; напро�
тив, у SDH– наблюдалось даже некоторое (на
5–10%) уменьшение этого параметра (рис. 6, б).
Эти данные свидетельствуют о том, что исход�
ное функциональное состояние ФСII мутанта
Ox–отличалось от такового дикого типа и мутан�
та SDH– и изменялось под действием непрерыв�
ного света в присутствии DCMU. 

Для выяснения состояния реакционных
центров ФСII в клетках Synechocystis измеряли
индукцию флуоресценции под действием им�
пульсного (1 с) света 620 нм интенсивностью
300 мкмоль м–2 с–1 в отсутствие DCMU (рис. 7).
Действительно, на рис. 7, а хорошо видно, что
кинетика переменной флуоресценции клеток
Ox– существенно отличается от таковой клеток
дикого типа и SDH–. В классической секундной
кинетике переменной флуоресценции выделя�

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  1  2015

71

Рис. 4. Кинетика переменной флуоресценции клеток
Synechocystis дикого типа WT (черная линия), мутантов Ox–

(светло�серая линия) и SDH– (серая линия), выдержанных
2 ч в темноте. Измерения в присутствии 5 × 10–5 М DCMU;
измерительный свет 650 нм (<1 мкмоль м–2 с–1, 1,6 кГц),
действующий свет 680 нм (70 мкмоль м–2 с–1, 1 мин). До и
после освещения действующим светом 680 нм клетки
кратковременно (1 с) освещали вспышкой насыщающего
света 620 нм (4800 мкмоль м–2 с–1). На рисунках обозначе�
ны выходы фоновой (F0), переменной (FV) и максимальной
(FM) флуоресценции до (F0D, FVD, FMD) и после (F0L, FVL,
FML) освещения клеток светом 680 нм. Каждая кривая
представляет собой среднюю из трех, полученных в трех
независимых экспериментах. Содержание хлорофилла во
всех образцах – 10 мкг мл–1
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ют фазы O–J–I–P. Фаза J связана с восстанов�
лением первичного хинонового акцептора QA,
находящегося в динамическом равновесии с пу�
лом PQ, фаза I отражает возрастание концентра�
ции восстановленного QB, а фаза Р обусловлена
накоплением QA

–QB
2– и PQH2 [43–45]. В клетках

мутанта Ox–, выдержанных 2 ч в темноте, в от�
личие от дикого типа и SDH–наблюдалось сни�
жение флуоресценции после фазы J, тогда как у

дикого типа и SDH– в тех же условиях происхо�
дило лишь нарастание флуоресценции (рис. 7, а).
На рис. 7, б показаны редокс�превращения
П700, измеренные в тех же условиях, что и ин�
дукция флуоресценции. Пунктирная линия по�
казывает, что появление фазы I (примерно 50 мс
от начала освещения) в клетках дикого типа и
мутанта SDH– совпадает с началом ревосста�
новления П700+, отражающим исчерпание ак�
цепторов ФСI, вероятно, из�за инактивации
FNR в процессе длительной темновой адапта�
ции клеток [46]. При одинаковом относитель�
ном содержании реакционных центров ФСII во
всех штаммах (рис. 1, в и г) у Ox– наблюдалось
более быстрое ревосстановление П700+ в пер�
вые 200 мс освещения (рис. 7, б). Одновременно
с высокой скоростью ревосстановления П700+ в
клетках Ox– наблюдалось падение выхода пере�
менной флуоресценции (редукция фазы I) сразу
после фазы J. При дополнительном освещении
клеток Ox– непрерывным светом 440 нм кинети�
ка переменной флуоресценции становилась по�
хожей на таковую клеток дикого типа и мутанта
SDH– (рис. 7, в). В то же время кинетика пере�
менной флуоресценции, измеренная у клеток
дикого типа и мутанта SDH–, при подсветке
непрерывным светом 440 нм мало отличалась от
исходной. Отметим, что на фоне непрерывного
света 440 нм кинетика редокс�превращений
П700 у всех типов клеток также была одинакова
(рис. 7, г). Полученные данные указывают на то,
что свет 2 (620 нм), поглощаемый преимущест�
венно PBS, активировал циклический перенос
электронов в ФСI мутанта Ox–, при этом актив�
ность ФСII была подавлена, и фотосинтетичес�
кий аппарат находился в состоянии 2. Освеще�
ние светом 1 (440 нм) смещало баланс потока
электронов в сторону линейного переноса, при
этом повышался выход флуоресценции ФСII в
клетках Ox–, и фотосинтетический аппарат пе�
реходил из состояния 2 в состояние 1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Сравнительное исследование переменной
флуоресценции ФСII и 77 К спектров флуорес�
ценции адаптированных к темноте клеток дико�
го типа и мутантов Synechocystis выявило состоя�
ние 2 фотосинтетического аппарата у лишенно�
го терминальных оксидаз мутанта Ox– с восста�
новленным пулом PQ [35] и состояние 1 у кле�
ток дикого типа и мутанта SDH– с нарушенным
восстановлением пула PQ [16]. Действующий
свет 1 в присутствии или в отсутствие DCMU
переводил фотосинтетический аппарат мутанта
Ox– из состояния 2 в состояние 1. В состоянии 1
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Рис. 6. Показатели флуоресценции до и после освещения
клеток Synechocystis действующим светом 680 нм. а – По�
казатель изменения состояния фотосинтетического аппа�
рата (FML – FMD)/FMD и показатели, характеризующие кван�
товый выход ФСII (FM – F0)/FM до (Т = (FMD – F0D)/FMD) и
после (С = (FML – F0L)/FML) освещения клеток дикого типа
(WT) и мутантов SDH– и Ox–; б – отношение фоновой
флуоресценции до освещения к таковой после освещения
светом 680 нм (F0L/F0D) и переменной флуоресценции до
освещения к таковой после освещения 680 нм (FVL/FVD).
Условия измерения и обозначения параметров кинетики
флуоресценции, использованные в расчетах, – как на рис. 4.
Диаграммы построены по средним значениям параметров
± s.d. из 5–7 независимых экспериментов
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(у мутанта SDH– или мутанта Ox– после освеще�
ния светом 1) более выражен линейный перенос
электронов, чем в состоянии 2. Состояние 2 (у
адаптированного к темноте мутанта Ox–) харак�
теризовалось высокой скоростью циклического
переноса электронов, что подтверждает полу�
ченные ранее данные на клетках других циано�
бактерий [8, 23].

Судя по одинаковому выходу переменной флу�
оресценции (FV) в присутствии DCMU (рис. 1, г),

клетки дикого типа и мутантов не отличались по
содержанию ФСII. Поэтому возрастание выхода
максимальной флуоресценции у мутанта Ox–

после 30 мин инкубации на свету могло быть
связано с переходом фотосинтетического аппа�
рата из состояния 2, характеризующегося низ�
кой активностью ФСII после выдерживания в
темноте [27, 41], в состояние 1. Более низкий
выход флуоресценции при 77 К в области испус�
кания ФСII (684 и 692 нм) у мутанта Ox–, адап�
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Рис. 7. Кинетика переменной флуоресценции (а и в) и фотоиндуцированные изменения поглощения П700 (б и г) клеток
Synechocystis дикого типа (WT) и мутантов (Ox–) и (SDH–), выдержанных 2 ч в темноте. Измерения проводили в отсутствие
DCMU: а и б – с действующим светом 620 нм (300 мкмоль м–2 с–1, 1 с), в и г – с действующим светом 620 нм на фоне неп�
рерывного света 440 нм (70 мкмоль м–2 с–1). Кривые представляют собой средние из трех независимых экспериментов.
O–J–I–P – фазы флуоресценции; содержание хлорофилла в образцах – 5 мкг мл–1
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тированного к темноте, по сравнению с тако�
вым после освещения (таблица, рис. 3, б), также
свидетельствовал о состоянии 2 фотосинтети�
ческого аппарата [8, 23, 27, 41].

Анализ кинетики переменной флуоресцен�
ции клеток Synechocystis, выдержанных в темно�
те в течение 2 ч, показал, что у мутанта Ox– ак�
тивность реакционных центров ФСII в присут�
ствии диурона в 1,5 раза ниже, чем у дикого ти�
па и мутанта SDH– (рис. 1, 4 и 5, а). При освеще�
нии действующим светом 680 или 440 нм клеток
Ox– переменная флуоресценция постепенно
возрастала, достигая за 1 мин уровня перемен�
ной флуоресценции клеток дикого типа и му�
танта SDH– (рис. 4 и 5, а). Подобную кинетику
флуоресценции регистрировали ранее в клетках
дикого типа цианобактерии Cyanothece sp. и объ�
яснили эти изменения выхода флуоресценции
переходом фотосинтетического аппарата клеток
цианобактерии из состояния 2 в состояние 1
[23]. В клетках дикого типа и мутанта SDH– не
наблюдались столь выраженные изменения ак�
тивности ФСII после освещения в присутствии
DCMU. Поскольку переходные изменения фо�
тосинтетического аппарата цианобактерий за�
висят от редокс�состояния пула PQ [8, 18, 19], то
полученные нами данные указывают на отличие
редокс�состояния акцепторной части ФСII му�
танта Ox– от такового акцепторной части ФСII
дикого типа и мутанта SDH после инкубации всех
штаммов в темноте. Это предположение подтверж�
дается более низким отношением площади над
кривой индукции флуоресценции с DBMIB и
аскорбатом (SDBMIB) к площади над кривой ин�
дукции флуоресценции с DCMU (SDCMU) у му�
танта Ox– по сравнению с диким типом и мутан�
том SDH– (рис. 2), что свидетельствует о более
восстановленном пуле PQ у мутанта Ox–.

Низкий выход переменной флуоресценции
коррелировал с высокой скоростью как темно�
вого восстановления П700+ в присутствии диу�
рона, так и восстановления П700+ на начальном
этапе (~200 мс) освещения в клетках мутанта
Ox– без диурона (рис. 1; 7, а и б). При одинако�
вом относительном содержании реакционных
центров ФСII во всех штаммах клеток (рис. 1, г)
более быстрое ревосстановление П700+, наблю�
даемое в течение первых 200 мс освещения у му�
танта Ox– по сравнению с клетками дикого типа
и SDH– (рис. 7, б), может указывать на большую
скорость циклического переноса электронов у
этого мутанта из�за более восстановленного пу�
ла PQ и, возможно, из�за ингибирования FNR
при длительной темновой адаптации клеток.

Кроме высокой скорости восстановления
П700+ в клетках Ox– наблюдалось падение выхода
переменной флуоресценции (редукция фазы I)

сразу после фазы J в секундной кинетике индукции
флуоресценции (рис. 7, а) и появление этой фазы
на фоне непрерывного света 440 нм (рис. 7, в).
Предполагается, что снижение выхода перемен�
ной флуоресценции сразу после J�фазы под
действием интенсивного света может быть свя�
зано с обратимым ингибированием донорной
части ФСII, а появление фаз I и P переменной
флуоресценции ФСII может отражать обрати�
мое восстановление акцепторной стороны ФСI
[46]. В связи с этим снижение выхода перемен�
ной флуоресценции сразу после J�фазы (редук�
ция фазы I, рис. 7, а) у клеток Ox– может отра�
жать подавление донорной части ФСII. Появле�
ние фаз I и P у этого мутанта при дополнитель�
ном непрерывном освещении 440 нм (рис. 7, в)
может указывать на ускорение линейного транс�
порта электронов между фотосистемами и вос�
становление всех переносчиков электронов це�
пи до акцепторной части ФСI (Fd). Вероятно, у
мутанта Ox–, имеющего после длительной тем�
новой инкубации восстановленный PQ�пул и
низкую активность FNR, реокисление восста�
новленного Fd в прямой реакции было замедле�
но во время вспышки «фикобилисомного» света
(620 нм). Это могло приводить к ускорению
циклических реакций через ФСI и/или увеличе�
нию вероятности рекомбинации заряда в ФСI
(схема, а). Следствием этого могло быть замед�
ление связывания окисленного хинона из пула
PQ с QB�сайтом и снижение скорости реокисле�
ния QА

– как на свету 2, так и в темновые интерва�
лы между вспышками (схема, а). Очевидно, до�
полнительный непрерывный слабый синий свет
замещал периоды темноты между импульсами
света 2 (620 нм), но не мог индуцировать столь
быстрые циклические и/или обратные реакции
в ФСI, как свет 2, поэтому реокисление QА

– и QВ
–

существенно ускорялось. Мы предполагаем, что
различие в действии света 1 и 2 связано не толь�
ко с режимом освещения, но и с разным разме�
ром светособирающей антенны ФСII для света 2
и света 1. На рис. 5, б видно, что свет 680 нм,
поглощаемый хлорофиллом и лишь частично
фикобилисомами, был вдвое эффективнее для
возбуждения ФСII, чем свет 1 (440 нм), погло�
щаемый только хлорофиллом. Эти данные объ�
ясняются тем, что содержание хлорофилла в
ФСII цианобактерий в 3–4 раза ниже такового в
ФСI, и PBS, поглощающие в области 570–650 нм,
существенно увеличивают эффективное сече�
ние поглощения ФСII, что позволяет цианобак�
териям поддерживать баланс поглощения энер�
гии и электронного транспорта между фотосис�
темами [12, 13]. 

В условиях накопления восстановленного QА

(при ингибировании электронного транспорта
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между QА и QВ) возможно тушение флуоресцен�
ции реакционных центров ФСII при рекомби�
нации заряда между QА

– и П680+ [43, 47–49]. По�
казано, что освещение тилакоидов вспышками
инактивирует ФСII гораздо сильнее, чем осве�
щение эквивалентным количеством энергии в
виде постоянного освещения [50, 51]. Это объ�
яснялось тем, что в темновых интервалах между
вспышками в тилакоидах происходит обратный
перенос электронов с хиноновых акцепторов на
П680+, что, возможно, сопровождается безизлу�
чательной рекомбинацией заряда с S�состояни�
ями донорной части ФСII. Эти процессы могут
быть причиной обратимого тушения флуорес�
ценции реакционных центров ФСII при фото�
ингибировании [51]. Тушение флуоресценции
при фотоингибировании коррелирует со сниже�
нием выхода 77 К флуоресценции ФСII при 692 нм
[52]. Низкий выход флуоресценции при 692 нм
наблюдался в спектрах 77 К флуоресценции
адаптированного к темноте мутанта Ox– и за�
метно возрастал после освещения (рис. 3; табли�
ца). У дикого типа после освещения флуорес�
ценция при 692 нм возрастала лишь незначи�
тельно, а у SDH– такого возрастания не наблю�
далось (таблица).

При переходе из состояния 2 в состояние 1
клеток Ox– после освещения непрерывным све�
том 680 или 440 нм с DCMU зарегистрировано

одновременное возрастание выхода фоновой F0

(15–20%), испускаемой преимущественно PBS
(на свету 650 нм), и выхода FV (50–60%) реакци�
онных центров ФСII (рис. 6, б). Ранее высказы�
валось предположение о том, что в состоянии 2
кор�комплексы ФСII и PBS меняют взаиморас�
положение [20, 21], а также сообщалось о корре�
ляции между редокс�состоянием QA и движени�
ем PBS при изменении состояний фотосинтети�
ческого аппарата Synechocystis [53]. Учитывая
более высокую чувствительность реакционных
центров ФСII клеток Ox– к DCMU в состоянии 1
по сравнению с состоянием 2 (рис. 4 и 5, а),
можно предполагать, что переход одного состо�
яния в другое осуществляется благодаря изме�
нению активности ФСII, сопряженному с изме�
нением взаиморасположения белков D1 и D2

ФСII и комплекса PBS. 
Анализ полученных нами результатов при�

водит к выводу о том, что при освещении адап�
тированных к темноте клеток Ox– «фикобили�
сомным» светом (620 нм) восстановленный пул
PQ и, возможно, низкая активность FNR после
длительной темновой инкубации могут приво�
дить к смещению динамического равновесия
между QВ�сайтом и пулом PQ в сторону восста�
новленного QВ и, следовательно, к замедлению
скорости окисления QА

–, что в свою очередь вы�
зывает изменение активности ФСII (подавление
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Схема. Пути линейного и циклического переноса электронов в клетках адаптированных к темноте мутантов Synechocystis:
лишенного оксидаз – Ox– (а) и лишенного сукцинатдегидрогеназы – SDH– (б). Панель а: PQ на сером фоне – восстанов�
ленный пул пластохинонов, ФСII на сером фоне – инактивированная ФСII. Панель б: PQ на светлом фоне – окислен�
ный пул пластохинонов, ФСII на светлом фоне – ФСII, активная, как в диком типе. Черными стрелками со звездочками
отмечены обратные реакции, протекающие с высокой скоростью и приводящие к инактивации ФСII при возбуждении
фотосистем импульсным светом 620 нм, серыми стрелками отмечены обратные реакции, скорость которых недостаточна
для инактивации ФСII, прерывистыми стрелками показаны реакции, протекающие с низкой скоростью. Cyd и cox (ctaI) –
терминальные оксидазы

а                                                          б
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донорной части, кооперативное изменение кон�
формации белков D1 и D2 и комплекса PBS)
(схема, а). Поскольку в адаптированных к тем�
ноте клетках дикого типа и мутанта SDH– PQ�
пул значительно более окислен, чем у Ox– (рис. 2),
то в таких клетках свет 620 нм данной интенсив�
ности даже при низкой активности FNR не при�
водит к замедлению ре�окисления QА

– и после�
дующего восстановления QВ и пула PQ (рис. 7;
схема, б). 

Совокупность полученных данных по кине�
тике и низкотемпературным спектрам флуорес�
ценции указывает на то, что после выдержива�
ния клеток Synechocystis в темноте в течение 2 ч
фотосинтетический аппарат мутанта Ox– нахо�
дился в состоянии 2, тогда как у мутанта SDH– –
в состоянии 1 и у клеток дикого типа – в состо�
янии, близком к состоянию 1. Состояние 2 фо�
тосинтетического аппарата у мутанта Ox– харак�
теризовалось низкой переменной флуоресцен�

цией и низким выходом 77 К флуоресценции
при 692 нм, которые возрастали при переходе
фотосинтетического аппарата в состояние 1.
Полученные данные указывают на обратимую
инактивацию ФСII в состоянии 2 цианобакте�
рий, вызванную восстановленным состоянием
PQ�пула. Мы предполагаем, что соотношение
скоростей прямого и циклического потоков
электронов через ФСI, которое может регулиро�
вать состояние фотосинтетического аппарата,
определяется не только уровнем восстановле�
ния PQ�пула и активностью FNR, но и эффек�
тивным сечением поглощения светособираю�
щей антенны ФСII, которое у цианобактерий
зависит от длины волны действующего света. 
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To clarify the mechanism of state transitions in the cyanobacterium Synechocystis PCC 6803, the activities of the pho�
tosystems were investigated for dark�adapted wild�type (WT) cells and its mutants, in one of which (Ox–) the plasto�
quinone pool was reduced because of lack of terminal oxidases, and in another one (SDH–) deficient in succinate
dehydrogenase plastoquinone pool was oxidized. Room temperature variable fluorescence and 77K fluorescence
spectra of Synechocystis cells after 2 h dark incubation revealed that the photosynthetic apparatus in WT and in the
SDH– mutant was in State 1. The yield of variable fluorescence in the Ox– mutant under light 2 (620 nm) illumina�
tion in the presence of DCMU was 1.5 times lower than that in WT and the SDH– mutant indicating State 2. High
rate of P700+ dark reduction in the presence of DCMU and low level of P700+ under light 2 without DCMU indi�
cated fast cyclic electron transport around PSI in the Ox– mutant. Illumination with continuous light 1 (440 nm)
along with flashes of light 2 (620 nm) did not affect PSII activity in dark�adapted WT and the SDH– mutant, while
in the Ox– mutant it promoted variable fluorescence yield and P700+ content to the level typical for WT and the SDH–

mutant, indicating acceleration of linear electron transport and transition of the photosynthetic apparatus of the Ox–

mutant to State 1. Thus, we show that PSII of cyanobacteria has a higher photosynthetic activity in State 1, while it
is partially inactivated in State 2. This process is controlled by the redox state of PQ in cyanobacteria through
enhancement/inhibition of electron transport on the acceptor side of PSII.

Key words: cyanobacteria, mutants, photosystem II, NADP+, state transitions, plastoquinone


