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Пигмент�белковый комплекс фотосистемы 2 (ФС2) катализирует светозависимое окисление молекулы во�
ды и восстановление пластохинона. В этой работе было изучено влияние уникального по своим физико�хи�
мическим характеристикам дисахарида трегалозы на изолированные комплексы ФС2. Показано, что трега�
лоза значительно стимулирует стационарную скорость выделения кислорода. При изучении кинетики спа�
да флуоресценции в ответ на единичные вспышки света нами было продемонстрировано, что трегалоза не
влияет на кинетику окисления первичного хинонного акцептора QA

–, но увеличивает относительную долю
реакционных центров ФС2, способных окислять QA

–. Трегалоза также предотвращает инактивацию при дли�
тельном хранении образцов ФС2. Предположено, что в присутствии трегалозы в результате изменения гид�
ратации комплекс ФС2 переходит в конформацию, более оптимальную для эффективного функционирования.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фотосистема 2, комплекс окисления воды, выделение кислорода, трегалоза, флуо�
ресценция хлорофилла, окисление пластохинона.

Основным источником энергии в биосфере
является солнечный свет. Однако лишь организ�
мы, осуществляющие оксигенный фотосинтез,
способны преобразовывать энергию фотонов,
испускаемых солнцем, в энергию химических
связей углеводов, расщепляя воду на молеку�
лярный кислород с образованием восстанови�
тельных эквивалентов (электронов и протонов).
Пигмент�белковый комплекс фотосистемы 2
(ФС2), погруженный в мембраны тилакоидов
цианобактерий и хлоропластов, функционирует
как светозависимая Н2O�пластохинон оксидо�

редуктаза [1, 2]. Все органические и неоргани�
ческие редокс�кофакторы, участвующие в реак�
циях переноса заряда, локализованы на D1� и
D2�субъединицах реакционного центра (РЦ).
Mn4CaO5�кластер наряду с его координирующи�
ми аминокислотными остатками и четырьмя
молекулами воды образует каталитический сайт,
где происходит окисление молекулы воды [3–7].
Следует отметить, что комплекс окисления во�
ды (КОВ), который расположен на донорной
стороне фермента, является наиболее лабиль�
ным сайтом в ФС2 и подвержен окислительно�
му повреждению. 

Биосинтез осмолитов, участвующих в стаби�
лизации биологических макромолекул, – древ�
нейшая эволюционная находка природы
([8–13] и ссылки в них). В присутствии этих не�
больших молекул фотосинтетические организ�
мы способны более эффективно противостоять
разным стрессовым воздействиям. В качестве
осмолитов могут выступать разные сахара, по�
лиолы, аминокислоты, их производные и т.д. В
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последние годы большое внимание уделяется
трегалозе, которая естественным образом выра�
батывается некоторыми видами эубактерий, ар�
хей, грибов, беспозвоночных и низших расте�
ний [14, 15]. 

Особые физико�химические характеристики
трегалозы, такие как относительная инертность
гликозидной связи, существование как в крис�
таллическом, так и в аморфном состояниях, тер�
мостабильность (температура плавления 203°),
высокая температура стеклования, высокая ста�
бильность в широком диапазоне рН (3,5–10),
высокая гидрофильность (растворимость в воде –
68 г на 100 мл), выделяют ее из ряда других ос�
молитов, таких как сахароза или глицерин.

Защитный эффект трегалозы по отношению
к фотосинтетическому аппарату при абиотичес�
ких стрессах (обезвоживание, высокая соле�
ность и тепловой стресс) был продемонстриро�
ван на примере трансгенных растений ([16, 17] и
ссылки в них). Ранее было показано, что трега�
лоза предотвращает удаление растворимого
пластоцианина из тилакоидного люмена при за�
мораживании–оттаивании образцов [18]. Было
также показано, что трегалоза защищает мемб�
ранные фрагменты ФС2 и мембраны хлороплас�
тов при длительных и кратковременных замора�
живаниях [19]. Следует отметить, что сопряже�
ние между переносом электрона и динамикой
белка было подробно исследовано на фотосин�
тетических бактериальных реакционных цент�
рах, включенных в стеклообразные матрицы с
трегалозой [10, 20]. Эти данные свидетельствуют
о том, что конформационные изменения, стаби�
лизирующие разделение зарядов между фото�
окисленным первичным донором электрона
(P870+) и восстановленным первичным хинон�
ным акцептором (QA

–), происходят вблизи QA
– �

связывающего сайта белка. 
В настоящей работе изучалось влияние тре�

галозы на реакции переноса электронов внутри
белкового матрикса ФС2 из шпината. Получен�
ные данные показывают, что этот дисахарид
значительно стимулирует активность комплекса
окисления воды ФС2 и предотвращает инакти�
вацию белка при хранении.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выделение ядерных комплексов и мембран�
ных фрагментов ФС2 из шпината проводили по
методике, описанной в работах Хааг с соавт. [21]
и Форд и Эванс [22] соответственно. 

Скорость выделения кислорода при стацио�
нарном освещении (1000 мкмоль фотонов м–1 с–1)
измерялось при 25° с помощью электрода Кларка

в среде, содержавшей 25 мМ MES�NaOH (pH 6,5),
15 мМ NaCl, 10 мМ CaCl2, 1 мМ K3[Fe(CN)6] и
0,1 мМ 2,6�дихлоро�п�бензохинона. 

Кинетику индукции флуоресценции образ�
цов измеряли при помощи флуориметра FL�300
(«Photon Systems Instruments», Чехия). Стацио�
нарное освещение образцов осуществлялось при
625 нм. Интенсивность света на поверхности
кюветы составляла 2000 мкмоль фотонов м–1 с–1.

Для регистрации кинетики спада флуорес�
ценции хлорофилла в ответ на насыщающие
вспышки света измерительный и действующий
световые импульсы генерировались с помощью
диодов с излучением в красной области спектра.
Длительность вспышки составляла 10 мкс.
Среда инкубации содержала 25 мМ MES�NaOH
(pH 6,5), 15 мМ NaCl, 10 мМ CaCl2 в отсутствие
и в присутствии 1 М трегалозы. Все образцы
предварительно инкубировались в темноте в те�
чение 5 мин перед измерением. 

Степень деградации белка определялась по
содержанию осадка. 

Кинетический анализ сигналов проводили
при помощи программы Origin Program Package
(«OriginLabCorporation», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На рис. 1 показана активность комплекса окис�
ления воды ФС2 в стационарных условиях в при�
сутствии трегалозы. Скорость выделения кисло�
рода в ядерных комплексах ФС2 увеличивалась
от 825 (в контрольных образцах) до 2060 мкмоль
O2 (мг Хл ч)–1 в присутствии 1 М трегалозы (рис. 1, а).
В случае мембранных фрагментов, обогащен�
ных комплексами ФС2, при добавлении трега�
лозы наблюдалось увеличение скорости выделе�
ния кислорода от 740 до 1340 мкмоль O2 (мг Хл ч)–1

(рис. 1, б). 
После 2 мин освещения ядерных комплек�

сов ФС2 в отсутствие трегалозы скорость выде�
ления кислорода уменьшалась на ~35% по срав�
нению с исходной (рис. 1, а, кривая 1). При до�
бавлении трегалозы уменьшение скорости вы�
деления кислорода было менее выраженным и
составляло ~10% (0,5 М трегалоза, кривая 2) и
7,5% (1 М трегалоза, кривая 3) соответственно.
Аналогичный анализ кинетики скорости выде�
ления кислорода в случае мембранных фрагмен�
тов ФС2 в отсутствие трегалозы (рис. 1, б, кри�
вая 1) показал, что скорость выделения кисло�
рода после 2 мин освещения образцов снижа�
лась на ~15% по сравнению с начальной. Добав�
ление 0,5 М трегалозы приводило к уменьше�
нию скорости выделения кислорода всего на
~5% (рис. 1, б, кривая 2), а в присутствии 1 М
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трегалозы уменьшения скорости практически
не наблюдалось (кривая 3). 

Полученные данные указывают на то, что
трегалоза стабилизирует комплекс окисления
воды. Следует отметить, что дальнейшее увели�
чение концентрации трегалозы было невозмож�
но из�за ограниченной растворимости при ком�
натной температуре [23].

Для дальнейших исследований использова�
лись только ядерные комплексы ФС2. Эти очи�
щенные комплексы способны осуществлять пе�
ренос электронов от воды к терминальному хи�
нонному акцептору, а также выделять кислород.
Следует отметить, что скорость выделения O2 в
значительной степени уменьшилась (~75% ин�
гибирования) в присутствии 5 мкМ 3�(3,4�ди�
хлорофенил)�1,1�диметилмочевины (ДХММ)
(данные не приведены).

Индукция флуоресценции в интактных
ядерных комплексах ФС2, так же как и в случае
мембранных фрагментов ФС2 [24–28], характе�
ризуется двухфазной (OJ и JP) кинетикой. На�
чальная (фотохимическая) фаза OJ отражает
восстановление первичного хинонного акцеп�
тора QA, тогда как кинетика и амплитуда фазы
JP являются мерой скорости и степени восста�
новления терминального пластохинона QB на
акцепторной стороне ФС2.

Рис. 2 демонстрирует кинетики индукции флу�
оресценции в адаптированных к темноте ядер�
ных комплексах ФС2 в отсутствие (кривая 1) и в
присутствии (кривая 2) 1,0 М трегалозы. Добав�
ление этого дисахарида приводило к увеличе�
нию амплитуды JP�фазы, что связано с увеличе�
нием количества РЦ ФС2, способных восста�
навливать терминальный хинонный акцептор.

Мы исследовали также влияние трегалозы
на стабильность переноса электрона в комплек�
сах ФС2. Рис. 2 показывает, что 30�дневное хра�
нение ФС2 при 4° приводит к снижению ампли�
туды фазы OJ в ~2,3 раза и еще более значитель�
ному (в ~6 раз) уменьшению фазы JP (соотноше�
ние амплитуд фаз JP/OJ уменьшается в ~2,5 раза
(кривые 1 и 3). Уменьшение амплитуды OJ�фа�
зы связано с уменьшением числа центров, спо�
собных к восстановлению QA в результате инак�
тивации белка. Более выраженное снижение
амплитуды JP�фазы указывает, на первый
взгляд, на то, что акцепторная сторона комп�
лекса ФС2 является более чувствительной к хра�
нению, чем донорная сторона. Однако одинако�
вое уменьшение амплитуды фазы OJ и отноше�
ния амплитуд JP/OJ означает, что последний па�
раметр непосредственно коррелирует с количе�
ством центров с функционально�активными
КОВ.

Хранение комплексов ФС2 в присутствии
трегалозы при 4° в течение 30 дней привело к
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Рис. 1. Влияние трегалозы на скорости выделения кисло�
рода в ядерных комплексах ФС2 (а) и мембранных фраг�
ментах ФС2 (б) в среде, содержавшей 25 мМ Мes (pH 6,5),
15 мМ NaCl, 10 мМ CaCl2, в отсутствие (1) или в присут�
ствии 0,5 М (2) или 1 М (3) трегалозы. K3[Fe(CN)6] (1 мМ)
и 2,6�дихлоро�п�бензохинон (0,1 мМ) были использованы
в качестве акцепторов электронов. Концентрация хлоро�
филла в образцах составляла 2 мкг мл–1. Скорость выделе�
ния кислорода (мкмоль O2 (мг Хл ч)–1)) составляла в ядер�
ных комплексах ФС2: (1) 825, (2) 1500, (3) 2060; в мембран�
ных фрагментах ФС2: (1) 740, (2) 1030, (3) 1340. Стрелка�
ми, направленными вниз и вверх, отмечено включение
и выключение света (λ = 650 нм, 1000 мкмоль фотонов
с–1 м–2) соответственно
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значительному увеличению амплитуды как OJ�,
так и JP�фаз (4�кратному и 3,7�кратному соответ�
ственно) по сравнению с образцами в отсут�
ствие трегалозы, хранимыми в тех же условиях
(ср. кривые 3 и 4). Следует отметить, что в при�
сутствии трегалозы в этих условиях не наблюда�
лась деградация белков (не показано). Однако
соотношение JP/OJ оставалось почти одинако�
вым в отсутствие и в присутствии трегалозы
(уменьшилось менее чем на 10%). Этот резуль�
тат показывает, что трегалоза в одинаковой сте�
пени предохраняет перенос электрона от повреж�
дения на донорной и акцепторной сторонах комп�
лексов ФС2. Отметим также, что двукратное
увеличение амплитуды OJ�фазы после 30�днев�
ного хранения образцов в присутствии трегало�
зы (кривая 4) по сравнению с контролем (ответ
после 5 мин темновой адаптации в отсутствие
трегалозы) (кривая 1) означает, что доля РЦ
ФС2, способных восстанавливать QA, после хра�
нения увеличивается. На самом деле инактива�
ция комплексов ФС2 при длительном хранении
приводит к экстракции ионов Mn из сайта свя�
зывания в белке и соответствующему сдвигу ре�
докс�потенциала QA/QA

– от низко� к высокопо�
тенциальной форме [29]. Последнее в свою оче�
редь приводит к уменьшению константы равно�
весия переноса электрона от QA

– на QB. Тем не
менее хранение образцов в течение 30 дней в
присутствии трегалозы сохраняло кислород�вы�
деляющую активность только в ~20% центров
по сравнению с контрольными образцами. С
другой стороны, в дополнение к стабилизирую�
щей роли трегалозы на уровне КОВ механизм ее
действия может также включать в себя непосред�
ственную защиту и/или стабилизацию самого
РЦ. Сохранение аналогичного соотношения
JP/OJ предполагает, что степень окисления QA

–

вторичным хиноном QB зависит в основном от
количества функционально активных РЦ. Та�
ким образом, можно считать, что хранение ФС2
в присутствии трегалозы частично предотвра�
щает инактивацию, но в основном стабилизиру�
ет структуру самого РЦ. Ранее было показано,
что добавление глицинбетаина к выделенному
комплексу РЦ (D1/D2/Cytb559) сохраняет его
способность восстанавливать Сytb559 феофити�
ном и реокислять Cytb559 первичным донором
P680+, т.е. циклический перенос электронов
вокруг ФС2 при фото� и термоиндуцированной
инактивации [30]. Мы предполагаем подобный
механизм и для стабилизации ядерных комп�
лексов ФС2 при хранении в присутствии трега�
лозы. 

Редокс�реакции с участием хинонных ак�
цепторов в ФС2 чаще всего исследуются путем
регистрации кинетики спада флуоресценции в

ответ на единичные вспышки света [31–37]. В
образцах, адаптированных к темноте, восста�
новление первичного хинонного акцептора QA

после первой вспышки приводит к увеличению
флуоресценции ФС2, спад которой отражает ре�
окисление QA

– [34–37]. В настоящей работе мы
регистрировали реокисление QA

– для выявления
кинетики переноса электрона от QA

– к вторично�
му хинонному акцептору QB в отсутствие (рис. 3,
кривая 1) и в присутствии 1 М трегалозы (кри�
вая 2). В комплексах ФС2 QA

– может окисляться
двумя путями: за счет прямого переноса элект�
ронов на QB и в результате рекомбинации элект�
рона с окисленными компонентами на донор�
ной стороне фермента.

Отметим, что рекомбинация электрона меж�
ду QA

–� и S�состояниями КОВ или редокс�актив�
ным тирозином YZ (в лишенных Mn образцах)
происходит гораздо медленнее (>50 мс), чем
прямой перенос электрона [5]. Установлено, что
кинетика прямого переноса электрона от QA на
QB характеризуется, по меньшей мере, двумя
экспоненциальными компонентами с характер�
ными временами 0,2–0,8 и 2–3 мс [4, 31–34].
Кроме того, кинетика этой стадии переноса
электрона зависит от нескольких факторов, в
частности от рН, обезвоживания и температуры
[38]. В ядерных комплексах ФС2 спад флуорес�
ценции, индуцированный вспышкой, являлся
мультикомпонентным (таблица). Кинетика хо�
рошо аппроксимировалась тремя компонента�
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Рис. 3. Влияние трегалозы на кинетику реокисления QA
– в

ответ на одиночную насыщающую вспышку в адаптиро�
ванных к темноте ядерных комплексах ФС2. Спад флуо�
ресценции в отсутствие (1) и в присутствии (2) 1 М трега�
лозы; в отсутствие трегалозы, но в присутствии 5 мкМ
ДХММ (3). Среда измерения – как на рис. 1, др. условия
см. в разделе «Методы исследования»
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ми с характерными временами (τ): τ1 ~1,6 мс
(относительный вклад ~52%), τ2 ~67 мс (~13%) и
τ3 ~5,5 с (~35%). Быстрая фаза отражает окисле�
ние QA

– терминальным акцептором QB, а осталь�
ные две медленные кинетические фазы могут
быть отнесены к обратному переносу электрона
от QA

–. Компонента с характерным временем 67 мс,
вероятно, представляет собой долю РЦ ФС2, в
которой отсутствует функциональный Mn4CaO5�
кластер, и в которой электрон рекомбинирует с
QA

– на окисленный редокс�активный тирозин YZ

[36, 37]. Более медленная кинетическая фаза
(τ3), вероятно, обусловлена рекомбинацией
электрона между QA

– и положительно заряжен�
ными S�состояниями КОВ, в которых реакци�
онные центры не в состоянии осуществлять
прямой перенос электронов.

В присутствии трегалозы индуцированный
вспышкой спад флуоресценции также аппрокси�
мировался тремя кинетическими фазами: τ1 ~1,4 мс
(относительный вклад ~64%), τ2 ~110 мс (~13%) и
τ3 ~ 10 с (~23%) (таблица). Результаты, получен�
ные в отсутствие (рис. 3, кривая 1) и в присут�
ствии трегалозы (кривая 2), демонстрируют, что
различия характерных времен этих кинетических
фаз несущественны. Основной эффект трегалозы
обусловлен ~12%�ным увеличением относитель�
ного вклада быстрой компоненты (τ1), соответ�
ствующей прямому переносу электронов от QA

– за
счет самой медленной компоненты (τ3). Эта ком�
понента, по�видимому, соответствует реакции
рекомбинации электрона между QA

–� и S2�состоя�
ниями кластера Mn4CaО5. Полученные данные
позволяют предположить, что трегалоза стиму�
лирует прямой перенос электрона от QA

–.

Регистрация кинетики спада флуоресценции
в ответ на вспышку в присутствии ДХММ поз�
воляет выявить перенос электронов на донор�
ной стороне ФС2 [36, 37, 39]. ДХММ связывает�
ся сайтом QB и ингибирует прямой перенос
электрона от QA

–. В этих условиях кинетика ре�
комбинации между QA

– и положительно заря�
женными компонентами на донорной стороне
(после единичной вспышки основным состоя�
нием КОВ является S2) отражает целостность
цепи переноса электронов на окислительной
стороне ФС2 [36, 37]. В таких условиях быстрая
фаза, соответствующая прямой реакции реокис�
ления QA

–, не наблюдалась, и кинетика аппрок�
симировалась медленными компонентами в се�
кундном временном диапазоне (рис. 3, кривая 3).
Причина отсутствия промежуточной фазы (τ2) в
присутствии ингибитора (таблица) неясна. Фаза
с τ3 ~2 с (~33%), вероятно, обусловлена реком�
бинацией электрона между QA

– и частично вос�
становленными Mn�центрами, в то время как
очень медленная фаза (~12 с, ~67%), вероятно,
соответствует рекомбинации в РЦ ФС2, находя�
щихся в S0�состоянии перед вспышкой [40, 41].
Отметим, что добавление трегалозы практичес�
ки не приводит к изменению характерных вре�
мен и относительных вкладов фаз спада флуо�
ресценции в присутствии ДХММ (таблица), от�
ражающих рекомбинацию электрона между QA

–

и компонентами на окислительной стороне
ФС2. 

Механизм влияния трегалозы на комплекс ФС2
не вполне ясен. Известно, что для оптимального
функционирования белков молекулы воды, при�
надлежащие гидратационной оболочке белка,
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τ4, с

12

(67% ± 2)

12

(60% ± 3)

Кинетические параметры реакции реокисления QA
– после одиночной вспышки в ядерных комплексах ФС2

τ3, с

5,5
(35% ± 2)

10
(23% ± 3)

2

(33% ± 3)

1,5

40% ± 5

τ2, мс

67 ± 5
(13% ± 2)

110 ± 3
(13% ± 4)

τ1, мс

1,6 ± 0,07
(52% ± 3)

1,4 ± 0,1
(64% ± 3)

Условия эксперимента

Без добавки

+ 1 М трегалоза

– трегалоза

+ 5 мкМ ДХММ

+ 1 М трегалоза 

+ 5 мкМ ДХММ 

Примечание. Указанные в скобках проценты отражают относительный вклад кинетических компонент в суммарный спад
флуоресценции.
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объемному растворителю или локализованные
внутри белка, играют существенную роль [10,
20]. Результаты, полученные при крайне низкой
степени гидратации в бактериальных РЦ, дают
основания предполагать, что ограниченное чис�
ло прочно связанных молекул воды стабилизи�
рует светоиндуцированные состояния разделе�
ния зарядов на временной шкале 10–2 с [42]. 

Таким образом, в настоящей работе нами
было показано, что добавление трегалозы зна�
чительно стимулирует стационарную скорость
выделения O2 как в мембранных фрагментах,
так и в ядерных комплексах ФС2. Путем анали�
за начальных скоростей выделения кислорода
выявлено, что трегалоза стимулирует комплекс
окисления воды, и эти данные хорошо согласу�
ются с результатами, полученными в работе По�
ландер и Бэрри [43] по ФТИР�спектроскопии
на выделенных комплексах ФС2. 

Как и в случае сахарозы и глицерина [35]
трегалоза не влияет на кинетику реакции рео�
кисления QA

–, хотя увеличивает относительную
долю РЦ ФС2, способных окислять QA

–. Как уже
было отмечено выше, трегалоза также предотв�
ращает агрегацию и инактивацию при длитель�
ном хранении образцов ФС2, вероятно, в ре�
зультате стабилизации реакционного центра.
Предположено, что в присутствии трегалозы в
результате изменения гидратации комплекс
ФС2 переходит в конформацию, более опти�
мальную для эффективного функционирования.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (гранты 14�04�00519, 12�04�00821, НК�
13�04�40299�Н) и Президента РФ (грант НШ�
4771.2014.4). Результаты, представленные на рис. 3,
были получены при поддержке РНФ (грант 14�
14�00789).
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Pigment–protein complex of photosystem 2 (PS2) catalyzes the light�driven oxidation of water molecules and the
reduction of plastoquinone. In this work, we studied the effect of the disaccharide trehalose, which is unique in its
physicochemical properties, on isolated PS2 complex. It was found that trehalose significantly stimulates the steady�
state rate of oxygen evolution. The study of single flash�induced fluorescence decay kinetics demonstrated that tre�
halose did not affect the rate of QA

– oxidation, although it led to an increase in the relative fractions of PS2 reaction
centers capable of QA

– oxidation. Trehalose also protected PS2 complexes against inactivation under long�term stor�
age. The latter is probably due to stabilization of the reaction center complex. It is proposed that in the presence of
trehalose, which affects the extent of hydration, the protein may preferentially exist in a more optimal conformation
for effective functioning.
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