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Белки Hlip (high�light inducible proteins) важны для защиты фотосинтетического аппарата цианобактерий от
светового стресса, однако взаимодействие этих белков с хлорофилл�белковыми комплексами тилакоидов
остается неясным. Для понимания механизма функционирования стрессовых белков HliA/HliB изучали их
ассоциацию c комплексами фотосистемы 1 (ФС1) клеток дикого типа и мутантов цианобактерии
Synechocystis PCC 6803. Методом вестерн�блоттинга обнаружено, что стресс�индуцируемые белки НliA/HliB
связываются с тримерами ФС1 клеток дикого типа, выращенных на свету умеренной интенсивности
(40 мкмоль фотонов/м2 · с). Освещение этих клеток интенсивным светом (150 мкмоль фотонов/м2 · с) в те�
чение 1 ч вызывает увеличение содержания стрессовых белков в 1,7 раза. У мутанта ΔpsaL, лишенного три�
меров ФС1, белки HliA/HliB ассоциированы с мономерами ФС1 и комплексом ФС2. Ассоциация белков
HliA/HliB с мономерами, а не с тримерами ФС1 обнаружена также в клетках мутанта Synechocystis, лишен�
ного ФС2, выращенных при 5 мкмоль фотонов/м2 · с. При освещении интенсивным светом в клетках этого
мутанта содержание белков Hli, связанных с мономерами ФС1, увеличивалось в 1,2 раза. В клетках дикого
типа цианобактерий, выращенных при 5 мкмоль фотонов/м2 · с в присутствии 5 мМ глюкозы, стресс�белки
HliA/HliB не обнаруживаются, но освещение интенсивным светом вызывает индукцию синтеза белков, ко�
торые ассоциированы с тримерами ФС1. Таким образом, выявлена ассоциация белков HliA/HliB не только
с тримерами, но и с мономерами ФС1, что предполагает универсальную роль этих белков в защите фото�
синтетического аппарата от избыточного света.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: светоиндуцируемые белки HliA/HliB, световой стресс, фотосистема 1, цианобактерии.

При высокой интенсивности света нефото�
химическое тушение избыточно поглощенной
энергии защищает фотосинтетический аппарат
растений и цианобактерий от деструкции [1–4].
Важную роль в защите фотосинтетического ап�
парата цианобактерий от деструкции играют
светоиндуцируемые стрессовые белки Нlip
(high�light inducible proteins) или SCPs (small
chlorophyll a/b Cab�like proteins) [5, 6]. Эти бел�
ки, необходимые для выживания организмов в
условиях высокой интенсивности света, обнару�

живают сходство с хлорофилл a/b�связывающи�
ми белками светособирающих комплексов
(Cab) растений и, по�видимому, являются их
эволюционными предшественниками [7, 8].
Белки Hli локализованы в тилакоидной мембра�
не, содержат одну трансмембранную спираль,
хлорофиллсвязывающий домен и характеризу�
ются низкой молекулярной массой 6–10 кДа
[5–7, 9]. Эти белки у цианобактерий кодируют�
ся светоиндуцируемыми генами hli, которые об�
наружены во всех секвенированных к настояще�
му времени геномах цианобактерий; число ко�
пий генов hli зависит от вида и экотипа циано�
бактерий [9, 10].

У цианобактерии Synechocystis PCC 6803 (да�
лее Synechocystis) идентифицировано пять бел�
ков Hli, четыре из которых представляют собой
низкомолекулярные белки НliА/HliB, НliC/HliD;
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пятый белок является С�концевым фрагментом
феррохелатазы [11, 12]. Гены, кодирующие
НliA–НliD, индуцируются различными стрес�
совыми условиями, включающими не только
свет высокой интенсивности, но и низкую тем�
пературу, а также голодание по источникам азо�
та и серы [11, 13], что затрудняет выяснение ме�
ханизма индукции синтеза этих белков.

Показано, что мутанты цианобактерий с
инактивированными генами hliA–hliD чувстви�
тельны к свету высокой интенсивности, отлича�
ются от клеток дикого типа по содержанию пиг�
ментов и неспособны к нефотохимической дис�
сипации абсорбированной световой энергии
[14]. Белки Нli могут предотвращать образова�
ние активных форм кислорода, связывая обра�
зующиеся при стрессе свободные молекулы хло�
рофилла, генерирующие синглетный кислород
[15]. Кроме того, белки Нli участвуют, по�види�
мому, в регуляции биосинтеза тетрапирролов и,
таким образом, регулируют синтез хлорофилла
[15]. Обнаружено, что HliD связывает молекулы
хлорофилла a и β�каротина и осуществляет дис�
сипацию абсорбированной энергии путем пере�
носа энергии от хлорофилла а (состояние Gy) к
β�каротину (состояние S1) [16].

Особый интерес представляют два белка это�
го семейства – НliA и НliВ, т.к. именно они яв�
ляются критичными для выживания клеток
Synechocystis в условиях светового стресса [17].
Обнаружено, что hliA и hliB функционально
комплементарны [15] и характеризуются высо�
кой степенью сходства нуклеотидных последо�
вательностей (87%) [11], что указывает на срав�
нительно недавнюю дупликацию этого гена [12,
18]. Экспрессия генов hliA и hliB и высокая сте�
пень сходства их последовательностей предпо�
лагает, что они играют сходную роль в клетке,
обнаруживая тесную корегуляцию [12].

Данные о связывании этих важных белков с
хлорофилл�белковыми комплексами тилакоид�
ных мембран цианобактерий разноречивы. Бы�
ло показано, что НliA и НliB у Synechocystis ассо�
циированы с тримерами, но не с мономерами
ФС1, и необходимы для их стабилизации [17]. С
другой стороны, было обнаружено, что белки
НliA и НliВ Synechocystis связаны с белком СР47
ФС2, но не с ФС1 [19]. Для лучшего понимания
функций HliA/HliB необходимо выяснить, с ка�
кими хлорофилл�белковыми комплексами ти�
лакоидов в клетке цианобактерий они ассоци�
ированы. Данная работа посвящена изучению
ассоциации светоиндуцируемых стрессовых
белков HliA и HliB c тримерами и мономерами
ФС1 клеток дикого типа Synechocystis, мутанта,
лишенного ФС2, и мутанта, неспособного к об�
разованию тримеров ФС1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Штаммы цианобактерий и условия выращива;
ния. Объектом исследования служили клетки
дикого типа цианобактерии Synechocystis PCC
6803, а также мутанта, лишенного ФС2 (ΔpsbDI,
ΔpsbDII, ΔpsbC) [20], и мутанта ΔpsаL, неспособ�
ного к образованию тримеров ФС1 вследствие
нарушения гена psaL [21]. Цианобактерии выра�
щивали в жидкой среде BG�11 [22] при 30° в ус�
ловиях постоянного освещения флуоресцент�
ными лампами дневного света и аэрацией окру�
жающим воздухом с помощью магнитной ме�
шалки до середины логарифмической фазы рос�
та. Клетки дикого типа и мутанта, неспособного
к образованию тримеров ФС1, выращивали при
умеренной интенсивности света 40 мкмоль фо�
тонов/м2 · с. Клетки мутанта без ФС2 выращива�
ли при низкой интенсивности света (5 мкмоль
фотонов/м2 · с) с добавлением 5 мМ глюкозы и
антибиотиков (хлорамфеникол 20 мкг/мл, спек�
тиномицин 20 мкг/мл). Мутант ΔpsаL выращи�
вали в присутствии канамицина (80 мкг/мл).
Для создания условий светового стресса клетки
дикого типа и мутантов без ФС2, выращенных в
указанных выше условиях, освещали в течение 1 ч
светом высокой интенсивности (150 мкмоль фо�
тонов/м2 · с). Использование не очень высокой
интенсивности светового стресса имело целью
предотвращение фотодеструкции и гибели кле�
ток, особенно в случае мутанта без ФС2. При
сравнительных исследованиях клеток дикого
типа и мутанта без ФС2 клетки дикого типа бы�
ли предварительно адаптированы к условиям
выращивания мутанта.

Выделение тилакоидных мембран и фракцио;
нирование хлорофилл;белковых комплексов. Ти�
лакоидные мембраны выделены по методу Шу�
бина с соавт. [23, 24]. Для экстракции нативных
комплексов фотосистем из тилакоидной мемб�
раны использовали мягкий неионный детергент
n�додецил�β�D�мальтозид (β�DM), который до�
бавляли в соотношении детергент : хлорофилл
15 : 1. После инкубации при 4° в течение 30 мин
лизат центрифугировали при 18 000 g в течение
10 мин. Хлорофилл�белковые комплексы выде�
ляли с помощью анионообменной хроматогра�
фии на колонке DEAE�Toyoperl�650 [23, 24].

Определение содержания хлорофилла и актив;
ности комплексов ФС1. Содержание хлорофилла а
в образцах определяли в этаноловом экстракте
[25].

Активность фракции тримеров ФС1 опреде�
ляли по способности к фотоокислению P700
(первичного донора электрона реакционного
центра ФС1) как фотоиндуцированное измене�
ние поглощения при 810 нм (против 870 нм) при
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освещении действующим светом 730 нм. Изме�
рения проводили с помощью флуориметра
DUAL�PAM�101 с приставкой ED�Р700 DW�101
(«Walz, Effelrich», Германия). Об активности
ФС2 судили по переменной флуоресценции, ко�
торую измеряли при помощи флуориметра
РАМ�101 с действующим светом 680 нм.

Выделение белков, Ds;Na;ПААГ;электрофо;
рез и вестерн;блоттинг. Белки фракционировали
в ПААГ в присутствии Ds�Na [26]. Содержание
белка определяли по методу Бредфорд [27]. На
дорожку наносили по 20 мкг белка. Перед на�
несением образцы прогревали при 95° в течение
10 мин, затем центрифугировали при 18 000 g в
течение 10 мин.

Электрофорез белков проводился в Tris�гли�
циновом буфере (25 мМ Tris, 250 мМ глицин,
0,1%�ный Ds�Na, pH 7,5). Перенос белков с ге�
ля на нитроцеллюлозную мембрану проводили в
камере для блоттинга в Tris�глициновом буфере
для переноса (25 мМ Tris, 250 мМ глицин, 20%�ный
этанол, 0,02%�ный Ds�Na, pH 7,5) в течение ча�
са при 200 мА. Затем мембрану с перенесенны�
ми белками помещали на 1 ч при 4° в блокирую�
щий буфер TBST (50 мМ Tris�HCl, 200 мМ NaCl,
0,1%�ный Tween 20, pH 7,5) с добавлением 5%�но�
го сухого обезжиренного молока и затем добав�
ляли первичные антитела. Были использованы
поликлональные антитела кролика к HliA/HliB
(1 : 4000) («Abcam», США). Мембрану инкуби�
ровали с антителами в течение ночи при 4° и
постоянном помешивании. В качестве вторич�
ных антител использовали антикроличьи IgG
козла, конъюгированные с пероксидазой хрена
(1 : 10 000) («AgriSera», Швеция). Каждый этап
сопровождали многократным промыванием
мембран буфером TBST. Иммунные комплексы
на мембране выявляли с помощью флуоресцент�
ной системы детекции ECL («GE Healthcare»,
Великобритания), сигналы регистрировали на
рентгеновскую пленку («Retina», Германия). Плен�
ку сканировали, данные обрабатывали с помощью
программы Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Солюбилизация тилакоидных мембран и выде;
ление хлорофилл;белковых комплексов. Тилако�
идные мембраны лизировали мягким неионным
детегентом β�DM, используя соотношение хло�
рофилл : детергент 1 : 15. В предварительных
экспериментах для солюбилизации тилакоид�
ных мембран использовались различные кон�
центрации β�DМ (соотношение хлорофилл : де�
тергент – 1 : 15; 1 : 18; 1 : 20). Для дальнейшей
работы было выбрано соотношение хлорофилл :

: детергент 1 : 15, т.к. при этой концентрации
достаточный выход хлорофилл�белковых комп�
лексов сопровождался наименьшим образова�
нием свободных пигментов. Такая же концент�
рация β�DМ была использована в работе Ванг с
соавт. [17].

При фракционировании хлорофилл�белко�
вых комплексов тилакоидных мембран циано�
бактерии Synechocystis с помощью анионооб�
менной хроматографии были получены три от�
дельных пика, охарактеризованных как с по�
мощью абсорбционной спектроскопии, так и по
составу белков и активности ФС1. Были выде�
лены фракция тримеров ФС1, фракция, содер�
жащая мономеры ФС1 вместе с комплексом
ФС2, и фракция свободных хлорофиллов и ка�
ротиноидов (рис. 1, а). Содержание хлорофилла
в тримерах ФС1 клеток дикого типа составляло
в среднем 68 ± 4% от суммарного хлорофилла,
т.е. большая часть хлорофилла тилакоидных
мембран этой цианобактерии локализована в
тримерах ФС1, как и у изученной ранее Arthro"
spira platensis [28].

Сравнение фотоиндуцированного измене�
ния поглощения P700 в тримерах ФС1 и фото�
синтетических мембранах клеток дикого типа
указывало на активность выделенных тримеров
ФС1. С помощью электрофореза в ПААГ уста�
новлено, что по составу белков фракция триме�
ров ФС1 из клеток дикого типа интактна, т.к.
содержит все характерные для ФС1 белковые
компоненты (рис. 1, б): высокомолекулярные
PsaA и PsaB и низкомолекулярные белки (PsaD,
F; PsaL; PsaE, C, K и PsaJ, X, I, M). Фракции, со�
держащие мономеры ФС1 и комплекс ФС2,
представлены белками обеих фотосистем. Мо�
номеры ФС1, полностью свободные от примеси
ФС2, были выделены из клеток Synechocystis,
лишенных ФС2.

Ассоциация белков HliА/HliВ с тримерами
ФС1 клеток дикого типа Synechocystis. С по�
мощью вестерн�блоттинга изучали ассоциацию
белков HliА/HliВ с тримерами ФС1 из клеток
дикого типа, выросших в условиях умеренного
освещения (40 мкмоль фотонов/м2 · с). Установ�
лено, что белки HliA/HliВ ассоциированы как с
фракцией тримеров ФС1, так и с фракцией, со�
держащей мономеры ФС1 и комплекс ФС2
(рис. 1, в). Клетки цианобактерий дикого типа
подвергали действию умеренного светового стрес�
са. Для этого клетки, выращенные в условиях
нормального света (40 мкмоль фотонов/м2 · с), ос�
вещали светом высокой интенсивности (150 мкмоль
фотонов/м2 · с, 1 ч). Белки HliA/HliB обнаруже�
ны во фракции, содержащей мономеры ФС1 и
комплекс ФС2 (фракции 17–20 и 23–26), и во
фракции, содержащей тримеры ФС1 (рис. 1, г).
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Установлено, что содержание HliA/HliB в три�
мерах ФС1 (фракции 40–43) после действия
светового стресса увеличивается в 1,7 раза по
сравнению с неосвещенными клетками.

Ассоциация белков HliA/HliB с мономерами
ФС1 у мутанта, дефицитного по ФС2. Для того
чтобы показать ассоциацию HliA/HliB с моно�
мером ФС1, был использован мутант Synechocystis,
лишенный ФС2 и содержащий в тилакоидных
мембранах только ФС1. При фракционирова�
нии на анионообменной колонке хлорофилл�
белковых комплексов мутанта выявлены три
пика: тримеры ФС1, мономеры ФС1 и свобод�
ные пигменты. Как следует из рис. 2, а, содержа�
ние тримеров ФС1 понижено относительно со�
держания мономеров ФС1 у мутанта по сравне�
нию с клетками дикого типа, выращенными в
нормальных условиях (рис. 1, а). С помощью вес�
терн�блоттинга показано, что белки HliА/HliB
ассоциированы только с фракцией мономеров
ФС1 и не обнаружены во фракции тримеров

ФС1 (рис. 2, б, в). Клетки мутанта без ФС2 были
подвергнуты световому стрессу (150 мкмоль фо�
тонов/м2 · с, 1 ч). После действия светового стрес�
са белки HliA/HliB идентифицированы также во
фракции, содержащей мономеры ФС1 (фрак�
ции 10–14), причем содержание HliA/HliB уве�
личивалось в 1,2 раза (рис. 2, г) по сравнению с
клетками, выращенными при умеренном осве�
щении (40 мкмоль фотонов/м2 · с). Белки HliA/
/HliB не обнаружены во фракции тримеров ФС1
мутанта после действия светового стресса
(рис. 2, г). Таким образом, исследование, прове�
денное на клетках мутантов Synechocystis, дефи�
цитных по ФС2, показало, что белки HliA/HliB
могут быть ассоциированы и с мономерами ФС1,
и что синтез этих белков индуцируется умерен�
ным световым стрессом.

Ассоциация белков HliA/HliB с пигмент;бел;
ковыми комплексами у мутанта ΔΔpsaL (без триме;
ров ФС1). Для того чтобы выяснить, способны
ли белки HliA/HliB ассоциироваться с мономе�

Рис. 1. Ассоциация стресс�индуцируемых белков HliA/HliB с хлорофилл�белковыми комплексами тилакоидных мембран
клеток дикого типа Synechocystis: а – хроматографический профиль фракционирования хлорофилл�белковых комплексов
на анионообменной колонке с DEAE�Toyopearl 650М; б – электрофореграмма белков фотосистем после анионообменной
хроматографии во фракциях 17–20 (1), 23–26 (2) и 40–43 (3). Белки HliA/HliB во фракциях детектировали с помощью вес�
терн�блоттинга в клетках, выращенных в нормальных условиях (в), или в клетках, подвергнутых действию светового
стресса (г)
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рами ФС1 и комплексом ФС2 в отсутствие три�
меров ФС1, изучали мутант без тримеров ФС1.
При исследовании клеток мутанта, выращен�
ных в нормальных условиях, белки HliA/HliB
обнаружены во фракциях, содержащих мономе�
ры ФС1 и ФС2 (рис. 3). После действия светово�
го стресса содержание белков HliA/HliB, свя�
занных с мономерами ФС1 и комплексом ФС2,

возрастало в 2 раза. Таким образом, в отсутствие
тримеров ФС1 белки HliA/HliB ассоциируются
с мономерами ФС1 и комплексом ФС2.

Влияют ли условия выращивания клеток на ас;
социацию белков HliA/HliB с тримерами ФС1?
Условия выращивания мутанта, дефицитного по
ФС2, отличаются от условий выращивания кле�
ток дикого типа. Т.к. у мутантов, не содержащих

Рис. 2. Ассоциация белков HliA/HliB с мономерами ФС1 в клетках мутантов Synechocystis, дефицитных по ФС2: а – про�
филь фракционирования хлорофилл�белковых комплексов клеток мутантов; б – электрофореграмма белков фотосистем,
полученных с помощью анионообменной хроматографии, после окрашивания Кумасси R�250, которое использовали для
определения равного нанесения белка: 1 – фракции 10–14, 2 – фракции 45–49. Белки HliA/HliB во фракциях детектиро�
вали с помощью вестерн�блоттинга в клетках, выращенных в нормальных условиях (в), или в клетках, подвергнутых
действию светового стресса (г)
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Рис. 3. Ассоциация белков HliA/HliB с мономерами ФС1 в клетках мутанта ΔpsaL Synechocystis, не содержащего тримеров
ФС1: а – профиль фракционирования хлорофилл�белковых комплексов клеток мутанта; б – электрофореграмма белков
фотосистем после анионообменной хроматографии после окрашивания Кумасси R�250, которое использовали для опре�
деления равного нанесения белка: 1 – фракции 22–24, 2 – фракции 26–30. Белки HliA/B во фракциях детектировали с
помощью вестерн�блоттинга в клетках, выращенных в нормальных условиях (в), или в клетках, подвергнутых действию
светового стресса (г)
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ФС2, нарушен фотосинтез, их культивировали в
среде, содержавшей глюкозу в качестве источ�
ника энергии, при низкой интенсивности света
(5 мкмоль фотонов/м2 · с). Для того чтобы выяс�
нить, влияют ли условия выращивания мутанта
на ассоциацию HliA/HliB с хлорофилл�белко�
выми комплексами, клетки дикого типа выра�
щивали в тех же условиях, что и клетки мутанта
без ФС2 (рис. 4), и затем подвергали действию
светового стресса. Белки HliA/HliB идентифи�
цированы в составе фракций, содержащих мо�
номеры ФС1 и ФС2, а также во фракции, содер�
жащей тримеры ФС1 (рис. 4, в). Показано, что
выращивание в среде с глюкозой при низкой ос�
вещенности не приводит к отсутствию HliA/
/HliB в тримерах ФС1 дикого типа. Таким обра�
зом, отсутствие HliA/HliB в тримерах ФС1 му�
танта без ФС2 не обусловлено условиями выра�
щивания.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В отличие от высших растений у цианобак�
терий до 80% хлорофиллов клеток локализовано
в комплексе ФС1 [28], который существует в ти�
лакоидах преимущественно в виде тримеров [20,
29–31]. Предполагают, что наличие тримеров
ФС1 необходимо для большей стабильности

комплекса и защиты от фотодеструкции
[17–30]. В состав хлорофилл�белковых комп�
лексов тилакоидных мембран кроме коровых
белков, таких как PsaA, PsaB, и низкомолеку�
лярных белков входят дополнительные белки,
такие как IsiA и Hli. В работе мы изучали лока�
лизацию HliA/HliB в хлорофилл�белковых
комплексах тримеров и мономеров ФС1 тилако�
идных мембран цианобактерии Synechocystis
PCC 6803. Большинство статей, посвященных
изучению локализации белков Hli в хлорофилл�
белковых комплексах, связано с исследованием
их локализации в ФС2. Показано, что светоин�
дуцируемые белки HliA/HliB локализованы в
ФС2 цианобактерий [19, 32–35]. Предполагают,
что белки HliA/HliB участвуют в стабилизации
хлорофилла для его повторного использования
при репарации поврежденного комплекса ФС2
и биогенезе вновь синтезированных комплексов
ФС2 [16, 33, 34]. Противоречивые данные были
получены о локализации HliA/HliB в ФС1. Так,
было обнаружено, что белки HliA/HliB не связа�
ны с ФС1 Synechocystis [33]. С другой стороны,
показано, что белки HliA/HliB содержатся в
тримерах ФС1 и не обнаруживаются в мономе�
рах ФС1 цианобактерии [17]. Нами установле�
но, что белки HliA/HliB ассоциированы с три�
мерами ФС1 из клеток, выращенных при нор�
мальных условиях, и их содержание увеличива�

Рис. 4. Ассоциация белков HliA/HliB с хлорофилл�белковыми комплексами из клеток Synechocystis дикого типа, выра�
щенных на среде с глюкозой при низкой освещенности (5 мкмоль фотонов/м2 · с): а – профиль фракционирования хло�
рофилл�белковых комплексов клеток, подвергнутых световому стрессу; б – электрофореграмма белков, окрашенных Ку�
масси R�250, которое использовали для определения равного нанесения белка: 1 – фракции 10–14, 2 – фракции 17–22,
3 – фракции 36–40. Белки HliA/HliB во фракциях детектировали с помощью вестерн�блоттинга в клетках, подвергнутых
действию светового стресса (в) 
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ется в 1,7 раза в условиях светового стресса. На�
ши результаты согласуются с данными Ванг с
соавт. [17] относительно наличия белков Hli в
тримерах ФС1 клеток дикого типа в стрессовых
условиях. В работе Ванг с соавт. [17] белки Hli не
обнаружены во фракции, содержащей мономе�
ры ФС1 и комплекс ФС2, что, возможно, обус�
ловлено фотодеструкцией при использовании
сильного светового стресса (200–400 мкмоль
фотонов/м2 · с в течение 12 ч). Сходные с наши�
ми результатами данные о присутствии белков
HliA/HliB в клетках, выращенных при низкой
интенсивности света, были получены в ранее
опубликованной работе Яо с соавт. [19].

При исследовании мутантов Synechocystis без
ФС2 нами впервые показано, что в клетках циа�
нобактерий, выращенных в нормальных усло�
виях, белки HliA/HliB ассоциированы с моно�
мерами ФС1 цианобактерии, и их содержание
увеличивается в условиях светового стресса. Эти
данные согласуются с работой, проведенной на
клетках высших растений. Было показано, что
эволюционный гомолог Hlip – односпиральный
белок Ohp Arabidopsis thaliana – связан с моно�
мером ФС1 [10].

Разноречивость полученных данных может
быть обусловлена тем, что время обновления
белков ФС1 существенно превышает таковое в
ФС2 [36]. Из�за этого содержание дополнитель�
ных белков HliA/HliB, участвующих в реутили�
зации хлорофилла и ассоциированных с ФС1,
ниже, чем в ФС2. Возможно, их содержание ни�
же уровня обнаружения методов, используемых
в работах. Кроме того, отличия могут быть выз�
ваны различными условиями культивирования
клеток [36]. Связь белков Hli с мономерами и
тримерами ФС1 не кажется удивительной, т.к.
они, по�видимому, могут выполнять функции
запасания и сохранения хлорофилла и являться
белками�переносчиками хлорофилла при нару�
шениях ФС1 и синтезе насцентных комплексов
ФС1, как это предполагается для ФС2. Считает�
ся, что белки Hli участвуют в системе координи�
рованной доставки пигментов и вновь синтези�
рованных апобелков при биогенезе фотосинте�
тических комплексов ФС1 и ФС2, уменьшая
риск накопления фототоксичных несвязанных
хлорофиллов [37].

Как следует из наших данных, белки HliA/
/HliB могут быть ассоциированы как с мономе�
рами, так и с тримерами ФС1, что предполагает
локализацию сайта связывания этих белков на
поверхности мономера ФС1, не экранируемой
при олигомеризации. Сходная локализация на
поверхности ФС1 характерна и для дополни�
тельного белка IsiA [38]. При исследовании му�
тантов без ФС2 нами установлено, что белки

HliA/HliB не ассоциированы с тримерами ФС1.
Тот факт, что относительное содержание триме�
ров ФС1 в клетках мутанта без ФС2 по сравне�
нию с клетками дикого типа снижено (рис. 1, а
и 2, а), свидетельствует в пользу предположения
о важности присутствия белков Hli для стабили�
зации тримеров ФС1 [17]. Тримеры ФС1, выде�
ленные из клеток дикого типа и мутанта без
ФС2, были фотохимически активны.

Не исключено, что существенные измене�
ния структуры хлорофилл�белковых комплек�
сов тилакоидных мембран у мутантов без ФС2
[39] препятствуют связыванию НliA/HliB с три�
мерами ФС1. По�видимому, делеция ФС2 вызы�
вает нарушение структуры хлорофилл�белковых
комплексов тилакоидной мембраны и/или из�
менение структуры тримера ФС1, и это приво�
дит к тому, что HliA/HliB не могут ассоцииро�
ваться с тримерами ФС1 у мутанта без ФС2. На
изменения в структуре функционального мега�
комплекса, состоящего из антенного комплекса
фикобилисом, ФС1 и ФС2 [40], указывают дан�
ные по содержанию фикобилисом (максимум
поглощения 625 нм). Судя по спектрам погло�
щения клеток цианобактерии дикого типа и му�
танта без ФС2, нормированных в максимуме
поглощения хлорофилла, содержание фикоби�
лисом у мутанта без ФС2 вдвое выше, чем в
клетках дикого типа цианобактерий (рис. 5).
По�видимому, при делеции ФС2 структура ме�
гакомплекса тилакоидной мембраны сущест�
венно нарушена, что также может приводить к
изменениям в структуре тримеров ФС1, препят�
ствующим ассоциации белков HliA/HliB.

Рис. 5. Спектры поглощения клеток Synechocystis дикого
типа и мутанта, дефицитного по ФС2. Спектры нормиро�
ваны при максимуме поглощения хлорофилла (680 нм)
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Для проверки предположения о том, что ус�
ловия выращивания клеток не приводят к деле�
ции белков HliA/HliB в тримерах ФС1, клетки
дикого типа были выращены в тех же условиях,
что и мутант без ФС2. Белки HliA/HliB удалось
идентифицировать в тримерах ФС1 клеток ди�
кого типа после воздействия светового стресса.
Таким образом, выращивание клеток в среде с
глюкозой при низкой освещенности не влияет
на ассоциацию белков HliA/HliB с хлорофилл�
белковыми комплексами. Только нарушения,
связанные с мутацией – отсутствием ФС2, вы�
зывают изменения в ассоциации Hli с тримера�
ми ФС1. Как следует из рис. 2, в, у мутанта без
ФС2 HliA/HliB экспрессируются даже при низ�
ком освещении (5 мкмоль фотонов/м2 · с), в от�
личие от клеток дикого типа, у которых в этих
условиях не обнаруживаются белки HliA/HliB
(данные не приведены). Это свидетельствует о
том, что мутант более подвержен световому
стрессу, и экспрессия стрессовых белков HliA/
/HliB у мутанта индуцируется даже в условиях
низкой освещенности. Сходная экспрессия
HliA/HliB при низкой освещенности показана
для мутантов, лишенных ФС1 [17, 33].

Для выявления возможной взаимозависи�
мости ассоциации HliA/HliB с мономерами и
тримерами ФС1 был изучен мутант ΔpsaL, не со�

держащий тримеров ФС1. Обнаружено, что от�
сутствие тримеров ФC1 не влияет на связывание
белков HliA/HliB с мономерами ФС1 и комп�
лексами ФС2. По�видимому, изменения в тила�
коидной мембране из�за отсутствия тримеров
ФС1 не являются столь значительными и не
приводят к изменениям в связывании белков
HlipA/HliB с другими хлорофилл�белковыми
комплексами тилакоидов.

Таким образом, на основании наших резуль�
татов можно заключить, что белки НliA/HliB
могут связываться с основными хлорофилл�бел�
ковыми комплексами тилакоидных мембран
цианобактерий: мономерами ФС1, комплексом
ФС2 [19] и тримерами ФС1. Ассоциация HliA/
/HliB как с ФС1, так и с ФС2 указывает на их
универсальные функции в защите фотосистем
цианобактерий.
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Hlip (high�light�inducible proteins) are important in protection of the photosynthetic apparatus of cyanobacteria
from light stress. However, the interaction of these proteins with chlorophyll–protein complexes of thylakoids remains
unclear. The association of HliA/HliB stress proteins with photosystem 1 (PS1) complexes of the cyanobacterium
Synechocystis PCC 6803 has been studied for understanding of their function. Western blotting has shown that stress�
induced HliA/HliB proteins are associated with PS1 trimers in wild�type cells grown under moderate light condition
(40 μmol photons m–2 s–1). The content of these proteins increased 1.7�fold after light stress (150 μmol photons m–2 s–1)
for 1 h. In the absence of PS1 trimers (ΔpsaL mutant), the HliA/B proteins are associated with PS1 monomers and
PS2 complex. HliA/HliB proteins are associated with PS1 monomers but not with PS1 trimers in Synechocystis PS2�
less mutant grown at 5 μmol photons m–2 s–1; the Hli protein content associated with PS1 monomers increased 1.2�
fold after light stress. The HliA/HliB proteins have not detected in wild�type cells of the cyanobacterium grown in
glucose�supplemented medium at 5 μmol photons m–2 s–1, but light stress induces the synthesis of stress proteins asso�
ciated with PS1 trimers. Thus, for the first time the association of HliA/HliB proteins not only with PSI trimers, but
also with PS1 monomers is shown, which suggests the universal role of these proteins in protecting the photosynthetic
apparatus from excess light.
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