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Изменения поглощения в средней инфракрасной области спектра (4500–1150 см–1), индуцированные ста�
ционарным освещением безмарганцевых комплексов ядра фотосистемы 2 (ФС2) шпината в присутствии
экзогенных акцепторов электрона (феррицианида калия и силикомолибдата), исследованы методом диф�
ференциальной ИК�Фурье�спектроскопии в диапазоне температур 100–265 К. Разностный ИК�Фурье�
спектр фотоокисления димера молекул хлорофилла P680 выделен из набора сигналов, связанных с окисле�
нием вторичных доноров электрона (β�каротин, хлорофилл) и восстановлением первичного хинона QA. На
основании температурной зависимости ИК�Фурье�спектра P+

680/P680 сделано заключение, что частоты ва�
лентных мод 131�кето С=О групп нейтральных молекул хлорофилла PD1 и PD2, составляющих P680, близки
друг другу, располагаясь при ~1700 см–1. Этот факт в сочетании со значительным различием частот валентных
мод кетогрупп катионов P+

D1 и P+
D2 (1724 и 1709 см–1 соответственно) согласуется с литературной моделью

(Окубо с соавт., Biochemistry, 2007), предполагающей преимущественную локализацию положительного за�
ряда в димере P+

680 на одной из двух молекул хлорофилла. Частичная делокализация заряда между молекула�
ми PD1 и PD2 в P+

680 подтверждается присутствием характерной электронной полосы переноса заряда при
∼3000 см–1. Показано, что выцветающая полоса при 1680 см–1 в ИК�Фурье�спектре P+

680/P680 не принадлежит
P680. Возможное происхождение этой полосы обсуждается с учетом температурной зависимости (100–265 К)
фотоиндуцированных изменений поглощения комплексов ядра ФС2 в видимой области спектра (620–720 нм).

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: комплекс ядра фотосистемы 2, ИК�Фурье�спектроскопия, хлорофилл, фотоокисле�
ние, катион�радикал.

Фотосистема 2 (ФС2) – трансмембранный
пигмент�белковый комплекс, осуществляющий
высокоэффективное фотохимическое разделе�
ние разноименных зарядов на начальных стади�
ях преобразования световой энергии в химичес�
кую энергию в высших растениях, водорослях и
цианобактериях. Локализация положительного
заряда, образующегося в реакции разделения за�

рядов в ФС2, на димере P680 молекул хлорофил�
ла a (Хл) составляет одну из ключевых стадий
оксигенного фотосинтеза, в результате которой
генерируется сильный окислитель, катион�ра�
дикал P+

680, требуемый для окисления воды до
молекулярного кислорода. В связи с этим боль�
шой интерес представляют исследования элект�
ронных свойств P+

680 и оценка распределения из�
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быточного положительного заряда между двумя
его половинами (молекулами PD1 и PD2 [1–3]) –
важного фактора, значительно влияющего на
окислительно�восстановительный потенциал
пары P+

680/P680 [4]. Информация такого рода мо�
жет быть получена, в частности, из анализа ве�
личины высокочастотного сдвига 131�кето С=О
валентной моды хлорофилла при его окислении
[5–8], измеренного с помощью фотоиндуциро�
ванной дифференциальной инфракрасной
спектроскопии с Фурье�преобразованием (ИК�
Фурье�спектроскопия). Этот вид спектроско�
пии позволяет исследовать с очень высокой
чувствительностью колебательные свойства,
структуру и молекулярные взаимодействия ко�
факторов как в их основном, так и ион�ради�
кальных состояниях [9, 10]. Ранее положитель�
ные сигналы при 1723–1725 и 1709–1711 см–1,
соотносимые с 131�кето С=О группами катионов
P+

D1 и P+
D2, были выявлены в фотоиндуцирован�

ных разностных ИК�Фурье�спектрах P+
680/P680

комплексов ядра ФС2 цианобактерий [8, 11] и
мембран ФС2 высших растений [8]. Однако оп�
ределенное соотнесение кето С=О мод нейт�
ральных PD1 и PD2 не было достигнуто. Согласно
данным Окубо с соавт. [8] 131�кето С=О группы
молекул PD1 и PD2 имеют близкие колебательные
частоты, и обеим группам может быть приписа�
на выцветающая полоса, наблюдаемая в ИК�
Фурье�спектре при ∼1700 см–1. В то же время
предполагается, что поглощению кетогруппы
молекулы PD2 соответствует отрицательный сиг�
нал, расположенный в области более низких
частот ИК�Фурье�спектра (при 1681 см–1) [11].

С целью дальнейшей идентификации ИК�
полос поглощения, отражающих специфичес�
кие колебания P680 и P+

680, в настоящей работе
исследована зависимость фотоиндуцирован�
ных разностных ИК�Фурье�спектров P+

680/P680

(4500–1150 см–1) в комплексах ядра ФС2 выс�
ших растений от температуры в интервале
100–265 К. Фотоиндуцированные разностные
спектры фотоокисления P680 измерены в том же
температурном интервале также в видимой
спектральной области (620–720 нм).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Кислород�выделяющие комплексы ядра
ФС2, содержащие ~35 молекул Хл на РЦ, были
выделены из мембранных фрагментов ФС2
шпината [12] согласно методу ван Лиувен с со�
авт. [13]. Хроматографически очищенные пре�
параты комплексов ядра были суспендированы
в буфере BTS400, содержавшем 20 мМ Bis�Tris
(pH 6,5), 20 мМ MgCl2, 5 мМ CaCl2, 75 мМ MgSO4,

400 мМ сахарозы и 0,03% (m/V) n�додецил�β�D�
мальтозида. Комплексы включали фотовосста�
навливаемый первичный хинонный акцептор
QA, но не содержали функциональный вторич�
ный хинон QB [13, 14]. Редокс�активный β�ка�
ротин (Кар) присутствовал в комплексах [15].
Цит b559 был полностью окислен в этих препа�
ратах [13, 14]. Комплексы ядра ФС2, лишенные
марганца, были получены инкубацией исходных
комплексов с NH2OH (3 мМ) и Na2ЭДТА (3 мМ)
в BTS400 в течение 15 мин в темноте с последу�
ющей хроматографической очисткой на колон�
ке с Q�сефарозой (FF). Все процедуры, связан�
ные с выделением комплексов ядра, удалением
марганца и подготовкой образцов для спект�
ральных измерений, были выполнены при 5° на
слабом зеленом свету. Концентрирование комп�
лексов проводили на мембране 30 кДа («Millipore»,
США) в ячейке для ультраконцентрирования
под давлением газообразного аргона.

Скорость выделения кислорода измеряли
электродом Кларка («Hansatech», Великобрита�
ния) при 24° на образцах, содержавших 10 мкг
Хл/мл, при освещении постоянным насыщаю�
щим красным светом (λ > 600 нм). Феррицианид
калия (1 мМ) и 2,6�дихлор�1,4�бензохинон
(0,25 мМ) были использованы в качестве искус�
ственных акцепторов электрона. Типичные ско�
рости выделения O2 в исходных комплексах ядра
ФС2 составляли ∼1000 мкмоль O2 (мг Хл)–1 ч–1; в
безмарганцевых образцах выделения O2 не наб�
людалось. Концентрацию Хл в образцах опреде�
ляли по методу Арнон [16].

Фотоиндуцированные изменения поглоще�
ния образцов в видимой и средней ИК�областях
спектра были получены в присутствии ферри�
цианида калия и силикомолибдата (SiMo) как
экзогенных акцепторов электрона [8].

Образцы для измерений ИК�Фурье�спектров
получали следующим образом. Аликвоту (6 мкл)
суспензии безмарганцевых комплексов ядра
ФС2 (∼2,5 мг Хл/мл) в буфере BTS400 наносили
на подложку из CaF2 и затем добавляли 1 мкл
100 мМ водного раствора феррицианида калия
и(или) 0,6 мкл 6 мМ водного раствора SiMo. По�
лученную смесь слегка высушивали в потоке га�
зообразного аргона и накрывали второй под�
ложкой из CaF2.

ИК�Фурье�спектры поглощения записывали
на инфракрасном вакуумируемом Фурье�спект�
рометре IFS66v/s («Bruker», Германия) с детек�
тором MCT и светоделителем из KBr. Спект�
ральное разрешение составляло 4 см–1. Темпера�
туру образца контролировали в оптическом крио�
стате с температурным контроллером («Specac»,
Великобритания). Образцы защищались от ак�
тиничного эффекта света He�Ne лазера спект�
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рофотометра с помощью фильтра из германия.
Другой германиевый фильтр был использован
для защиты детектора от возбуждающего крас�
ного света. Обратимые фотоиндуцированные
(свет–минус–релаксация) разностные спектры
рассчитывали как разность ИК�Фурье�спектров
(10 сканирований, время накопления ∼4 с), из�
меренных под действием возбуждающего света
(λ > 600 нм, ∼15 мВт/см2) и через 10 с после ре�
лаксации образца в темноте. Циклы освещения
повторяли сотни раз для улучшения соотноше�
ния сигнал/шум.

Спектры поглощения образцов в видимой
спектральной области измеряли на спектрофо�
тометре Agilent 8453 («Agilent», США) в само�
дельном оптическом криостате, используя кю�
вету с длиной оптического пути ∼2 мм. В этом
случае к суспензии безмарганцевых комплексов
ядра ФС2 (∼100 мкг Хл/мл) добавляли растворы
феррицианида калия и SiMo до конечной кон�
центрации 3 мМ и 300 мкМ соответственно, и
полученный образец смешивали с 60% глицери�
на (v/v). Обратимые фотоиндуцированные
(свет–минус–релаксация) разностные спектры
(620–720 нм) получали как разность между спект�
рами поглощения, измеренными под действием
актиничного освещения в течение 7 с (λ > 600 нм,
∼15 мВт/см2) и через 10 с после последующей
релаксации образца в темноте. Циклы освеще�
ния повторяли от 4 до 16 раз для улучшения со�
отношения сигнал/шум.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рис. 1, кривая 1 показывает фотоиндуциро�
ванный (свет–минус–релаксация) разностный
ИК�Фурье�спектр безмарганцевых комплексов
ядра ФС2, измеренный в присутствии смеси
феррицианида калия и SiMo в области
1800–1150 см–1 при 265 К. Сложный характер
спектра указывает на образование более чем од�
ной фотоиндуцированной ион�радикальной
формы, релаксирующей в темноте на времен�
ной шкале наших измерений. Абсорбционные
изменения, наблюдаемые в области валентных
колебаний 131�кето С=О групп пигментов
1724–1700 см–1, свидетельствуют о вкладе в раз�
ностный спектр 1 сигналов, отражающих окис�
ление P680 [8, 11]. Очевидно, однако, что спектр
включает также изменения поглощения, свя�
занные с восстановлением первичного хинона
QA, как это доказывается присутствием положи�
тельной полосы при 1478 см–1, ранее отнесен�
ной к валентным колебаниям С=О групп семи�
хинона QA

– [17, 18]. Ожидается поэтому, что раз�
ностный спектр 1 содержит также ИК�сигнал

при ∼1724/1719 см–1, вызванный электростати�
ческим ответом 133�эфирной C=O группы фото�
активного феофитина ФеоD1 на образование QA

–

[17, 19].
Рис. 1, кривая 2 показывает, что фотоинду�

цированный (свет–минус–релаксация) разност�
ный ИК�Фурье�спектр безмарганцевых комп�
лексов ядра ФС2, измеренный при добавке в ка�
честве экзогенного акцептора электрона только
SiMo, значительно проще, чем разностный
спектр 1, особенно в области валентных колеба�
ний кетогрупп пигментов, а также в низкочас�
тотной области (�1420 см–1). Судя по отчетли�
вой положительной полосе при 1478 см–1, раз�
ностный спектр 2 содержит преобладающий
вклад от абсорбционных изменений, связанных
с образованием QA

– [17, 18], в то время как сигна�
лы от P+

680/P680 практически отсутствуют.
Рис. 1, кривая 3 представляет двойной раз�

ностный спектр, полученный вычитанием раз�
ностного спектра 2 из разностного спектра 1
после их нормировки по амплитуде полосы QA

–

при 1478 см–1. Спектр 3 характеризуется набо�
ром специфических сигналов, отражающих фо�
тоокисление P680, и согласуется с фотоиндуци�
рованными разностными P+

680/P680 ИК�Фурье�
спектрами комплексов ядра ФС2 цианобакте�
рий при 265 К [8] и 250 К [11], а также мембран
ФС2 из шпината при 265 К [8]. В области валент�
ных колебаний кето�карбонильных групп мо�
лекул Хл в спектре 3 хорошо разрешены две
маркерные положительные полосы при 1724 и
1709 см–1, отнесенные 131�кето С=О валентным
модам P+

D1 и P+
D2 соответственно, смещенным в

высокочастотную область при образовании ка�
тиона [8, 11, 20]. Соответствующая интенсивная
отрицательная полоса нейтрального P680 распо�
ложена при 1700 см–1. В то же время, в согласии
с предшествующими данными [8, 11], имеется
также другая выраженная отрицательная поло�
са, локализованная при 1680 см–1. В частотной
области скелетных колебаний хлориновых мак�
роциклов (1600–1150 см–1) в спектре 3 различим
ряд положительных и отрицательных пиков, в
т.ч. при 1311(+), 1170(+), 1346(–), 1286(–) и
1182(–) см–1 («+» и «–» показывают знаки абсорб�
ционных изменений), соотносимых, соответ�
ственно, с P+

680 и P680 [8].
Дополнительным подтверждением того, что

двойной разностный спектр 3 (рис. 1) отражает
фотоокисление Хл в димере P680, является наб�
людение широкой положительной ИК�полосы с
максимумом при ~3000 см–1 (рис. 2, кривая 1),
принадлежащей низкоэнергетическому элект�
ронному переходу, связанному с переносом по�
ложительного заряда («дырки») между двумя по�
ловинами димерного катион�радикала [21, 22].
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Этот переход является уникальной характерис�
тикой димерной структуры первичного донора
электрона и свидетельствует о частичной дело�
кализации заряда в P+

680 [8, 21, 22]. Сигнал в об�
ласти ∼3700–2900 см–1 (рис. 2) был насыщен из�
за сильного поглощения воды и образца. Пики
при 2113 и 2136 см–1 обусловлены восстановле�
нием феррицианида до ферроцианида. Ранее
аналогичная полоса при ∼3000 см–1 была обна�

ружена для комплексов ядра ФС2 цианобакте�
рий и мембран ФС2 из шпината [8]. Отсутствие
такой полосы в фотоиндуцированном ИК�
Фурье�спектре комплексов ядра ФС2 с добав�
кой только SiMo (рис. 2, кривая 2) подтвержда�
ет, что сигналы от P+

680/P680 не регистрируются в
этом случае.

Нельзя исключить вероятность того, что в
двойном разностном спектре 3 (рис. 1) могут

Рис. 1. Фотоиндуцированные (свет–минус–релаксация) разностные ИК�Фурье�спектры (1800–1150 см–1) безмарганце�
вых комплексов ядра ФС2, измеренные в присутствии феррицианида калия и SiMo (1) и только SiMo (2) при 265 К.
Спектр 2 нормирован к спектру 1 по амплитуде полосы при 1478 см–1. 3 – Двойной разностный спектр P+

680/P680, получен�
ный вычитанием спектра 2 из спектра 1. Вставка показывает фотоиндуцированный (свет–минус–релаксация) разност�
ный ИК�Фурье�спектр безмарганцевых комплексов ядра ФС2, измеренный в присутствии феррицианида калия и SiMo в
области валентных колебаний семихинона QA

– и катион�радикала каротиноида Кар+ при 100 К
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присутствовать также абсорбционные измене�
ния, связанные с окислением хлорофиллов ан�
тенны и(или) редокс�активного хлорофилла
ХлZ. В частности, для ХлZ

+/ХлZ ранее были
идентифицированы дифференциальные сигна�
лы при 1727(+)/1699(–) см–1 и 1713(+)/1687–
–1684(–) см–1 [23]. Однако вклады таких сигна�
лов в спектр 3 (рис. 1), по�видимому, невелики
по сравнению с абсорбционными изменениями,
связанными с P+

680/P680.
Суммируя представленные выше данные,

можно заключить, что двойной разностный
спектр 3 (рис. 1) представляет собой достаточно
«чистый» ИК�Фурье�спектр P+

680/P680 изолиро�
ванных комплексов ядра ФС2 из шпината.

На рис. 3 двойные разностные ИК�Фурье�
спектры P+

680/P680 комплексов ядра ФС2 шпина�
та, рассчитанные, как описано выше, и норми�
рованные по амплитуде дифференциального
сигнала при 1724/1700 см–1, сравниваются меж�
ду собой в частотной области 1750–1670 см–1

при нескольких выбранных температурах в ин�
тервале между 100 и 265 К. Измерения при тем�
пературах выше 265 К в данной работе не произ�
водились из�за лабильности комплексов ядра и
потенциальной возможности их деградации в
условиях использованного относительно дли�
тельного освещения. Отметим, что при темпера�
турах �180 К ИК�Фурье�спектры, измеренные в
присутствии смеси феррицианида калия и SiMo

(вставка к рис. 1) и при добавке только SiMo
(данные не приведены), показывали также пики
катион�радикала каротиноида Кар+ при ∼1465 и
∼1440 см–1 [24], которые, в основном, вычита�
лись при расчетах соответствующих двойных
разностных спектров.

Из рис. 3 видно, что частотное положение
полос, а также общая форма ИК�Фурье�спектра
в области валентных колебаний 131�кето С=О
групп пигментов в целом сохраняются при по�
нижении температуры образца, показывая, что
фотоокисление P680 вносит основной вклад в аб�
сорбционные изменения при всех исследован�
ных температурах. Однако интенсивности сиг�
налов P+

680/P680 в области 1724–1700 см–1 в изме�
ренных двойных разностных спектрах в значи�

Рис. 2. Фотоиндуцированные (свет–минус–релаксация)
ИК�Фурье�спектры безмарганцевых комплексов ядра
ФС2, измеренные в диапазоне 4500–1800 см–1 при 265 К.
Спектры 1 и 2 представляют, соответственно, высокочас�
тотные области спектров 3 и 2, показанных на рис. 1. Пи�
ки при 2113 и 2036 см–1 обусловлены переходом феррици�
анид/ферроцианид. Область при ~3700–2900 см–1 насыще�
на из�за сильного поглощения образца и воды
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Рис. 3. Двойные разностные ИК�Фурье�спектры P+
680/P680

безмарганцевых комплексов ядра ФС2 в области 131�кето
С=О валентных мод при выбранных температурах: 1 – 100,
2 – 180, 3 – 230, 4 – 250 и 5 – 265 К. Спектры нормирова�
ны по амплитуде дифференциального сигнала при
1724/1700 см–1 (нормировочные коэффициенты указаны в
скобках). Амплитуда дифференциального сигнала при
1724/1700 см–1 при 265 К составляла 6 × 10–4 ед оптической
плотности
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тельной степени зависели от температуры: они в
несколько раз уменьшались при переходе от 265
к ∼230 К (рис. 3, кривые 3–5) и далее относи�
тельно мало изменялись при более низких тем�
пературах. Понижение температуры образца
сопровождалось также сильным уменьшением
интенсивности дифференциального сигнала
феррицианид/ферроцианид при 2113/2036 см–1

(данные не приведены). Вероятно, при темпера�
турах ниже ∼230 К (рис. 3, кривые 1 и 2) в образ�
цах происходило «замораживание» процессов
молекулярной диффузии, что сопровождалось
уменьшением эффективности переноса элект�
рона с Фео–

D1 или QA
– на экзогенный феррициа�

нид. Это, в свою очередь, приводило к уменьше�
нию количества фотонакопленного P+

680 и паде�
нию амплитуд соответствующих ИК�сигналов
при неизменных условиях освещения. С целью
улучшения представления малоинтенсивных
сигналов, регистрируемых при низких темпера�
турах, двойные дифференциальные спектры на
рис. 3 были нормированы по амплитуде сигнала
P+

680/P680 при 1724/1700 см–1 (нормировочные
коэффициенты указаны в скобках).

Согласно рис. 3 отрицательная полоса при
1680 см–1 присутствует в ИК�Фурье�спектрах
P+

680/P680 при всех исследованных температурах.
Вероятно, эта полоса является частью высоко�
частотного сдвига, соответствующий положитель�
ный пик которого располагается при 1689 см–1

при низких температурах (кривые 1 и 2) и слег�
ка смещается до 1685 см–1 при температурах вы�
ше ∼230 К (кривые 3–5). Из сравнения норми�
рованных спектров P+

680/P680 (рис. 3) следует, что
интенсивность сигнала при 1689/1680 см–1 срав�
нима с интенсивностью дифференциального
сигнала при 1724/1700 см–1 при низких темпера�
турах, но существенно уменьшается при перехо�
де от ∼230 до 265 К. Этот факт указывает на раз�
личное влияние температуры на ИК�сигналы в
этих двух частотных областях.

Рис. 4 представляет фотоиндуцированные
(свет–минус–релаксация) электронные разност�
ные спектры поглощения безмарганцевых
комплексов ядра ФС2, измеренные в присут�
ствии феррицианида калия и SiMo в Qy�спект�
ральной области (620–720 нм) в диапазоне тем�
ператур между 100 и 265 К. Спектры нормирова�
ны друг к другу при 675–677 нм (нормировоч�
ные коэффициенты указаны в скобках). Из ри�
сунка видно, что форма разностных спектров
сильно зависит от температуры. При низких
температурах (100 – ∼200 К; кривые 1–3) спект�
ры характеризуются выцветающими полосами
при 675 и 686 нм и положительным пиком при
681 нм. При температурах выше ∼200 К (рис. 4,
кривые 4–6) положительный пик при 681 нм и

отрицательный пик при 686 нм сильно умень�
шаются по амплитуде и не проявляются в раз�
ностных спектрах, доминирующей особенностью
которых становится широкая выцветающая по�
лоса при 675–677 нм со слабо выраженным пле�
чом на ее длинноволновом склоне. Положи�
тельный сигнал при λ � 690 нм принадлежит
поглощению фотогенерированного катион�ра�
дикала хлорофилла. Ранее структурированные
разностные спектры наблюдались при криоген�
ных температурах для состояния P+

680Q
–
A в комп�

лексах ядра ФС2 цианобактерий [25, 26] и мемб�
ранных фрагментах из шпината [25], а также для
обратимых фотоиндуцированных изменений
поглощения в комплексах ядра ФС2 из шпината
в присутствии SiMo [27]. Сходное влияние тем�
пературы на форму спектров P+

680Q
–
A/P680QA наб�

людалось также для комплексов ядра ФС2 циа�
нобактерий [25]. Однако температурная зависи�
мость абсорбционных изменений для комплек�

Рис. 4. Фотоиндуцированные (свет–минус–релаксация)
электронные (620–720 нм) разностные спектры поглоще�
ния безмарганцевых комплексов ядра ФС2, измеренные в
присутствии феррицианида калия и SiMo при различных
температурах: 1 – 100, 2 – 150, 3 – 180, 4 – 230, 5 – 250 и
6 – 265 К. Горизонтальные линии, отмеченные точками,
показывают базовые линии. Спектры нормированы при
675–677 нм (нормировочные коэффициенты указаны в
скобках). Амплитуда выцветания при 677 нм в спектре при
265 К составляла 2 × 10–2 ед оптической плотности
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сов ядра ФС2 растений, по�видимому, не иссле�
довалась.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что возбуждение ФС2 световыми
квантами индуцирует быстрый перенос элект�
рона в активной ветви кофакторов РЦ с после�
довательным образованием состояний с разде�
ленными зарядами P+

680Фео–
D1 и P+

680Q
–
A [28]. Мо�

номерный хлорофилл ХлD1, расположенный в
активной ветви между димером P680 и феофити�
ном ФеоD1 [1–3], также вовлечен в фотоиндуци�
рованный перенос электрона в качестве первич�
ного донора [29–32] или первичного акцептора
электрона [25, 31, 33]. В условиях, когда Mn�
кластер в ФС2 не функционирует, а цит b559 на�
ходится в окисленном состоянии, молекулы Кар
и ХлZ могут играть роль вторичных доноров
электрона для P+

680, конкурируя с малым кванто�
вым выходом с рекомбинацией зарядов в состо�
янии P+

680Q
–
A [34, 35]. В присутствии экзогенно

введенных акцепторов электрона, способных с
некоторой эффективностью извлекать электро�
ны из фотогенерированных Фео–

D1 и(или) Q–
A, в

безмарганцевых препаратах ФС2 возможно фо�
тонакопление редокс�состояний, включающих
P+

680, Кар+, ХлZ
+, Q–

A, а также восстановленные
экзогенные акцепторы электрона.

В данной работе обратимые абсорбционные
изменения, индуцированные постоянным осве�
щением безмарганцевых препаратов комплек�
сов ядра ФС2 из шпината в присутствии экзо�
генных акцепторов электрона, феррицианида
калия и силикомолибдата, были измерены в
средней инфракрасной области спектра. Иссле�
дования были сконцентрированы на выделении
ИК�Фурье�спектра P+

680/P680 из набора других
фотоиндуцированных сигналов и исследовании
его температурной зависимости в области
100–265 К. Параллельно были исследованы аб�
сорбционные изменения в видимой области
спектра в том же температурном интервале.

Наиболее примечательной особенностью
температурной зависимости ИК�Фурье�спект�
ров P+

680/P680 (рис. 3) является явное различие в
зависимости от температуры амплитуды диффе�
ренциального сигнала при 1724/1700 см–1, при�
надлежащего P+

680/P680, и интенсивности сигнала
при 1689/1680 см–1, что указывает на различную
природу этих сигналов. Этот факт делает мало�
вероятным отнесение выцветания при 1680 см–1

димеру P680 и позволяет заключить, что полосы
валентных колебаний 131�кето С=О групп моле�
кул PD1 и PD2 в нейтральном состоянии не разре�
шаются в ИК�спектре. Полученные данные, по�

видимому, согласуются с предположением, что
кетогруппы нейтрального P680 не образуют водо�
родных связей и обе поглощают при ∼1700 см–1

[8]. На основании анализа кристаллической
структуры комплексов ядра ФС2 ранее была
выдвинута гипотеза [11] о том, что D2�Ser282 мо�
жет опосредованно (через молекулу воды) обра�
зовывать водородную связь с кетогруппой хло�
рофилла PD2, сдвигая ее поглощение в низкочас�
тотную область (до ∼1680 см–1) по отношению к
поглощению соответствующей полосы в моле�
куле PD1, находящейся в менее полярном окру�
жении. Однако предполагаемая водородная
связь, возможно, не является достаточно силь�
ной, чтобы вызвать заметные различия в коле�
бательных свойствах PD1 и PD2.

Ранее [8] присутствие в ИК�Фурье�спектре
P+

680/P680 двух положительных пиков P+
680 (при

1724 и 1709 см–1 на рис. 1) и одиночного отрица�
тельного пика P680 при 1700 см–1 было интерпре�
тировано в рамках модели, предполагающей,
что положительный заряд в катионе P+

680 в зна�
чительной степени (70–80%) локализуется на
одной из двух молекул Хл. Возможно, неэквива�
лентность высокочастотных сдвигов колебаний
кетогрупп P+

D1 и P+
D2 может быть также частично

вызвана различиями в электростатических взаи�
модействиях образующихся катион�радикалов с
белковым окружением, как это наблюдалось для
РЦ Rhodobacter (Rba.) sphaeroides [36]. Полоса пе�
реноса «дырки» при ∼3000 см–1 (рис. 2, кривая 1;
[8]) отражает частичную делокализацию поло�
жительного заряда между двумя молекулами Хл
в P+

680 [21, 22]. Преимущественная локализация
положительного заряда в ФС2 на хлорофилле
PD1 предполагалась также из сравнения высоко�
частотных сдвигов полос поглощения кетогрупп
(бактерио)хлорофиллов в ИК�Фурье�спектрах,
измеренных для комплексов ядра ФС2 из
Synechocystis sp. PCC 6803 и РЦ Rba. sphaeroides
[11]. Согласно расчетам на основе теории функ�
ционала плотности [4] значительная локализа�
ция заряда на хлорофилле PD1 [37] является од�
ним из важных факторов, определяющих высо�
кий положительный редокс�потенциал P680, не�
обходимый для окисления воды в ФС2. Тот
факт, что колебательные частоты кетогрупп мо�
лекул PD1 и PD2 существенно не изменяются с
температурой в нейтральном и катион�ради�
кальном состояниях (рис. 3), позволяет предпо�
лагать, что электронная структура P+

680 (асим�
метричное распределение заряда) в комплексах
ядра ФС2 сохраняется в интервале 100–265 К.

Если выцветающая ИК�полоса при 1680 см–1

и, соответственно, дифференциальный сигнал
при 1689/1680 см–1 (рис. 1 и 3) не принадлежат
P680, возникает вопрос об их происхождении.
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Ранее отрицательный пик при 1681 см–1 был об�
наружен в разностном Q–

A/QA ИК�Фурье�спект�
ре восстановления первичного хинонного ак�
цептора [18]. Предполагалось, что этот пик мо�
жет быть обусловлен валентной модой карбони�
ла белка (мода амид I) ФС2 [18]. Рис. 1, кривая 2
показывает, что отрицательный сигнал при
1681 см–1 также виден в ИК�Фурье�спектре
комплексов ядра ФС2, измеренном в присут�
ствии только SiMo, когда основной вклад вно�
сят сигналы от Q–

A/QA. Можно было бы предпо�
ложить, что дифференциальный сигнал при
1689/1680 см–1 в ИК�Фурье�спектрах P+

680/P680

(рис. 3) отражает изменения в полосе амид I,
вызванные конформационными перестройками
структуры окружающего белка при образовании
P+

680. Однако такое объяснение было бы трудно
согласовать с различным влиянием температу�
ры на этот сигнал и сигнал при 1724/1700 см–1,
принадлежащий P+

680/P680 (рис. 3).
Интересным в этом отношении является тот

факт, что широкая выцветающая полоса при
675–677 нм, наблюдаемая в Qy�области элект�
ронных разностных спектров при температурах
выше ∼200 К (рис. 4, кривые 4–6), при более
низких температурах разрешается в виде слож�
ного структурированного сигнала с отрицатель�
ными полосами при 675 и 686 нм и положитель�
ным пиком при 681 нм. Хотя детальное отнесе�
ние этих спектральных особенностей конкрет�
ным пигментным кофакторам – предмет дис�
куссии [25–27], предполагается, что абсорбци�
онные изменения, наблюдаемые в этой области
спектра при криогенных температурах, включа�
ют выцветающую полосу, обусловленную фото�
окислением P680, и электрохромный сдвиг поло�
сы поглощения близлежащего мономерного Хл,
индуцированный P+

680 [25, 26]. Возможно, диф�
ференциальный сигнал при 1689/1680 см–1 (рис. 3)
представляет собой колебательный аналог
электрохромного сдвига, присутствующего в
электронных разностных спектрах (рис. 4).
Можно предполагать, что заряд на P+

680 элект�
ростатически влияет на колебательную моду
131�кето С=О группы одного из мономерных
хлорофиллов РЦ (ХлD1 или ХлD2), сдвигая часто�
ту этой моды от ∼1680 до 1689 см–1. Отмеченное
выше отсутствие корреляции в поведении диф�
ференциального сигнала при 1724/1700 см–1 (от�
ражающего количество регистрируемого P+

680) и
сигнала при 1689/1680 см–1 в ответ на изменение
температуры образца от ∼230 до 265 К могло бы
быть в этом случае объяснено увеличением эф�
фективной диэлектрической постоянной белка
при температурах выше ∼200 К (см. [38] для ссы�
лок и дальнейшего обсуждения), что приводило
бы к частичному экранированию электростати�

ческого взаимодействия и уменьшению электро�
хромного сдвига при повышенных температурах.

Другая интерпретация заключается в том,
что сигнал при 1689/1680 см–1 отражает высоко�
частотный сдвиг валентной моды 131�кето С=О
группы молекулы ХлD1 вследствие образования
катиона Хл+

D1. Действительно, недавние элект�
ростатические расчеты [27] показали, что при
низких температурах фотогенерированная по�
ложительно заряженная «дырка», первоначаль�
но локализованная в ФС2 на P+

680, может (час�
тично) переноситься на молекулу ХлD1 вследствие
сдвига редокс�потенциала пары Хл+

D1/ХлD1 от�
носительно потенциала P+

680/P680 в поле QA
–. При

комнатной температуре эффект перераспреде�
ления заряда становится минимальным из�за
экранирования поля QA

– за счет молекулярной
реориентации среды (пигментов, белка, воды),
и, как следствие, «дырка» локализуется только
на P+

680. Уменьшение амплитуды дифференци�
ального сигнала при 1689/1680 см–1 по отноше�
нию к амплитуде сигнала при 1724/1700 см–1

при повышении температуры (рис. 3) согласует�
ся с такой интерпретацией. Наблюдаемый высо�
кочастотный сдвиг полосы при 1680 см–1 (9 см–1),
соотносимый в данной модели с парой Хл+

D1/
/ХлD1, соответствовал бы аналогичному сдвигу
между полосами при 1700 и 1709 см–1 при окис�
лении P680 (рис. 3, [8]).

Ранее на основе ИК�спектров образования
триплетного состояния хлорофилла в изолиро�
ванных РЦ ФС2 (D1–D2–cyt b559�комплексы)
из шпината 131�кето С=О группе ХлD1 была при�
писана полоса при 1668–1670 см–1 [39]. В то же
время из результатов фемтосекундных ИК�из�
мерений предполагалось, что полоса кетогруп�
пы ХлD1 в изолированных РЦ расположена при
1687 см–1, смещаясь до 1697 см–1 при образова�
нии катиона Хл+

D1 [29]. При анализе данных
фемтосекундных ИК�измерений, выполненных
на комплексах ядра ФС2 из Synechocystis sp. PCC
6803 дикого типа [11], предпочтение было отда�
но предположению о поглощении кетогруппы
ХлD1 при ∼1670 см–1 [39]. В рамках этого соотнесе�
ния дифференциальный сигнал при 1689/1680 см–1

в ИК�Фурье�спектрах P+
680/P680 комплексов ядра

(рис. 3) мог бы быть связан с 131�кето С=О ва�
лентной модой мономерного хлорофилла ХлD2,
расположенного в неактивной ветви кофакто�
ров РЦ ФС2 [1–3]. Следует отметить, однако,
что спектральные свойства комплексов D1–
D2–cyt b559 РЦ могут подвергаться частичным
изменениям [26, 40, 41], возможно, из�за удале�
ния интегральных антенных полипептидов
CP43 и CP47. В настоящее время колебательные
характеристики триплет�несущей молекулы
ХлD1 [26] в более интактных комплексах ядра
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ФС2, по�видимому, еще не определены. Таким
образом, полученные в настоящей работе дан�
ные и информация, имеющаяся в литературе, не
исключают возможность отнесения сигнала при
1689/1680 см–1 также молекуле ХлD1. Однако для
того, чтобы сделать более определенные заклю�
чения, потребуются дальнейшие исследования.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (грант 13�00�40297�К), Программы фун�
даментальных исследований РАН «Молекуляр�
ная и клеточная биология», Программы Прези�
дента РФ (грант НШ�4771.2014.4). Результаты,
представленные на рис. 4, были получены при
поддержке РНФ (грант 14�14�00789).
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Mid�infrared (4500–1150 cm–1) absorbance changes induced by continuous illumination of Mn�depleted core complexes
of Photosystem II (PSII) from spinach in the presence of exogenous electron acceptors (potassium ferricyanide and silico�
molybdate) were studied by FTIR difference spectroscopy in the temperature range of 100–265 K. The FTIR difference
spectrum for photooxidation of the chlorophyll dimer P680 was extracted from a set of signals associated with oxidation of sec�
ondary electron donors (β�carotene, chlorophyll) and reduction of the primary quinone QA. Based on analysis of the tem�
perature dependence of the P+

680/P680 FTIR spectrum, it is concluded that frequencies of 131�keto�C=O stretching modes of
neutral chlorophyll molecules PD1 and PD2, which constitute P680, are similar to each other, being located at ∼1700 cm–1. This
fact together with a considerable difference between the stretching mode frequencies of keto�groups of cations P+

D1 and P+
D2

(1724 and 1709 cm–1, respectively) is in agreement with a literature model (Okubo, T., et al., Biochemistry, 2007) suggesting
that the positive charge in the dimer P+

680 is mainly localized on one of the two chlorophyll molecules. A partial delocaliza�
tion of the charge between PD1 and PD2 molecules in P680

+ is supported by the presence of a characteristic electronic interva�
lence band at ∼3000 cm–1. It is shown that a bleaching band at 1680 cm–1 in the P+

680/P680 FTIR spectrum does not belong to
P680. A possible origin of this band is discussed taking into account the temperature dependence (100–265 K) of light�induced
absorbance changes of PS II core complexes in the visible spectral region from 620 to 720 nm.

Key words: core complex of photosystem II, FTIR spectroscopy, chlorophyll, photooxidation, radical cation


