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Первичные реакции переноса энергии возбуждения и разделения зарядов в фотосистеме 1 (ФС1) 
из пустынной зеленой водоросли Chlorella ohadii, выращенной при низкой освещенности, были 
исследованы методом широкополосной фемтосекундной спектроскопии «возбуждение-зонди-
рование» в диапазоне от  400 до 850  нм во временном диапазоне 100  фс–500  пс. Фотохимиче-
ские реакции инициировались с синего и красного края полосы поглощения  Qy хлорофилла и 
сравнивались с аналогичными процессами в ФС1 из цианобактерии Synechocystis  sp.  PCC  6803. 
При возбуждении ФС1 из C.  ohadii на длине волны 660  нм во временном интервале до 25 пс на-
блюдались процессы перераспределения энергии в светособирающих субъединицах комплекса,  
в то время как формирование стабильной ион-радикальной пары  P700+A1− в этих условиях было 
кинетически неоднородным с характерными временами 25 и 120  пс. При альтернативном вари-
анте возбуждения в красный край полосы  Qy на длине волны 715  нм в половине комплексов 
наблюдались первичные реакции разделения зарядов во временном диапазоне 7  пс, а в осталь-
ной части комплексов образование ион-радикальной пары  P700+A1− лимитировалось переносом 
энергии и происходило с характерным временем  70  пс. Аналогичные фотохимические реак-
ции в ФС1 из Synechocystis  6803 были существенно быстрее: при возбуждении на длине волны 
680 нм примерно в 30% комплексов образование первичных ион-радикальных пар происходило 
со временем  3  пс. При возбуждении на 720  нм в половине комплексов наблюдалось кинетиче-
ски неразрешимое сверхбыстрое первичное разделение зарядов, а последующее образование 
ион-радикальной пары  P700+A1− наблюдалось со временем  25  пс. Фотодинамика ФС1 из C.  ohadii 
имела заметное сходство с процессами переноса энергии возбуждения и разделения зарядов 
в ФС1 из микроводоросли Chlamydomonas reinhardtii, однако в динамике переноса энергии в ФС1 
из C.  ohadii наблюдались существенно более медленные компоненты.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: зеленая водоросль Chlorella ohadii, фемтосекундная лазерная спектроскопия, 
первичные фотохимические реакции, экситонная динамика, разделение зарядов.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время интерес многих исследо-
вателей в области первичных процессов фото-

синтеза привлечен к изучению фотосинтезирую-
щих организмов, обитающих в экстремальных 
экологических условиях. Такие условия могут 
включать, в частности, низкую и высокую осве-
щенность, температуру, влажность и спектраль-
ный состав света. Большой интерес представляет 
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Принятые сокращения: РЦ  – реакционный центр; ССА  – светособирающая антенна; ФС1  – фотосистема  1; 
Хл – хлорофилл; EADS – эволюционно-ассоциированные дифференциальные спектры; LHCI – светособирающий 
антенный комплекс I.

изучение структуры и функций пигмент-белковых 
комплексов фотосистемы  1  (ФС1) из организмов, 
живущих при исключительно высокой освещен-
ности. Одним из таких организмов является зе-
леная водоросль Chlorella ohadii, обнаруженная в 
почве пустыни Негев и способная к фотосинтезу 
в условиях чрезвычайно высокой освещенности 
(~2000  мкЭ)  [1]. В  недавней работе израильских и 
немецких ученых  [2] была выделена и подробно 
охарактеризована ФС1 из C.  ohadii. С  помощью 
криоэлектронной микроскопии с разрешением 
2,7  Å были получены структуры ФС1 из клеток, 
выращенных при низкой (40–100  мкЭ, ФС1LL) и 
при высокой (2500  мкЭ, ФС1HL) освещенности. Было 
показано, что ФС1LL состоит из 24  пигмент-белко-
вых субъединиц, объединенных в четыре струк-
турных компартмента: основной комплекс, вклю-
чающий реакционный центр  (РЦ) и внутреннюю 
(интегральную) светособирающую антенну  (ССА); 
пару внешних светособирающих антенных ком-
плексов I (LHCI), расположенных в виде двух опоя-
сывающих колец вблизи донорного участка РЦ, и 
один димерный комплекс  LHCI, локализованный 
вблизи от акцепторного участка  РЦ. Наиболее за-
метные различия в структурах комплексов ФС1LL  
и ФС1HL касаются внешней  ССА. LHCIHL содержит 
значительно меньше хлорофилла (Хл)  b, чем LHCILL: 
в большинстве субъединиц LHCIHL хотя бы одна 
молекула Хл  b заменялась Хл  а. Последовательно-
сти аминокислот в LHCI ФС1LL из C.  ohadii были 
высоко гомологичны последовательностям LHCI 
из эталонной зеленой водоросли Chlamydomonas 
reinhardtii. При этом расположение четырех субъ-
единиц  LHCI было идентично расположению 
в ФС1 растений, а оставшихся шести  – распо-
ложению в зеленых водорослях Chl.  reinhardtii и 
Bryopsis corticulans  [3–6].

Для изучения механизма переноса энергии и 
первичного разделения зарядов в фотосинтетиче-
ских комплексах ФС1 широко используются мето-
ды широкополосной фемтосекундной спектроско-
пии «возбуждение-зондирование»  [7–9]. Изучение 
реакций разделения зарядов в ФС1 цианобактерий 
затруднено наличием внутренней (интеграль-
ной) ССА, которая содержит примерно 90 молекул 
Хл  a [10,  11]. У водорослей и высших растений ССА 
ФС1 включает также дополнительные перифери-
ческие субъединицы, поэтому стехиометрия пиг-
ментного состава в этих структурах составляет 
200–250 молекул Хл  a и Хл  b на РЦ [12, 13]. В рабо-
тах Holzwarth  et  al.  [14–16] первичные фотохими-
ческие реакции ФС1 из водоросли Chl.  reinhardtii  
изучались, в частности, методом широкополосной 

фемтосекундной спектроскопии. Авторами было 
предположено, что в этом комплексе фотохимиче-
ские реакции могут протекать по двум механиз-
мам в зависимости от длины волны возбуждения. 
Возбуждение в красный край полосы Qy на длине 
волны 700  нм затрагивало непосредственно пиг-
менты  РЦ, что позволило авторам оценить ха-
рактерное время первичной реакции разделения 
зарядов, которое по их интерпретации получилось 
равным  3–5  пс  [15,  16].

Комплексы ФС1, выделенные из цианобакте-
рий Synechocystis sp. PCC 6803 и Thermosynechococcus 
elongatus, не содержат периферических светосо-
бирающих субъединиц  [10,  11]. При возбуждении 
этих комплексов в области 670–680  нм абсорбцион-
ные изменения на временном интервале до 10  пс 
обусловлены процессами миграции энергии во 
внутренней  ССА, а разделение зарядов с образо-
ванием первичной ион-радикальной пары лими-
тировано переносом энергии в  РЦ и происходит 
со временем 35–40  пс  [7,  17,  18]. При возбуждении 
этих комплексов с красного края полосы  Qy в 
области 720–760  нм наблюдалось сверхбыстрое 
разделение зарядов на временном интервале 
≤  0,2  пс  [19–21], что существенно быстрее оценок 
скорости первичных реакций, полученных для 
ФС1 из  Chl.  reinhardtii  [14–16].

Настоящая работа является первой из серии 
работ, посвященных исследованию сверхбыстрой 
кинетики переноса энергии и разделения зарядов 
ФС1LL из клеток C.  ohadii, выращенных при низ- 
кой освещенности, с помощью лазерной фемто-
секундной спектроскопии методом «возбуждение-
зондирование». В  работе проведено сравнение 
кинетики переходов спектральных интермедиа-
тов ФС1LL из C.  ohadii с переходами в эталонной 
ФС1 из цианобактерии Synechocystis  sp. PCC  6803. 
В дальнейшем планируется сравнение первичных 
процессов в ФС1LL и ФС1HL из клеток  C.  ohadii.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение комплексов ФС1 из клеток 
Chlorella ohadii, выращенных в условиях низкой 
освещенности. Комплексы ФС1 из C.  ohadii были 
выделены, как описано в работе Caspy  et  al.  [2]. 
Клетки выращивали при перемешивании и бар
ботировании воздухом и  CO2 при 25  °C и освеще-
нии 50  мкЭ. Клетки осаждали центрифугирова-
нием при 5000  g, промывали буфером Tris-NaOH 
(30 мМ, pH 8,0), содержащим 10 мМ NaCl и 10% са-
харозы, разрушали с помощью пресса Френча,  
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затем получали мембранную фракцию и солю-
билизировали, добавляя 1,5%  (w/v) n-додецил-β-D-
мальтозида  (ДДМ). Суперкомплекс ФС1 получали 
путем центрифугирования в градиенте плотно-
сти сахарозы (15–50%  сахарозы, 20  мМ  Tris-Tricin 
(pH 8,0), 300 мМ NaCl и 0,2% ДДМ) с использованием 
ротора SW-60 («Beckman», США) при 48  000  об/мин 
в течение  15  ч.

Выделение комплексов ФС1 из клеток циано-
бактерий Synechocystis  sp. PCC  6803. Клетки вы-
ращивали в среде BG-11 и осаждали при 10  000 g в 
течение 15 мин. Разрушение клеток осуществляли 
с помощью Френч-пресса с последующим осажде-
нием неразрушенных частиц при 3  000  g в течение 
10 мин. Далее, супернатант (мембранные фрагмен-
ты) был инкубирован в присутствии 1% (w/v) ДДМ 
в течение 2  ч при 4  °С при концентрации хлоро-
филла 0,5  мг/мл. После центрифугирования при 
14  000  g в течение 20  мин супернатант был нане-
сен на линейный градиент сахарозы (5–20% (w/v)) 
и далее был центрифугирован в течение 3  ч при 
140  000  g на роторе VTi50 («Beckman») (закуплен-
ном с помощью Программы развития МГУ) в соот-
ветствии с процедурой, описанной ранее  [22].

Сверхбыстрые абсорбционные изменения 
ΔA(λi,tm) регистрировались методом широкопо-
лосной фемтосекундной лазерной спектроскопии 
«возбуждение-зондирование» в оптическом диа-
пазоне 400  ≤  λ  ≤  850  нм на временных задержках  t 
от 100 фс до 500  пс. Экспериментальная установка 
и методика измерений были описаны ранее  [19]. 
Возбуждение ФС1 осуществлялось фемтосекунд-
ными лазерными импульсами с  максимумом на 
длинах волн 660  нм (длительность  – 40  фс, энер-
гия  – 0,8  нДж) и 715  нм (длительность  – 37  фс, 
энергия  – 4  нДж). Зондирование обеспечивалось 
широкополосными импульсами суперконтинуума 
при угле поляризации 54,7 градусов относительно 
поляризации возбуждающего импульса. Разност-
ные спектры поглощения в диапазоне 400–850  нм 
снимали с помощью ПЗС-камеры Newton («Andor», 
США), соединенной с полихроматором Acton SP-300 
(«Thermo Fisher Scientific», США). Эксперименты 
проводились при температуре 6  °С в проточной 
оптической ячейке с длиной оптического пути 
0,5  мм; диаметр области возбуждения  – 0,2  мм; 
оптическая плотность образца составляла 10 еди-
ниц при оптическом пути 1  см. Скорость циркуля-
ции в проточной ячейке (9  мл/мин) была доста-
точно высокой, чтобы избежать многократного 
возбуждения одного и того же объема пробы. 
Спектры корректировались дисперсией групповой 
задержки, как описано ранее  [23,  24]. Учет коге-
рентного артефакта и деконволюции аппаратной 
функции в области t  =  0 проводился по методике, 
предложенной в работах Dobryakov et al. [23,  25] и 
Cherepanov et al.  [26]. Экспериментальные данные 

для дифференциального спектра Хл  a в тетрагид-
рофуране взяты из работы  Cherepanov  et  al.  [27].

Математический анализ абсорбционной 
динамики включал разложение спектрально-вре-
менных матриц  ΔA(λl,tm) на линейную комбина-
цию n  дискретных экспоненциальных функций:

Q[τ](λ,t) = ΣDk (λ) · exp(−t /τk) + Dn+1(λ)	 (1)

в предположении, что характерные времена  {τk} 
не зависят от длины волны наблюдения  λ и, 
следовательно, могут рассматриваться как «гло-
бальные» параметры, определяемые нелинейной 
минимизацией суммы квадратов отклонений 
теоретической модели от экспериментальных 
данных. Зависящие от длины волны предэкспо-
ненциальные амплитуды  Dk(λ), рассчитываемые 
стандартным методом линейной регрессии для 
каждой экспоненциальной функции k, определяют 
спектры, связанные с распадом (Decay-Associated  
Spectra, DAS), одновременно рассчитывается фи-
нальный спектр Dn+1(λ). После определения харак-
терных времен  {τk} в соответствии с методикой, 
предложенной Stokkum et al. [28], рассчитывались 
дифференциальные спектры последовательных 
кинетических интермедиатов  – эволюционно-
ассоциированные дифференциальные спектры 
(evolution-associated difference spectra, EADS), пред-
ставляющие собой разностные спектры интерме-
диатов, возникающих в последовательной кине-
тической модели:

A1(λ) → A2(λ) → A3(λ) → ... → An+1(λ).	 (2)

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На рис. 1 спектр поглощения комплексов ФС1 
из микроводосли C.  ohadii сравнивается со спек-
тром ФС1 из цианобактерии Synechocystis  6803. 
Пигментный комплекс ФС1 цианобактерии вклю-
чает только внутреннюю (интегральную)  ССА, ее 
пигменты окружают кофакторы электрон-транс-
портной цепи. Мономер ФС1 из Synechocystis  6803 
содержит 96  молекул Хл  a и 20  молекул β-каро-
тина, а также 3 молекулы кантаксантина и эхине-
нона [29]. Комплекс ФС1 из C.  ohadii, помимо инте-
гральной антенны, включает 10  периферических 
подвижных светособирающих субъединиц, в це-
лом, на один РЦ этой ФС1 приходится 208 молекул 
Хл  a, 47  молекул Хл  b, 32  молекулы β-каротина, а 
также 30 молекул других каротиноидов (21 – люте-
ин, 4 – виолаксантин, 2 – астаксантин, 2 – β-крип-
токсантин, 1 – эхиненон), поглощающих в области 
470–520 нм [2]. Поглощение ФС1 из C.  ohadii в обла-
сти полосы Qy обусловлено преимущественно Хл  a.  

k = 1

n

τ1 τ2 τ3 τn
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Рис. 1. Сравнение спектров поглощения ФС1 из водоросли C. ohadii (1) и цианобактерии Synechocystis 6803 (2). 
Спектр ФС1 из C. ohadii аппроксимирован суммой спектров Хл a  (3), Хл b  (4) и бета-каротина (5) по методике 
из работы Cherepanov et al.  [26]. Относительные вклады Хл a и Хл b в модельный спектр (6) составляют 90% 
и  10% соответственно. В  области 600–750 нм представлены три фракции Хл  a с максимумами в полосе  Qy 
на 671  нм  (3а  – 40%), 685  нм  (3б  – 54%) и 705  нм  (3в  – 6%). На  вставке показан красный край спектров в  ло-
гарифмическом масштабе

Рис. 2. Спектральные изменения ФС1 из C.  ohadii вблизи полосы  Qy, инициированные возбуждением с мак-
симумом на 660  нм  (а) и 715  нм  (б). Шкала амплитуд показана справа от цветовых карт

В  спектре полосы  Qy можно выделить фракции 
с максимумом около 671  нм  (40%), 685  нм  (54%) 
и 704  нм  (6%), в то время как Хл  b вносит лишь 
небольшой вклад в полосу поглощения  Qy в об-
ласти 650–660  нм (рис.  1). Примечательно, что мо-
дельный спектр Хл  a, рассчитанный для ФС1 из 

C.  ohadii в области полосы  Qy (штрих-пунктир), 
хорошо воспроизводит спектр поглощения ФС1 
из Synechocystis  6803 (сплошная красная линия). 
Отличие двух спектров состоит в том, что длинно-
волновый край полосы Qy спектра ФС1 из C.  ohadii 
сдвинут на ~5 нм в красную сторону относительно 
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Рис. 3. Дифференциальные спектры последовательных кинетических интермедиатов (EADS) ФС1 из 
C.  ohadii  (а,  б) и Synechocystis  6803  (в,  г) в области Соре  (а,  в) и вблизи полосы  Qy  (б,  г). Возбуждение на дли-
нах волн 660  нм (C.  ohadii) и 680  нм (Synechocystis  6803). Характерные времена переходов  τi и соответствую-
щие им спектры  Ai(λ) получены с помощью нелинейной многоэкспоненциальной деконволюции

спектра ФС1 из Synechocystis 6803. Однако при этом 
асимптотический спад спектра ФС1 из C.  ohadii в 
области 710–760  нм, построенный в полулогариф-
мических координатах, совпадает с поглощением 
ФС1 из Synechocystis  6803 (вставка на  рис.  1).

Фотоиндуцированные изменения поглощения 
ФС1 из C.  ohadii, вызванные возбуждением с си-
него и красного краев полосы Qy на длинах волн 
660 и 715  нм, представлены на  рис.  2,  а  и  б  соот-
ветственно.

Возбуждение на 660  нм затрагивало преиму-
щественно фракции Хл  a антенны с максимумом 
около 670  нм (синяя кривая на  рис.  1), а после-
дующий перенос возбуждения в область основной 
полосы 685  нм происходил на временной шкале 
0,1–1  пс (сдвиг полосы выцветания Qy представлен 
на рис.  2,  а синим цветом). Установление равно-
весия с длинноволновыми формами Хл антенны, 
поглощающими в области 700  нм, происходило 
на временном интервале 3–10  пс, что видно по 
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Рис. 4. Спектры EADS ФС1 из C.  ohadii  (а,  б) и Synechocystis  6803  (в,  г) в области Соре  (а,  в) и вблизи поло-
сы  Qy  (б,  г). Возбуждение на длинах волн 715  нм  (C.  ohadii) и 720  нм  (Synechocystis  6803). Характерные вре-
мена переходов  τi и соответствующие им спектры  Ai(λ) получены с помощью нелинейной многоэкспонен-
циальной деконволюции

уширению области выцветания в этом временном 
диапазоне. Наконец, перенос энергии в  РЦ и раз-
деление зарядов с образованием ион-радикальной 
пары  P700+A1− происходило на временной шкале 
40–100  пс. Спектральным маркером катиона  P700+ 
является появление двух полос выцветания с ло-
кальными минимумам около  686 и 700  нм, тогда 
как образование аниона филлохинона  A1− не вы-
зывает заметных изменений поглощения в обла-
сти полосы  Qy  [30].

Возбуждение ФС1 из C.  ohadii с красного края 
полосы  Qy с центром на длине волны 715  нм 
затрагивало преимущественно длинноволновую 
фракцию Хл  a антенны с максимумом около 
705  нм (красная кривая на  рис.  1). В  этих услови-
ях установление равновесия в светособирающих 
комплексах происходило на временной шкале 
1–3  пс, что видно по сдвигу полосы выцветания 
на рис. 2, б в область коротких длин волн. Образо-
вание ион-радикальной пары  P700+A1− в этих усло-
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Рис. 5. Дифференциальный спектр возбужденного состояния мономера  Хл  a в растворе тетрагидрофурана

виях возбуждения происходило заметно быстрее – 
во временном диапазоне  20–50  пс.

Количественный анализ спектральной ди-
намики был проведен методом глобального раз-
ложения на экспоненциальные компоненты  (1) 
с помощью последовательной кинетической 
модели  (2). Последовательная модель позволяет 
качественно описать установление равновесия 
между различными фракциями Хл в антенне и 
лимитированное переносом энергии разделе-
ние зарядов в  РЦ. На  рис.  3 приведены спектры 
EADS комплексов из C.  ohadii и Synechocystis  6803, 
полученные при возбуждении ФС1 в синий край 
полосы  Qy на длинах волн  660 и 680  нм соответ- 
ственно.

Аналогичные спектры, полученные при возбу-
ждении ФС1 с красного края полосы  Qy на длине 
волны 715–720  нм приведены на  рис.  4.

Для интерпретации наблюдаемых спектраль-
ных интермедиатов важную информацию пре-
доставляет разностный спектр возбужденного 
состояния S1 мономера Хл  a в растворе тетрагидро-
фурана (рис.  5), помогающий выделить в спектрах 
EADS маркеры возбужденного состояния моле-
кул  Хл. К  числу особенностей разностного спек-
тра  S1 можно отнести следующие:

(i)  полоса выцветания  Qy с минимумом на 
668  нм, обусловленная исчезновением основного 
состояния и появлением стимулированного излу-
чения, имеет полуширину 20  нм (горизонтальная 
отметка на  рис.  5) и амплитуду, примерно рав-
ную амплитуде выцветания полосы Соре в обла-
сти  435–450  нм;

(ii)  в области 730  нм наблюдается дополни-
тельная отрицательная полоса стимулированного 
излучения (отмечена направленной вверх стрел-
кой), обусловленная сопряжением перехода S1→ S0 
с возбуждением вибронных колебаний макро
цикла  Хл;

(iii)  в области 770  нм наблюдается положи-
тельная полоса поглощения возбужденного со-
стояния (отмечена направленной вниз стрелкой), 
обусловленная переходом S1→ Sn на более высокий 
электронный уровень возбужденного  Хл;

(iv)  в области 460–500  нм спектр поглощения 
возбужденного состояния  Хл представляет со-
бой широкую полосу, не имеющую выраженной 
структуры; используя указанные маркеры, можно 
проводить интерпретацию наблюдаемых спек-
тров  EADS.

Как следует из рис. 3, а и б, при возбуждении 
ФС1 из C.  ohadii на длине волны 660  нм переход-
ные спектры на временных задержках до  25  пс 
(представлены темно-красной, красной и оранже-
вой линиями) соответствуют спектру возбужден-
ного  Хл  a: его характерными маркерами явля-
ются выцветание вибронной полосы в области 
740–750  нм и появление широкой положитель-
ной полосы в области 780–840  нм (вертикальные 
стрелки на  рис.  3,  б). Эволюция спектров в этом 
интервале отражает миграцию энергии к длинно-
волновым формам Хл антенны. Наиболее значи-
мые абсорбционные изменения, обусловленные 
образованием ион-радикальной пары  P700+A1−, мо-
гут быть описаны двумя экспоненциальными пе-
реходами с характерными временами 25 и 120  пс.  
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По  всей видимости, различные компартменты 
ССА передают энергию в  РЦ с различной ско-
ростью, поэтому результирующая кинетика не 
является моноэкспоненциальной. Уменьшение 
общей амплитуды выцветания в области полосы 
Соре  (440  нм) и полосы Qy  (690  нм) коррелирует 
с исчезновением маркеров возбужденного состоя-
ния (полосы стимулированного излучения на 740–
750  нм и положительной полосы поглощения на 
780–840 нм), а также характеризуется появлением 
маркера поглощения катиона P700+ на 450 нм (вер-
тикальная стрелка на рис.  3,  а). Наиболее вероят-
ная интерпретация последней особенности – элек-
трохромный сдвиг полос Соре молекул Хл РЦ под 
действием электрического поля ион-радикальной 
пары  P700+A1−.

На рис. 3, в и г приведены аналогичные спек-
тры EADS для ФС1 из Synechocystis  6803 после воз-
буждении на длине волны 680 нм. На временных 
задержках до 2  пс переходные спектры, в целом, 
соответствуют спектру возбужденного Хл и близки 
к аналогичным спектрам ФС1 из C.  ohadii. Переход-
ный спектр  A3(λ), образующийся с характерным 
временем τ2  =  2,8  пс  (зеленая линия), характери-
зуется следующими особенностями: появляется 
длинноволновая полоса выцветания с мини-
мумом на 705  нм; амплитуда основной полосы 
выцветания на 688  нм уменьшается вдвое; при-
мерно вдвое уменьшается амплитуда выцветания 
вибронной сателлитной полосы на 750  нм; полоса 
поглощения возбужденного состояния в области 
780–840  нм не меняется; полоса выцветания в об-
ласти Соре (440–445  нм) практически не меняется, 
в то время как поглощение возбужденного состоя-
ния в области 460–500  нм уменьшается. В  сово-
купности эти изменения могут быть объяснены 
возникновением в  РЦ переходных состояний, в 
которых возбужденные экситон-сопряженные 
молекулы  Хл РЦ  (P700A0)* смешаны с состояния-
ми разделенных зарядов  P700+A0−  [20,  31]. Перенос 
электрона на хинонный акцептор и образование 
стабильной ион-радикальной пары  P700+A1− в ФС1 
из Synechocystis  6803 происходит с характерным 
временем  31  пс.

На рис. 4, а и б приведены спектры EADS для 
ФС1 из C.  ohadii после возбуждения с красного 
края полосы  Qy в области 715  нм. На  времен-
ных задержках до  7  пс спектральные изменения 
могут быть приписаны установлению равновесия 
с участием коротковолновых форм Хл антенны. 
Переходный спектр  A3(λ), образующийся с харак-
терным временем τ2  =  7  пс (зеленая линия), имеет  
признаки образования ион-радикальных состоя-
ний: уменьшаются амплитуды полосы выцвета-
ния на 690  нм и сателлитной полосы на 750  нм, 
а также полосы в области Соре  440  нм. Кроме 
того, увеличивается поглощение в области 455 нм, 

что является признаком появления катиона  P700+. 
Процесс разделения зарядов в этом варианте воз-
буждения ФС1 завершается переходом с характер-
ным временем  τ3  =  73  пс.

На рис. 4, в и г приведены спектры EADS для ФС1 
из Synechocystis 6803 после возбуждения с красного 
края полосы Qy в области 720 нм. В этих условиях  
возбуждения начальный переходный спектр A1(λ) 
на временных задержках до 0,38 пс (темно-красная 
линия) близок по форме к спектру A3(λ), образую-
щемуся со временем τ2 = 2,8 пс после возбуждения 
ФС1 из Synechocystis 6803 на 680 нм (рис. 3, в и г; зе-
леная линия). Переходный спектр A1(λ) в области 
полосы  Qy характеризуется двумя минимумами 
(при  690 и 704 нм) с амплитудой вдвое меньшей 
амплитуды начальной полосы выцветания при 
возбуждении на 680 нм  (рис.  3,  г; темно-красная 
линия). При этом выцветание вибронной полосы 
на 750 нм и поглощение возбужденного состоя-
ния в области 780–840 нм незначительно. Спектр 
выцветания полосы Соре и поглощения возбу-
жденного состояния в области 460–500 нм хорошо 
соответствует переходному спектру  A3(λ), обра-
зующемуся с характерным временем τ2 = 2,8  пс 
при возбуждении на 680 нм (рис. 3, в и г; зеленая 
линия). Таким образом, данные результаты под-
тверждают сделанный ранее вывод о непосред-
ственном возбуждении реакционного центра 
ФС1 и образовании в нем смешанных состояний 
с разделенными зарядами  P700+A0− при возбужде-
нии в области 720  нм  [19,  20]. Образование ста-
бильной ион-радикальной пары  P700+A1− в ФС1 
из  Synechocystis  6803 в этих условиях происходит 
с характерным временем 25 пс.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе спектральные изменения 
ФС1 из микроводоросли C.  ohadii, индуцированные 
возбуждением с синего и красного края полосы по-
глощения Qy, сравниваются с аналогичными изме-
нениями ФС1 из цианобактерии Synechocystis 6803. 
При возбуждении ФС1 из C.  ohadii на длине волны 
660  нм спектральная динамика во временном 
интервале до  25  пс отражает перераспределение 
энергии в светособирающих субъединицах ком-
плекса; образование стабильной ион-радикальной 
пары  P700+A1− в этих условиях лимитируется пере-
носом энергии в РЦ из двух пулов антенных ком-
плексов с характерными временами  25 и 120  пс 
соответственно. В аналогичных условиях перенос 
энергии в РЦ ФС1 из Synechocystis 6803 происходит 
существенно быстрее: в ~30% комплексов энергия 
попадает в РЦ со временем  3  пс, что вызывает 
образование первичных ион-радикальных пар;  
в остальной части комплексов возбуждение РЦ 
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Рис. 6. Карты континуального распределения времен жизни переходной кинетики поглощения ФС1 из 
C.  ohadii, построенные обратным преобразованием Лапласа с помощью программы CONTIN  [33] по данным, 
представленным на  рис.  2. Возбуждение на 660  нм  (а) и 715  нм  (б). Области уменьшения и увеличения 
поглощения отмечены синим и красным цветом в соответствии со шкалой, размещенной справа от карты

и формирование состояния  P700+A1− происходит со 
временем  31  пс. Сходные фотохимические реак-
ции в ФС1 из Synechocystis  6803 наблюдались ра-
нее  [7,  17,  18].

При альтернативном варианте возбуждения 
ФС1 из C.  ohadii в красный край полосы Qy на дли-
не волны 715  нм в 50%  комплексов наблюдается 
разделение зарядов с характерным временем 7  пс, 
в остальных 50%  − разделение зарядов и образо-
вание стабильной ион-радикальной пары  P700+A1− 
контролируется переносом энергии с характерным 
временем около  70  пс. В  аналогичных условиях 
в ФС1 из Synechocystis  6803 в половине комплек-
сов наблюдается сверхбыстрое (кинетически не-
разрешимое) разделение зарядов, последующая 
стабилизация и образование ион-радикальной 
пары  P700+A1− происходит со временем  25  пс [19].

Наблюдаемые различия в скорости образова-
ния ион-радикальных пар между комплексами 
ФС1 из двух организмов, по-видимому, связаны с 
различиями в их структуре. Центральная часть 
комплекса имеет единый план строения у всех 
кислород-выделяющих организмов, однако ком-
плексы ФС1 хлоропластного типа, характерные 
для зеленых водорослей и высших растений, окру-
жены внешней антенной из 8–10  пигмент-белко-
вых комплексов  LHCI. Поэтому в ФС1 из циано-
бактерии Synechocystis 6803 на один реакционный 
центр приходится 90  молекул Хл  а  ССА, а в зеле-
ной водоросли C.  ohadii  – 202  молекулы Хл  а и 
47 молекул Хл  b. В связи с этим возникает вопрос, 
типично ли такое медленное разделение зарядов 
для всех комплексов ФС1 хлоропластного типа.

Первичные фотохимические процессы были 
ранее исследованы в работах Holzwarth  et  al.  [14–
16] в ФС1 из зеленой водоросли Chl.  reinhardtii. Для 
корректного сопоставления спектральной дина-
мики ФС1 из C.  ohadii с картами плотности кон-
тинуального распределения характерных времен, 
опубликованными ранее  [14–16], аналогичные 
карты распределения характерных времен были 
рассчитаны методом обратного преобразования 
Лапласа  [32] с помощью программы CONTIN  [33]. 
На  рис.  6 приведены результаты континуального 
разложения фотодинамики в области полосы  Qy, 
представленной  на  рис.  2.

Главными особенностями распределения по-
ложительных и отрицательных областей на кар-
те плотности характерных времен для динамики 
ФС1 из Chl. reinhardtii при возбуждении на 670  нм 
является перенос возбуждения в длинноволновую 
сторону во временных диапазонах 0,1, 0,6 и 5 пс, а 
также увеличение поглощения в области полосы 
выцветания 685 нм со временем 25 пс (см. рис. 3, A 
в работе Müller  et  al.  [14]). Близкие кинетические 
компоненты наблюдаются и в динамике ФС1 из 
C. ohadii при возбуждении на 660 нм: перенос воз-
буждения в длинноволновую сторону происходит с 
характерными временами 0,1, 0,8 и 5 пс, а увеличе-
ние поглощения в области полосы 690 нм происхо-
дит с характерным временем 30 пс (рис. 6, а). Одна-
ко, в отличие от Chl. reinhardtii, в динамике ФС1 из 
C. ohadii наблюдается также фракция комплексов, 
в которых перенос энергии в реакционный центр 
и сопряженное с этим увеличение поглощения 
полосы 690  нм происходит со временем ~150 пс. 
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Основные переходы на картах континуального 
разложения в четырех временных диапазонах: 
0,8 пс, 5 пс, 30 пс и  150 пс  (рис. 6, а) хорошо совпа-
дают с результатами дискретного разложения  
(рис. 3, а и б).

При возбуждении ФС1 из Chl.  reinhardtii на 
длине волны 700  нм наблюдались кинетические 
компоненты переноса энергии в коротковолно- 
вую сторону с характерными временами 0,2 и 1  пс, 
а также увеличение поглощения в области поло-
сы выцветания 685  нм, обусловленное образова-
нием ион-радикальной пары P700+A1−  (см.  рис.  3,  B 
в работе Müller  et  al.  [14] и аналогичные карты 
распределения в работах Holzwarth  et  al.  [15,  16]). 
Кроме того, небольшую по амплитуде компоненту 
с характерным временем 7  пс авторы интерпре-
тировали как первичную реакцию разделения 
зарядов  [14–16].

В фотодинамике ФС1 из C.  ohadii при воз-
буждении на 715  нм перенос возбуждения в ко-
ротковолновую сторону происходит со временем 
1–2  пс  (рис.  4,  б и  6,  б), что несколько медленнее 
по сравнению с ФС1 из Chl.  reinhardtii. Это отличие 
может быть связано с более длинноволновым ха-
рактером возбуждения в данной работе. На  карте 
плотности во временном диапазоне 7–11  пс наблю-
дается увеличение поглощения в области полосы 
выцветания 690  нм (рис.  6,  б), которое коррелиру-
ет с увеличением поглощения в области 750  нм, 
увеличением поглощения в области Соре  (430–
450  нм) и уменьшением поглощения в области 
460–500  нм на спектрах EADS  (рис.  4,  а  и  б). Все 
вместе позволяет отнести наблюдаемые измене-
ния к реакции разделения зарядов, что согласу-
ется с интерпретацией компоненты 7  пс, предло-
женной ранее [14–16]. Однако в фотодинамике ФС1 
из C.  ohadii при возбуждении на 715  нм не наблю-
дается компонент в диапазоне 25–30  пс, но присут-
ствует более медленная компонента со временем 
70  пс (рис.  6,  б), которая отсутствует как в карте 
распределения ФС1 из Chl.  reinhardtii  (рис.  3,  B 
в работе Müller  et  al.  [14]), так и в динамике 
поглощения ФС1 из Synechocystis  6803  (рис.  4,  г). 
Однако спектр EADS компоненты 7  пс на рис.  4,  б 
не содержит локального минимума в области 
705  нм, характерного для первичной ион-ради-
кальной пары  P700+A0− (см.  рис.  4,  г и работы 
Shelaev et al.  [19] и Cherepanov et al.  [20]), поэтому 
механизм разделения зарядов с характерным вре-
менем 7 пс в ФС1 из C.  ohadii требует дальнейшего  
изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе спектральные изменения 
ФС1 из микроводоросли C.  ohadii, индуцированные 

возбуждением с синего и красного края полосы по-
глощения Qy, сравниваются с аналогичными изме-
нениями ФС1 из цианобактерии Synechocystis 6803. 
При возбуждении ФС1 из C.  ohadii на длине волны 
660  нм спектральная динамика во временном 
интервале до  25  пс отражает перераспределение 
энергии в светособирающих субъединицах ком-
плекса; образование стабильной ион-радикальной 
пары  P700+A1− в этих условиях лимитируется пере-
носом энергии в РЦ из двух пулов антенных ком-
плексов с характерными временами  25 и 120  пс 
соответственно. В аналогичных условиях перенос 
энергии в РЦ ФС1 из Synechocystis 6803 происходит 
существенно быстрее: в ~30% комплексов энергия 
попадает в  РЦ со временем  3  пс, что вызывает 
образование первичных ион-радикальных пар; 
в остальной части комплексов возбуждение РЦ 
и формирование состояния P700+A1− происходит со 
временем  31  пс.

При альтернативном варианте возбуждения 
ФС1 из C.  ohadii в красный край полосы  Qy на 
длине волны 715  нм в 50%  комплексов наблюда-
ется разделение зарядов с характерным временем 
7  пс, в остальных 50%  комплексов разделение за-
рядов и образование стабильной ион-радикальной 
пары  P700+A1− контролируется переносом энергии с 
характерным временем около 70  пс. Сходная фото-
динамика ФС1 из Synechocystis  6803 при возбужде-
нии на длине волны 720  нм описана  ранее  [19].

Сравнение кинетики переноса энергии воз-
буждения и переноса зарядов в ФС1 из микрово-
дорослей C.  ohadii и Chl.  reinhardtii демонстрирует 
их заметное сходство. Однако в кинетике пере-
носа энергии в ФС1 из C.  ohadii имеются более 
медленные компоненты, вероятно, обусловлен-
ные различием в структуре этих комплексов. 
В  целом, полученные данные свидетельствуют, 
что реакции разделения зарядов в ФС1 всех ана-
лизируемых организмов при возбуждении  ССА 
лимитированы переносом возбуждения в  РЦ, 
при этом скорость переноса энергии и образо-
вание ион-радикальной пары  P700+A1− замедля-
ется в ряду Synechocystis  6803  →  Chl.  reinhardtii  → 
→  C.  ohadii. При непосредственном возбуждении 
ФС1 цианобактерии Synechocystis  6803 в красный 
край полосы  Qy наблюдаются сверхбыстрые про-
цессы разделения зарядов в экситонно-сопряжен-
ной системе кофакторов  РЦ. Сравнение ФС1 из 
цианобактерий и зеленых водорослей показы-
вает, что размер антенны существенно ограни-
чивает скорость образования ион-радикальной 
пары. Несмотря на сходный общий размер и близ-
кую структуру ФС1 из C.  ohadii и Chl.  reinhardtii,  
ССА из C.  ohadii включает длинноволновую 
фракцию Хл  a, перенос энергии возбуждения 
от которой в  РЦ происходит во временном диа- 
пазоне  150  пс.
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Primary excitation energy transfer and charge separation reactions in photosystem  I  (PSI) from the 
extremophile desert green alga Chlorella ohadii, grown in low light, were studied using broadband 
femtosecond pump-probe spectroscopy in the spectral range from 400 to 850  nm and in the time 
range of 50  fs–500  ps. Photochemical reactions were induced by the excitation into the blue and red 
edges of the chlorophyll Qy absorption band, and compared with similar processes in PSI from the 
cyanobacterium Synechocystis  sp. PCC  6803. When PSI from C.  ohadii was excited at a wavelength 
of 660  nm, the processes of energy redistribution in the light-harvesting antenna of the complex were 
observed in a time interval of up to 25  ps, while the formation of a stable ion-radical pair P700+A1− 
was kinetically heterogeneous with characteristic times of 25 and 120  ps. With an alternative variant 
of excitation into the red edge of the Qy band at a wavelength of 715  nm, in half of the complex-
es, primary charge separation reactions were observed in the time range of 7  ps. In the rest of the 
complexes, the formation of the ion-radical pair P700+A1− was limited by energy transfer and occurred 
with a characteristic time of 70  ps. Similar photochemical reactions in PSI from Synechocystis  6803 
were significantly faster: upon excitation at a wavelength of 680  nm, in ~30% of the complexes, the 
formation of primary ion-radical pairs occurred with a time of 3  ps. Upon excitation at 720  nm, ki-
netically unresolvable ultrafast primary charge separation was observed in half of the complexes, and 
the subsequent formation of a P700+A1− ion-radical pair was observed at 25  ps. The  photodynamics of 
PSI from C.  ohadii had a noticeable similarity with the processes of excitation energy transfer and 
charge separation in PSI from the microalga Chlamydomonas reinhardtii; however, in the PSI from  
C.  ohadii slower components in the energy transfer dynamics were also observed.

Keywords: green alga Chlorella ohadii, femtosecond laser spectroscopy, primary photochemical reac-
tions, excitonic dynamics, charge separation
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