
БИОХИМИЯ, 2024, том 89, вып. 10, с. 1716 – 1730

1716

УДК 541.14

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ СПЕКТРАЛЬНЫХ  
И ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ СВОЙСТВ РЕАКЦИОННЫХ ЦЕНТРОВ 

ДИКОГО ТИПА И ДВОЙНОГО МУТАНТА H(L173)L/I(L177)H 
ПУРПУРНОЙ БАКТЕРИИ Cereibacter sphaeroides

© 2024 Т.Ю. Фуфина, А.А. Забелин, Р.А. Хатыпов, А.М. Христин,  
А.Я. Шкуропатов, Л.Г. Васильева*

ФИЦ ПНЦБИ РАН, Институт фундаментальных проблем биологии РАН,  
142290 Пущино, Московская обл., Россия; электронная почта: vsyulya@mail.ru

Поступила в редакцию 07.06.2024
После доработки 01.08.2024

Принята к публикации 22.08.2024

Ранее мы обнаружили, что в реакционном центре  (РЦ) пурпурной бактерии Cereibacter 
sphaeroides образование гетеродимерного первичного донора электрона  (P), вызываемое за-
мещением His-L173 на Leu, компенсируется второй мутацией Ile-L177  – His. Существенные 
изменения спектральных свойств, состава пигментов и редокс-потенциала  Р, наблюдаемые 
в РЦ  H(L173)L, в  РЦ H(L173)L/I(L177)H восстанавливаются до соответствующих характеристик 
нативного  РЦ с той разницей, что энергия длинноволнового QY оптического перехода  P значи-
тельно (на  ~75  мэВ) увеличивается. В  данной работе с помощью фотоиндуцированной диффе-
ренциальной ИК-Фурье-спектроскопии нами показано, что в РЦ H(L173)L/I(L177)H сохраняется 
гомодимерная структура  P с частично измененными электронными свойствами: ослабевает 
электронное сопряжение в катион-радикале димера  P+ и увеличивается локализация положи-
тельного заряда на одной из его половин. Результаты исследования свойств РЦ тройного му-
танта H(L173)L/I(L177)H/F(M197)H согласуются с предположением о том, что наблюдаемые изме-
нения электронной структуры  P+, а также значительное смещение полосы QY  P в РЦ  H(L173)L/ 
I(L177)H связаны с модификацией пространственного положения и/или геометрии  Р. Мето-
дом фемтосекундной абсорбционной дифференциальной спектроскопии показано, что в РЦ 
H(L173)L/I(L177)H сохраняется последовательность реакций P*  →  P+BA−  →  P+HA−  →  P+QA−  со скоро-
стями переноса электрона и квантовым выходом состояния  P+QA−, близкими наблюдаемым в 
РЦ дикого типа (P*  – синглетно-возбужденное состояние  P; BA, HA и  QA  – молекулы бактерио-
хлорофилла, бактериофеофитина и убихинона в активной A-ветви кофакторов соответственно). 
Полученные результаты в совокупности с ранее опубликованными данными для РЦ с симме-
тричной двойной мутацией H(M202)L/I(M206)H демонстрируют, что с помощью введения допол-
нительных точечных аминокислотных замен фотохимическая активность изолированного РЦ 
из C.  sphaeroides может быть сохранена на высоком уровне даже при отсутствии важных струк-
турных элементов  – аксиальных гистидиновых лигандов к первичному донору электрона  P.
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ВВЕДЕНИЕ

В процессе фотосинтеза энергия света погло-
щается пигментами светособирающих антенн 
и передается на реакционный центр  (РЦ), где 
преобразуется в электрохимическую энергию 
разделенных зарядов. Фотосинтетический аппа-
рат пурпурной бактерии Cereibacter sphaeroides 

(до 2020 г. – Rhodobacter sphaeroides  [1]) состоит из 
РЦ и двух светособирающих антенных комплек-
сов ССК-1 и ССК-2. Пигменты светособирающих 
комплексов поглощают кванты света и передают 
энергию возбуждения от ССК-2 на ССК-1 и затем – 
на РЦ  [2]. В  состав РЦ входят три белковые субъ-
единицы  (L, M и  H), а также десять кофакторов, 
организованных в две ветви переноса электрона, 
A и  B  (рис.  1,  а). Кофакторы представлены че-
тырьмя молекулами бактериохлорофилла (БХл) а, 
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Рис. 1. Структура реакционного центра C. sphaeroides (PDB ID: 3v3y) (а). L – L-субъединица; М – М-субъедини-
ца; Н – Н-субъединица; P – димер молекул БХл; ВА и ВB – мономерные молекулы БХл; НА и НВ – мономерные 
молекулы  БФео; QA и  QВ  – убихиноны; car  – каротиноид. Желтой стрелкой показан путь переноса электрона 
в  РЦ. Белковое окружение бактериохлорофиллов в структуре РЦ дикого типа  (б). Показано расположение 
симметричных остатков His-L173 и -M202, Ile-M206 и -L177, His-L168 и Phe-M197. В  структуре мономерного 
БХл  ВВ номерами отмечены 2-ацетильная и 9-кето-группы макроцикла. Пунктиром показаны координаци-
онные и H-связи между молекулами БХл и  белком

двумя молекулами бактериофеофитина  (БФео)  а, 
двумя молекулами убихинона  (Q), атомом неге-
мового железа и молекулой каротиноида  [3]. Две 
экситонно сопряженные молекулы БХл  (PA и  PB) 
образуют димер, так называемую специальную 
пару  Р  [4]. На  специальную пару поступает энер-
гия, поглощенная пигментными ансамблями све-
тособирающих антенн и  РЦ, и затем синглетно-
возбужденное состояние  Р* служит первичным 
донором электрона в фотохимической реакции. 
Индуцированный светом перенос электрона от Р* 
осуществляется через кофакторы активной A-вет-
ви (БХл  BA и  БФео  HA) на первичный хинон  QA и 
затем  – на вторичный хинон  QB, сопровождаясь 
переносом протона из цитоплазмы и протониро-
ванием хинона  QB  [5]. Процесс первичного раз-
деления зарядов с образованием состояния P+QB

– 
в  РЦ происходит с квантовой эффективностью, 
близкой  к  100%  [6,  7].

Важными характеристиками  P являются 
среднеточечный потенциал  (Em) пары  P/P+ и ста-
бильность димерной структуры, которые обеспе-
чиваются за счет сопряжения молекул PA и  PB и 
взаимодействия  P с окружающим белком. В  част-
ности, в РЦ C.  sphaeroides 2-ацетильная группа 
БХл  PА, входящая в π-электронную систему ма-
кроцикла, образует водородную связь (H-связь) с 
His-L168, и разрушение этой связи в результате му-
таций существенно снижает величину Em P/P+  [8].  

Важным фактором, влияющим на спектральные 
и редокс-свойства первичного донора электрона, 
является также координирование атомов магния 
бактериохлорофиллов  P  [9]. В  РЦ пурпурных бак-
терий атомы магния  БХл координированы че-
тырьмя атомами азота пирролов и коаксиально 
лигандированы остатком His  [3]. Направленный 
мутагенез является широко применяемым под-
ходом для исследований роли белкового окру-
жения кофакторов РЦ в обеспечении высокой 
квантовой эффективности первичного разделе-
ния зарядов  [10–14]. В  том числе показано, что в 
мутантных РЦ пурпурных бактерий без ущерба 
для редокс-свойств  P и квантового выхода фото-
химического процесса лигандами  БХл могут слу-
жить не только His, но и другие аминокислотные 
остатки, способные образовывать координацион-
ную связь с  Mg2+, а также молекулы воды  [10, 
15,  16]. Также показано, что замещение гистиди-
новых лигандов БХл PA или PB на остатки лейцина 
приводит к появлению БФео в сайте связывания 
соответствующего БХл  [17–19]. Подобные заме-
щения лигандов специальной пары позволили 
получить так называемые гетеродимерные РЦ, 
в которых P представлен парой БХл/БФео  [20–22]. 
РЦ  H(M202)L с гетеродимером, в котором БФео 
расположен в сайте связывания PB, и РЦ H(L173)L 
с «обратным» гетеродимером, в котором PA пред-
ставлен БФео, характеризуются значительным 

Принятые сокращения: БФео  – бактериофеофитин; БХл  – бактериохлорофилл; ИК-Фурье-спектроскопия  – 
инфракрасная спектроскопия с Фурье-преобразованием; РЦ  – реакционный центр; BA  и  BB  – мономерные 
молекулы  БХл; DADS  – дифференциальные спектры, связанные с экспоненциальным затуханием кинети-
ческих компонентов; Em  – среднеточечный потенциал; НA  и  НВ  – мономерные молекулы  БФео; P  – димер 
молекул  БХл, первичный донор электрона; PA  и  PB  – бактериохлорофиллы димера  P; Q  – убихинон; SADS  – 
дифференциальные спектры вовлеченных состояний.
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повышением  Em  P/P+, существенным изменением 
спектральных свойств и падением квантового 
выхода разделения зарядов на 60% и 50% соответ-
ственно  [20]. Исследования таких мутантных РЦ 
внесли существенный вклад в понимание роли 
гомодимерной природы первичного донора элек-
трона в обеспечении высокого квантового выхода 
фотохимической реакции.

Ранее мы показали, что специальная пара  P 
в РЦ C.  sphaeroides остается гомодимером моле-
кул  БХл, если, наряду с замещениями H(L173)L и 
H(M202)L, внести в белковую структуру  РЦ остат-
ки гистидинов в симметричные позиции L177 
и  M206 соответственно  [23,  24]. Потенциально, 
исследования этого эффекта могут помочь более 
детальному пониманию особенностей и роли ак-
сиального лигандирования молекул БХл в РЦ пур-
пурных бактерий. Было найдено, что электронные 
спектры поглощения РЦ с двойными мутациями 
H(L173)L/I(L177)H и H(M202)L/I(M206)H характе-
ризируются значительными коротковолновыми 
сдвигами полосы, принадлежащей низкоэнергети-
ческому экситонному переходу P  [23,  24]. В  то же 
время недавние фемтосекундные измерения по-
казали, что, несмотря на выявленные спектраль-
ные изменения, время жизни  Р* в РЦ двойного 
мутанта H(M202)L/I(M206)H существенно не изме-
нилось и последовательность реакций переноса 
электрона по A-ветви и осталась такой же, как в 
РЦ дикого типа, хотя отмечалось незначительное 
(на  ~10%) снижение квантового выхода образо-
вания состояния P+QA

−  [24]. С  целью дальнейшего 
развития исследований в этом направлении на-
стоящая работа посвящена оценке влияния сим-
метричного двойного замещения H(L173)L/I(L177)H  
на первичную фотохимию в РЦ C.  sphaeroides с 
использованием фемтосекундной абсорбционной 
дифференциальной спектроскопии и глобального 
анализа данных. Для того чтобы получить инфор-
мацию о природе P и электронных свойствах P+ в 
РЦ H(L173)L/I(L177)H, был также исследован фото-
индуцированный дифференциальный ИК-Фурье-
спектр для фотоокисления  P и сопряженного вос-
становления хинонных акцепторов электронов.

Ранее отмечалось, что двойное замещение 
H(L173)L/I(L177)H приводит к уменьшению выхо
да РЦ при очистке из мембран на  ~30% по срав-
нению с РЦ дикого типа  [23]. Эти данные указы-
вают на дестабилизирующее влияние мутаций на 
структуру комплекса и позволяют предположить 
структурные изменения в РЦ H(L173)L/I(L177)H. 
В  настоящей работе с помощью дополнитель-
ной аминокислотной замены Phe-M197 на  His 
предпринята попытка выявить признаки таких 
изменений в РЦ с двойной мутацией. Известно, 
что в РЦ дикого типа и ряда мутантов замеще-
ние F(M197)H приводит к образованию H-связи 

между 2-ацетильной группой БХл  PB и внесен-
ным His-M197, что сопровождается увеличени-
ем среднеточечного потенциала Р/Р+ на 125  мВ 
и заметно повышает стабильность РЦ  [25–29].  
Ожидается, что появление таких свойств в РЦ 
H(L173)L/I(L177)H/F(M197)H будет указывать на 
образование H-связи между БХл  PB и His-M197, 
подтверждая тем самым, что положение и гео-
метрия  P относительно аминокислотного остат-
ка в положении  M197 в РЦ H(L173)L/I(L177)H не 
изменились. Обратный результат, то есть отсут-
ствие увеличения Em P/P+ и термостабильности РЦ 
тройного мутанта, по сравнению с РЦ H(L173)L/ 
I(L177)H, может быть интерпретирован как указа-
ние на наличие структурных изменений, вызван-
ных двойной мутацией и создающих препятствия 
для образования этой H-связи. На основании сово-
купности полученных данных в работе обсужда-
ется влияние белкового окружения димера  P на 
его функцию как первичного донора электрона 
в фотохимической реакции и как акцептора све-
товой энергии от пигментов светособирающих 
антенн.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Фрагменты ДНК с ранее полученными мутация-
ми H(L173)L/I(L177)H в гене puf-L  [30] и F(М197)Н в 
гене puf-М [29] были объединены в составе puf-опе-
рона и клонированы в шаттл-вектор pRK-415  [31], 
как описано в работе Хатыпов и др. [32]. Получен-
ная плазмида с помощью конъюгации была пере-
несена в штамм С.  sphaeroides DD13 [33]. В качестве 
реакционного центра дикого (псевдо-дикого) типа 
использовали реакционные центры, выделенные 
из штамма С. sphaeroides DD13, который содержал 
производную pRK-415, несущую немодифициро-
ванные копии генов puf-LMX  [32]. Рекомбинант-
ные штаммы С.  sphaeroides выращивали на среде 
Хатнера  [34] в темноте, в полуаэробных условиях 
в присутствии тетрациклина (1 мкг/мл) и канами-
цина (5  мкг/мл). Реакционные центры выделяли  
методами ионообменной и аффинной хромато-
графии, как описано ранее [35,  36]. Для солюбили-
зации комплексов из мембран использовали де
тергент лаурилдиметиламиноксид  (ЛДАО). Смену 
детергента после очистки  РЦ осуществляли, как 
описано ранее  [37]. Очищенные РЦ растворяли в 
20  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), содержащем 0,2%  холата 
натрия. Термостабильность  РЦ исследовали при 
их нагревании при 48  °С в течение 60  мин путем 
регистрации термозависимых изменений ампли-
туды полосы  QY мономерных бактериохлорофил-
лов, как описано ранее  [37]. Измерение элек-
тронных спектров поглощения производили на 
спектрофотометре Shimadzu  UV1800 («Shimadzu», 
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Япония). К  образцам добавляли аскорбат натрия 
(1  мМ) для поддержания первичного донора элек-
трона в восстановленном состоянии. Пигмент-
ный анализ проводили методом, описанным ра-
нее  [30], ошибку измерений определяли методом  
стандартного отклонения. Величину среднеточеч-
ного потенциала  Р/Р+ определяли в буфере  Tris-
HCl (pH  8,0), содержащем холат натрия, путем 
потенциометрического титрования изолирован-
ных  РЦ, используя феррицианид калия в каче-
стве окислителя и аскорбат натрия в качестве 
восстановителя, как описано ранее  [30].

Для визуализации структуры реакционного 
центра и приготовления рис. 1 использовали про-
грамму  PyMol  [38].

Фотоиндуцированные дифференциальные 
ИК-спектры P+Q–/PQ измеряли на инфракрасном 
вакуумируемом спектрометре с Фурье-преобра-
зованием IFS66v/S с MCT  (D313/6) детектором и 
светоделителем из KBr («Bruker», Германия). Для 
приготовления образцов несколько микролитров 
концентрированной суспензии РЦ в 20 мМ Tris-HCl 
(pH 8,0), содержащем 0,2% холата натрия, наноси-
ли на подложку из CaF2, частично дегидратирова-
ли под струей газообразного аргона и накрывали 
второй подложкой из CaF2  [24]. Дифференциаль-
ные ИК-спектры измеряли при освещении образ-
цов постоянным светом (1000  нм  >  λ  >  720  нм). 
Спектральное разрешение составляло  4  см−1. 
Циклы освещения повторяли сотни раз для дости-
жения приемлемого соотношения сигнал/шум.

Дифференциальные спектры поглощения 
с фемтосекундным временным разрешением 
измеряли методом возбуждения–зондирования 
на установке, описанной ранее  [39]. Импульсы 
света длительностью ~35  фс и частотой повторе-
ния 20  Гц получали с помощью титан-сапфиро-
вого лазера MaiTai  SP («Spectra-Physics», США) и 
регенеративного усилителя Spitfire Ace («Spectra-
Physics»). Энергию выходного импульса из реге-
неративного усилителя ослабляли до  ~700  мкДж 
и использовали для накачки параметрического  
усилителя OPA800CF («Spectra-Physics») с целью 
получения импульсов возбуждения на длине 
волны ~870  нм для дикого типа и ~850  нм  – для 
двойного мутанта  (рис.  П1 в  Приложении). Вели-
чину энергии возбуждающего импульса ослаб-
ляли так, чтобы выцветание первичного доно-
ра электрона не превышало  ~10%. Небольшую 
часть  (1–2%) энергии импульса из регенеративно-
го усилителя использовали для генерации супер-
континуума в кювете с водой толщиной 5  мм. 
Спектрально широкие импульсы континуума ис-
пользовали для зондирования образца. Спектры 
излучения зондирующих импульсов измеряли с 
помощью CCD-камеры Pixis  400BR и спектрографа 
SpectraPro  2300i («Princeton Instruments», США) 

в области длин волн 450–750  нм и 750–1100  нм. 
Поляризацию импульса возбуждения ориенти-
ровали под магическим углом (54,7°) к импульсу 
зондирования. Для повышения соотношения сиг-
нал/шум на каждой задержке времени произво-
дили усреднение 500  дифференциальных спек-
тров поглощения. В  диапазоне задержек времени 
от –2,1 пс до 1700 пс проводили измерения с пере-
менным шагом от  20  фс до  40  пс. Полный набор 
разностных спектров анализировали методом 
глобального анализа в программе Glotaran  [40]. 
Программа включает математическое описание 
дисперсии групповой скорости измерительного 
импульса с помощью полинома третьего по
рядка. С  использованием полученных полиномов 
была скорректирована дисперсия в полных набо-
рах экспериментально измеренных разностных 
спектров в видимой (500–720  нм) и ближней  ИК 
(750–1050  нм) областях.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Спектральные свойства, редокс-потенциал P, 
пигментный состав и термостабильность  РЦ. 
На  рис.  2 приведены электронные спектры по-
глощения РЦ C.  sphaeroides дикого типа и РЦ с 
двойным H(L173)L/I(L177)H и тройным H(L173)L/ 
I(L177)H/F(M197)H замещением, измеренные 
при комнатной температуре  (рис.  2,  а) и 100  К 
(рис.  2,  б). Спектр поглощения РЦ дикого типа 
(рис.  2, кривые  1) хорошо соответствует литера-
турным данным, показывая в QY  спектральной 
области полосы низкоэнергетического экситон-
ного перехода димерного первичного донора 
электрона (QY P) (865 нм при комнатной темпера-
туре и 888  нм при 100  K), мономерных молекул 
БХл  (QY  B) (804  нм) и молекул БФео  (QY  Н) (758  нм 
при комнатной температуре и 763  нм при 100  K). 
Полоса вблизи 600  нм отражает QX-переходы че-
тырех молекул БХл. В QX-области спектра при 533 
и 545  нм расположены максимумы полос погло-
щения молекул БФео неактивной и активной вет-
вей переноса электрона соответственно, а также 
плечо в районе 500  нм, отражающее поглоще-
ние молекулы каротиноида. Основным отличием 
электронного спектра поглощения РЦ двойного 
мутанта H(L173)L/I(L177)H  (рис.  2, кривые  2) от 
спектра РЦ дикого типа является увеличение энер-
гии QY  P-перехода на  ~75  мэВ (коротковолновый 
сдвиг полосы на ~46 нм, отчетливо наблюдаемый 
при криогенной температуре; рис. 2, б). Детальное 
обсуждение спектров поглощения РЦ двойного 
мутанта приведено в работах Fufina  et  al.  [23] и 
Vasilieva  et  al.  [30].

В электронном спектре поглощения РЦ с 
тройным замещением H(L173)L/I(L177)H/F(М197)Н 
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Рис. 2. Электронные спектры поглощения РЦ C.  sphaeroides дикого типа  (1) и мутантов H(L173)L/I(L177)H  (2) 
и H(L173)L/I(L177)H/F(M197)H  (3), измеренные при комнатной температуре  (а) и 100  К  (б). Спектры нормиро-
ваны по полосе поглощения QY  H при  760  нм

(рис.  2, кривые  3) QY  P-полоса поглощения пер-
вичного донора электрона не разрешается ни 
при комнатной, ни при криогенной температуре. 
Вероятно, эта полоса перекрывается с поглоще-
нием мономерных молекул  БХл, вследствие чего 
QY  B-полоса мутантных РЦ при 100  К заметно 
отличается от аналогичной полосы РЦ дикого 
типа, показывая максимум при 814  нм и плечо 
при  ~803  нм. В  спектре поглощения РЦ тройного 
мутанта амплитуда полосы при 597  нм, отража-
ющей QX-переход четырех молекул  БХл, сходна с 
амплитудами соответствующих полос в спектрах 
РЦ дикого типа и РЦ с двойной мутацией. Спек-
тральное положение максимумов QY- и QX-полос 
поглощения молекул  БФео в спектре поглощения 
тройного мутанта также мало отличается от тако-
вого в спектрах РЦ дикого типа и двойного му-
танта. Таким образом, внесение дополнительной 
мутации F(М197)Н в РЦ с двойным замещением 
H(L173)L/I(L177)H, по-видимому, не меняет состав 
пигментных кофакторов, но приводит к дальней-
шему коротковолновому сдвигу QY-полосы погло-
щения  P и к увеличению энергии QY  P-перехода.

Результаты пигментного анализа показали, 
что соотношение БХл/БФео в РЦ тройного мутанта 
(1,85  ±  0,15) сходно с таковым в РЦ дикого типа и 
двойного мутанта  [30]. Эти данные согласуются с 
анализом низкотемпературных спектров поглоще-
ния  (рис.  2,  б) и свидетельствуют о том, что вне-
сение тройного замещения не привело к измене-
нию пигментного состава РЦ. Показано также, что 
величина Em  P/P+ в РЦ тройного мутанта близка 
к потенциалу  P в РЦ дикого типа и РЦ H(L173)L/
I(L177)H  [30] с небольшим изменением в сторону  
уменьшения (рис.  П2 в  Приложении). Результаты 
редокс-титрования РЦ тройного мутанта позволя-
ют предположить, что мутация F(М197)Н не  при-

вела к образованию H-связи между His-M197 и 
2-ацетильной группой  БХл  РВ.

Изменения в спектре поглощения  РЦ, про-
исходящие при повышении температуры, ис-
пользовали в качестве показателя стабильности 
структуры комплекса  [37]. На  рис.  3 приведены 
кинетики термозависимых изменений амплиту-
ды полосы QY  B мономерных БХл для РЦ дикого 
типа, двойного и тройного мутантов при 48  °С. 
Можно видеть, что внесение мутаций H(L173)L/
I(L177)H вызывает небольшое снижение стабиль-
ности по сравнению с РЦ дикого типа. Вопреки 
ожиданиям (см.  раздел  «Введение») добавление 
третьей мутации F(M197)H в РЦ H(L173)L/I(L177)H 

Рис.  3. Термозависимое изменение амплитуды по-
лосы QY  B в РЦ C.  sphaeroides дикого типа  (■), РЦ 
H(L173)L/I(L177)H  (▲) и РЦ H(L173)L/I(L177)H/F(M197)H  (●) 
при  48  °С
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Рис. 4. Фотоиндуцированные дифференциальные (свет-минус-темнота) ИК-Фурье-спектры P+Q−/PQ РЦ 
C.  sphaeroides дикого типа  (1), мутантных РЦ H(L173)L/I(L177)H  (2) и РЦ H(L173)L/I(L177)H/F(M197)H  (3), изме-
ренные при комнатной температуре. а  –  Спектральный диапазон 4500–1100  см−1. Спектры нормированы по 
амплитуде дифференциального сигнала при ~1750/~1740 см−1. Область при ~3700–3070 см−1, насыщенная из-за 
сильного поглощения образца и воды, исключена из рисунка. б  –  Низкочастотный спектральный диапазон 
1800–1100  см−1 из панели  (а), показанный в увеличенном масштабе

заметно уменьшило термостабильность комплек-
са. В совокупности с данными редокс-титрования 
это позволяет сделать вывод, что внесение заме-
щения F(М197)H как минимум не привело к обра-
зованию H-связи между His-M197 и БХл  РВ вслед-
ствие изменений пространственного положения 
или геометрии  Р, создавших препятствия для 
образования этой H-связи. Можно предположить, 
что эти изменения наблюдаются уже в РЦ двойно-
го мутанта. Возможными структурными модифи-
кациями, согласующимися с полученными нами 
результатами, могут быть изменение положения 
2-ацетильных групп БХл  PA/PB относительно пло-
скости макроцикла  [8, 41,  42] или искривление 
плоскостей макроциклов  P  [43].

Фотоиндуцированная дифференциальная 
ИК-Фурье-спектроскопия  РЦ. На  рис.  4 представ-
лены фотоиндуцированные дифференциальные 
ИК-Фурье-спектры для фотоокисления первично-
го донора электрона и сопряженного восстанов-
ления хинонных акцепторов электрона с образо
ванием состояния P+Q− в РЦ мутантов H(L173)L/ 
I(L177)H  (рис.  4, кривые  2) и H(L173)L/I(L177)H/ 
F(M197)H  (рис.  4, кривые  3). С  целью выявления  
особенностей электронной структуры первичного 
донора электрона в катион-радикальной форме  P+ 

в мутантных РЦ эти спектры сравниваются меж
ду собой, а также с ИК-Фурье-спектром P+Q−/PQ 
для РЦ дикого типа  (рис.  4, кривые  1), измерен-
ным в идентичных экспериментальных условиях. 
Отрицательные и положительные пики в ИК-Фу-
рье-спектрах отражают, соответственно, исчезно-
вение нейтральных форм первичных донора и 
акцептора электрона и появление их ион-ради-
кальных форм.

Фотоиндуцированный дифференциальный 
ИК-Фурье-спектр P+Q−/PQ РЦ дикого типа (рис. 4, а; 
кривая  1) хорошо согласуется со спектрами, опи-
санными в литературе  [44], и включает широкую 
полосу низкоэнергетического электронного пере-
хода при 2680  см−1, отражающего перенос поло-
жительной вакансии  («дырки») внутри димерно-
го катион-радикала  P+. В  спектре имеется также 
набор интенсивных ИК-полос поглощения (~1550, 
~1480 и ~1290  см−1)  (рис.  4,  б; кривая  1), охарак-
теризованных как фазово-фононные полосы  [45]. 
Ранее было показано, что полоса при 2680  см−1 и 
фазово-фононные полосы не наблюдаются для мо-
номерного катион-радикала  БХл+ в органических 
растворителях  [46], являясь маркерными харак-
теристиками димерной структуры окисленного 
первичного донора электрона в РЦ пурпурных 
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бактерий  [44]. Интенсивность этих маркерных 
полос сильно зависит от степени электронного 
сопряжения между молекулами бактериохлоро-
филла PA и  PB, составляющими димер  P+  [44,  45].

Присутствие полосы переноса «дырки» в 
области ~2700  см−1 и фазово-фононных полос в 
ИК-Фурье-спектрах обоих мутантов  (рис.  4, кри-
вые 2 и 3) позволяет заключить, что, несмотря на 
замену гистидина L173 на неполярный лейцин, в 
этих РЦ не образуется гетеродимер  БХл/БФео, но 
сохраняется гомодимерная структура первичного 
донора электрона  P из двух молекул  БХл. Однако 
введение двойной мутации H(L173)L/I(L177)H вы-
зывает значительное уменьшение интенсивности 
полосы переноса «дырки» при ~2700  см−1 и фазо-
во-фононных полос  (рис.  4, кривые  2), а  допол-
нительная замена F(M197)H в тройном мутанте 
приводит к дальнейшему падению интенсив-
ности маркерных полос  (рис.  4, кривые  3). Эти 
наблюдения указывают на заметное ослабление 
электронного сопряжения между молекулами БХл 
в катион-радикале  P+ в мутантных  РЦ.

Дифференциальный сигнал при ~1750–
~1740  см−1 в ИК-Фурье-спектре РЦ дикого типа 
(рис.  4,  б; кривая  1) приписан высокочастотному 
сдвигу полос валентных колебаний 10a-эфирных 
С=О-групп молекул бактериохлорофилла  P при 
образовании  P+  [46]. Этот сигнал сохраняется по 
форме в мутантных РЦ  (рис.  4,  б; кривые  2  и  3) и 
был использован нами для нормировки ИК-Фурье-
спектров всех трех образцов. В  области 1710–
1650  см−1 в ИК-спектре РЦ дикого типа  (рис.  4,  б;  
кривая  1) присутствуют сигналы, отражающие 
высокочастотные сдвиги полос валентных ко-
лебаний 9-кето-С=О-групп молекул PA [1712(+)/ 
~1690(–)  см−1] и PB [1703(+)/1684(–)  см−1]  [46]. Отри-
цательная полоса при 1690 см−1 не видна при ком-
натной температуре, но хорошо разрешается при 
криогенных температурах  [46]. Введение двойной 
мутации H(L173)L/I(L177)H приводит к изменению 
частотного положения полос 9-кето-С=О-групп: 
полоса PA

+ смещается от 1712 до 1714  см−1, а по-
лоса  PB

+  – от 1703 до 1695  см−1  (рис.  4,  б; кривая  2). 
В  спектре тройного мутанта  (рис.  4,  б; кривая  3), 
в целом, наблюдаются схожие изменения в обла-
сти валентных колебаний карбонильных групп 
с небольшими отличиями в деталях. Изменение 
соотношения интенсивностей полос валентных 
колебаний 9-кето-групп PA

+ при 1714–1716  см−1 и 
PB

+ при 1695–1699 см−1, наблюдаемое при введении 
мутаций  (рис.  4,  б), по-видимому, отражает уве-
личение локализации положительного заряда на 
молекуле  PA в димерном катион-радикале  P+  [47]. 
Интересно, что ИК-Фурье-спектры мутантных 
РЦ содержат дифференциальный сигнал при 
1160(+)/1150(–) см−1, который отсутствует в спектре 
РЦ дикого типа  (рис.  4,  б). Очевидно, этот сигнал 

является следствием введенных мутаций, однако 
природа его на данный момент не ясна.

Таким образом, результаты ИК-спектроскопии 
с Фурье-преобразованием свидетельствуют о зна-
чительном нарушении сопряжения между моле-
кулами БХл, составляющими специальную пару в 
РЦ с двойной и тройной мутациями. Присутствие 
в спектрах мутантных РЦ полосы при ~2700  см−1 
дает основание полагать, что первичный донор 
электрона является гомодимером молекул  БХл 
даже при отсутствии природного лиганда атома 
магния  – остатка гистидина  L173, что согласуется 
с электронными спектрами поглощения и данны-
ми пигментного анализа. Выраженное уменьше-
ние интенсивности полосы переноса «дырки» при 
~2700 см−1 в спектрах мутантных РЦ указывает на 
то, что введение мутаций приводит к ослаблению 
электронного сопряжения в катион-радикале ди-
мера  P+ и увеличению локализации положитель-
ного заряда на одной из его половин  [45].

Сравнительное исследование процессов фо-
тохимического разделения зарядов в РЦ дикого 
типа и двойного мутанта H(L173)L/I(L177)H. Для 
исследования первичных процессов разделения 
зарядов в РЦ использовали метод возбуждения–
зондирования. С целью минимизации вклада про-
цессов миграции энергии возбуждения первич-
ный донор электрона  P селективно возбуждали 
фемтосекундными импульсами света (длитель-
ность  – ~35  фс) с максимумом при ~870  нм для 
дикого типа и ~850  нм  – для двойного мутанта.

Абсорбционные изменения, измеренные для 
РЦ C.  sphaeroides дикого типа и РЦ двойного му-
танта H(L173)L/I(L177)H в спектральных областях 
500–720  нм и 750–1050  нм, показаны на рис.  П3 
в  Приложении. Для того чтобы получить инфор-
мацию о константах скорости переноса электрона 
и связанных с ними спектров, эксперименталь-
ные 3D-массивы данных подвергали глобальному 
анализу, разлагая на сумму экспонент с харак-
терными амплитудами и временами жизни  [48]. 
В  результате были получены дифференциальные 
спектры, связанные с экспоненциальным затуха-
нием кинетических компонентов (decay-associated 
difference spectra,  DADS)  (рис.  5).

В согласии с литературными данными [49, 50], 
три экспоненты с константами времени 0,9  пс, 
3,1 пс и 223 пс и компонент (>2 нс), незатухающий 
на временной шкале измерений, были достаточ-
ны для описания данных для РЦ С. sphaeroides ди-
кого типа; соответствующие DADS представлены 
на  рис.  5 (панели  а  и  б). Аналогичные экспонен-
циальные кинетические компоненты с близкими 
временными константами (1,1 пс, 6,4 пс и 228 пс) 
и незатухающий компонент (>2 нс) были найдены 
для РЦ двойного мутанта H(L173)L/I(L177)H (DADS 
показаны на  рис.  5,  в  и  г). Наиболее характерной 
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Рис. 5. DADS для РЦ C.  sphaeroides дикого типа  (а,  б) и РЦ двойного мутанта H(L173)L/I(L177)H  (в,  г) в види-
мой (500–720  нм) и ближней  ИК (750–1050  нм) спектральных областях. Вставки на панелях  (б) и  (г) показы-
вают спектральные особенности в интервале 980–1050  нм на шкале  ΔA, увеличенной в  2,5  раза

особенностью DADS  (рис.  5, кривые  1) с времен-
ными константами 0,9 и  1,1  пс является отрица-
тельная полоса при ~1030  нм, которая, по всей 
вероятности, отражает формирование маркерной 
полосы поглощения анион-радикала  BA

− в составе 
короткоживущего состояния  P+BA

−, спадающего в 
течение ~1  пс  [50–52]. DADS  (рис.  5, кривые  2) с 
временными константами 3,1 и  6,4  пс отражают 
спад возбужденного состояния  P* и образование 
радикальной пары  P+HA

−, включая широкую отри-
цательную полосу при ~912  нм (затухание стиму-
лированного излучения из  Р*), положительную 
полосу при 545  нм (выцветание QX-полосы погло-
щения HA в основном состоянии) и отрицательную 
полосу при ~670  нм (развитие поглощения HA

− в 
составе  P+HA

−). Присутствие в обоих DADS практи-
чески симметричного коротковолнового сдвига 
полосы поглощения при ~600  нм, принадлежа-
щей молекулам БХл  PA/B и  BA/B, может свидетель-
ствовать об отсутствии релаксации возбужденно-
го первичного донора  P* в основное состояние, 
что является признаком высокого квантового 
выхода образования состояния  P+HA

− как в РЦ ди-
кого типа, так и мутанта. Существенно, что оба 
DADS  (рис. 5, вставки на панелях б и г) включают 
небольшую, но отчетливую положительную осо-
бенность при ~ 1030  нм, принадлежащую  BA

−, что 

вместе с присутствием сигнала в этой области в 
DADS с временными константами 0,9 и  1,1  пс и 
с учетом литературных данных  [50,  52] согласу-
ется с моделью первичного разделения зарядов 
по механизму двухшагового переноса электрона 
P* → P+BA

− → P+HA
−. В модели состояние P+BA

− спадает 
с образованием P+HA

− быстрее (за  0,9/1,1  пс), чем 
оно образуется из  P* (за  3,1/6,4  пс), в результате 
чего экспериментально обнаруживаемое заселе-
ние P+BA

− (и, соответственно, величина сигнала 
при ~1030  нм) значительно меньше, чем реаль-
ное. По-видимому, несколько меньшая амплитуда 
и больший шум сигнала при ~1030  нм для мутант-
ных РЦ, по сравнению с РЦ дикого типа  (рис.  5, 
вставки на панелях  б  и  г), могут быть связаны 
по крайней мере частично с увеличением раз-
ницы между константами времени первого и 
второго шага электронного переноса  (3,1/0,9 про-
тив  6,4/1,1). Отметим также, что при измерениях 
на мутантных РЦ в этой спектральной области 
использовался пробный лазерный импульс мень-
шей интенсивности. DADS с константой времени 
~200  пс для обоих РЦ показывают спектральные 
изменения, связанные с реакцией переноса элек-
трона P+HA

−  →  P+QA
−, включающие восстановление 

QX-полосы поглощения БФео HA при 545 нм и уход 
полос поглощения анион-радикала HA

− при 670, 910 
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Рис. 6. Таргет-анализ спектрально-временных данных для РЦ C.  sphaeroides дикого типа и РЦ двойного му-
танта H(L173)L/I(L177)H. а  –  Кинетическая модель, использованная в анализе. б  и  в  –  Концентрационные 
профили состояний для РЦ дикого типа и H(L173)L/I(L177)H соответственно. Шкала времени представлена 
в логарифмическом масштабе

и 965 нм (рис. 5, кривые 3). Следует отметить, что  
в ~200  пс DADS для мутантных РЦ в дополнение 
к изменениям, связанным с переносом электрона 
от  HA

− на  QA, наблюдается небольшой отрицатель-
ный сигнал при ~840 нм (рис. 5, г; кривая 3), указы-
вающий на переход первичного донора электрона 
в основное состояние. Это означает, что, в отличие 
от РЦ дикого типа, в РЦ H(L173)L/I(L177)H реком-
бинация ион-радикальной пары  P+HA

− в основное 
состояние частично конкурирует с прямым пере-
носом электрона от  HA

− на  QA, что приводит к не-
значительному уменьшению квантового выхода 
состояния P+QA

− (не более 10%). DADS с константой 
времени более 2 нс соответствуют финальному со-
стоянию с разделенными зарядами  P+QA

−, которое 
в обоих  РЦ не спадает до основного состояния на 
временной шкале измерений  (рис.  5,  кривые  4).

Используя результаты глобального ана-
лиза, с помощью таргет-анализа  [48] для обо-
их  РЦ была протестирована линейная четы-
рехкомпонентная модель переноса электрона 
Р*  →  P+ВA

−  →  P+НA
−  →  P+QA

− (рис.  6,  а), известная для 
РЦ дикого типа  [49, 50,  52]. Полученные времен-
ные зависимости концентраций вовлеченных со-
стояний и их дифференциальные спектры  (SADS, 
species associated difference spectra) показаны на 
рис.  6  (б,  и  в) и на  рис.  7 соответственно.

SADS, полученные для РЦ дикого типа, хорошо 
соответствуют аналогичным спектрам, приведен-
ным в литературе  [50]. Из  рис.  7 можно видеть, 

что спектры состояний для РЦ дикого типа и му-
тантных РЦ, в целом, близки по форме, отличаясь 
лишь в деталях. Наиболее выраженные различия 
между спектрами видны в области QX- и QY-полос 
поглощения первичного донора электрона  P: вы-
цветающие полосы при 602 и 865  нм, наблюдае-
мые для РЦ дикого типа, в SADS для мутантных 
РЦ смещены в коротковолновую область до  597 
и 830  нм соответственно. Спектр возбужденного 
состояния  P* со временем жизни 3,1/6  пс харак-
теризуется выцветанием QX-полосы поглощения 
при 597–602  нм на фоне неструктурированного 
поглощения в этой области спектра, выцветанием 
QY-полосы  P при 830–870  нм и стимулированным 
излучением из P* на длинноволновом склоне вы-
цветающей QY-полосы Р. SADS со временем жизни 
0,9/1,3  пс показывают особенности, характерные 
для состояния  P+BA

−, включая выцветание QX  (594–
596  нм) и  QY  (830–870  нм) полос поглощения  P и 
появление маркерной полосы поглощения ани-
он-радикала  BA

− при ~1030  нм. SADS со временем 
жизни 223–226  пс соответствуют состоянию  P+HA

−, 
показывая выцветание полос поглощения P  (595–
600  нм и 830–870  нм) и HA  (545  нм), а также раз-
витие полос поглощения анион-радикала  HA

− при 
670  нм и 965  нм. В  SADS для состояния  P+QA

−, не 
затухающего на шкале измерений, доминируют 
особенности, связанные с образованием  P+: вы-
цветание полос поглощения  P при 595–603  нм и 
830–870  нм и коротковолновый электрохромный 
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Рис. 7. SADS (species associated difference spectra) для РЦ C.  sphaeroides дикого типа  (черный) и РЦ двойного 
мутанта H(L173)L/I(L177)H  (серый), полученные в результате таргет-анализа с использованием модели, пока-
занной на рис. 6, а. а – Приведены времена жизни состояний; б – обозначены состояния; н.з. – незатухающий

сдвиг полосы мономерного  БХл при 800  нм на 
фоне небольшого неструктурированного погло-
щения  P+. Представленные данные позволяют за-
ключить, что динамика и механизм первичного 
разделения зарядов, наблюдаемые для РЦ дикого 
типа, в значительной степени сохраняются в РЦ 
двойного мутанта H(L173)L/I(L177)H. Однако из 
рис.  6  (б  и  в) можно видеть, что, по отношению 
к РЦ дикого типа, максимальная степень заселе-
ния состояния P+BA– в РЦ двойного мутанта незна-
чительно уменьшается и выход состояния  P+QA

− 
падает на несколько процентов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты, представленные в настоящей 
работе в совокупности с данными, опублико-
ванными нами ранее  [24], показывают, что в РЦ 
пурпурной бактерии C.  sphaeroides можно пред-
отвратить образование гетеродимеров, к которым 
приводят мутации H(M202)L и H(L173)L, путем 
внесения остатков  His в симметричные позиции 

М206 и  L177, смещенные на один виток соот-
ветствующих α-спиралей относительно природ-
ных гистидиновых лигандов. Из  литературных 
данных известно, что среднеточечный потенци-
ал  P/P+ и спектр поглощения гетеродимерных  PЦ 
значительно отличаются от таковых для натив-
ных  РЦ, а также существенно снижается кванто-
вая эффективность первичного разделения заря-
дов  [20–22]. Внесение второй мутации как в РЦ 
H(M202)L/I(M206)H, так и в РЦ H(L173)L/I(L177)H 
приводит к формированию гомодимерного  P и 
сопровождается восстановлением величины по-
тенциала  P/P+.

Результаты фемтосекундных измерений пока-
зывают, что динамика и механизм фотоиндуци-
рованного переноса электрона в значительной 
степени сохраняются при введении двойной 
мутации H(L173)L/I(L177)H. Как и в случае РЦ 
дикого типа, в мутантных РЦ первичное разделе-
ние зарядов происходит по безактивационному 
двухшаговому механизму P*  →  P+BA

−  →  P+HA
−, при 

котором промежуточное короткоживущее состоя-
ние  P+BA

− спадает быстрее с образованием  P+HA
−,  
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чем оно генерируется из  P*. По  отношению к 
РЦ дикого типа константа времени заселения 
состояния  P+BA

− в мутантных РЦ увеличивается 
с ~3  пс до ~6  пс, а квантовый выход конечного 
состояния  P+QA

− уменьшается на несколько про-
центов. Отметим, что в текущей литературе 
активно развивается представление о том, что 
образованию  P+BA

− в нативных бактериальных  РЦ 
предшествует формирование промежуточного 
внутридимерного состояния с частичным пере-
носом заряда PA

+PB
−  [53,  54]. Тот факт, что двойное 

аминокислотное замещение H(L173)L/I(L177)H в 
РЦ С. sphaeroides практически не влияет на эффек-
тивность фотохимического разделения зарядов, 
указывает на отсутствие существенной модифи-
кации свойств состояния  PA

+PB
− в мутантных  РЦ.

В то же время по ряду свойств гомодимер-
ная специальная пара в  РЦ с двойной мутацией 
H(L173)L/I(L177)H отличается от таковой для ди-
мера  Р в РЦ дикого типа. Так, согласно резуль-
татам фотоиндуцированной дифференциальной 
ИК-Фурье-спектроскопии, в мутантных РЦ обна-
руживается уменьшение степени электронного 
сопряжения между молекулами БХл в катион-ра-
дикале P+, что, по-видимому, является следствием 
изменения пространственного положения и/или 
геометрии Р. Кроме того, внесение двойных мута-
ций приводит к дестабилизации комплексов  РЦ, 
выражающейся в заметном снижении устойчи-
вости структуры димера  P (или РЦ в целом) к 
повышенной температуре. С  учетом возможных 
структурных изменений, вызванных аминокис-
лотными замещениями, вновь введенные ги-
стидиновые остатки могут, предположительно, 
использоваться в качестве лигандов к P в мутант-
ных  РЦ. Другим гипотетическим кандидатом на 
эту роль является молекула воды, внедряемая в 
модифицированную структуру белка мутантных 
РЦ  [24]. Особенно важным в этом отношении яв-
ляется тот факт, что в РЦ с двойными мутациями 
вторая функция нативного  P как акцептора энер-
гии от светособирающих антенных комплексов, 
по-видимому, не восстанавливается в полной 
мере, поскольку экспериментально наблюдае-
мое увеличение энергии функционально актив-
ного QY  P-перехода в таких РЦ может привести 
к замедлению скорости переноса энергии элек-
тронного возбуждения от ССК-1  [55]. Включение 
гистидинов M202 и  L173 в структуру природных 
РЦ C. sphaeroides в качестве аксиальных лигандов 
бактериохлофиллов димера  P является, вероятно, 
одним из факторов, способствующих стабильно-
сти  РЦ, а также оптимальному сочетанию функ-
ций  Р как терминального акцептора энергии от 
светособирающих антенн и первичного донора 
электрона для фотохимической реакции  [4].

Таким образом, результаты этого исследо-
вания, а также данные работы Fufina  et  al.  [24] 
показывают, что с помощью введения дополни-
тельных точечных аминокислотных замен фото-
химическая активность изолированного РЦ из 
C.  sphaeroides может быть сохранена на высоком 
уровне даже при отсутствии важных структурных 
элементов – аксиальных гистидиновых лигандов к 
первичному донору электрона P. В более широком 
аспекте этот факт отражает устойчивую природу 
бактериальных РЦ, в том числе в отношении под-
держания высоких скоростей реакций переноса 
электрона и достижения практически 100%-ного 
квантового выхода первичного разделения заря-
дов  [13]. В  то же время значительное изменение 
энергии оптического перехода P  QY в мутантных 
РЦ H(M202)L/I(M206)H [24] и H(L173)L/I(L177)H мо-
жет представлять интерес в связи с исследовани-
ем функции РЦ как эффективного терминального 
акцептора энергии электронного возбуждения от 
светособирающей антенны. Потенциально, полу-
ченная информация также может быть полезна 
при поиске возможностей и разработке способов 
включения фотосинтетических РЦ-комплексов в 
искусственные гибридные системы преобразова-
ния световой энергии  [56].
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Previously, we found that in the reaction center (RC) of the purple bacterium Cereibacter sphaeroides, 
the formation of a heterodimeric primary electron donor (P), caused by the substitution of His-L173 
by Leu, was compensated by a second mutation Ile-L177  – His. Significant changes in the spectral 
properties, pigment composition and redox potential of P, observed in the H(L173)L RC, are restored 
to the corresponding characteristics of the native RC in the RC H(L173)L/I(L177)H, with the difference 
that the energy of the long-wavelength QY optical transition of P increases significantly (by ~75 meV). 
In this work, using light-induced FTIR difference spectroscopy, it was shown that in the RC with 
double mutation, the homodimeric structure of P is preserved with partially altered electronic prop-
erties: the electronic coupling in the radical-cation of the P+ dimer is weakened and the localization 
of the positive charge on one of its halves increases. The results of the study of the triple mutant 
H(L173)L/I(L177)H/F(M197)H are consistent with the assumption that the observed changes in the 
P+ electronic structure, as well as considerable blue shift of QY P absorption band in the RC H(L173)L/ 
I(L177)H, are associated with a modification of the spatial position and/or geometry of  P. Using fem-
tosecond absorption difference spectroscopy, it was shown that the mutant H(L173)L/I(L177)H RC 
retains a sequence of reactions P*  →  P+BA−  →  P+HA−  →  P+QA− with electron transfer rates and the quan-
tum yield of the final state  P+QA− close to those observed in the wild-type RC (P*  is the singlet-excited 
state of  P; BA, HA, and QA are molecules of bacteriochlorophyll, bacteriopheophytin, and ubiquinone 
in the active A-branch of cofactors, respectively). The obtained results, together with previously pub-
lished data for the RC with a symmetrical double mutation H(M202)L/I(M206)H, demonstrate that  
by introducing additional point amino acid substitutions, the photochemical activity of the isolated 
RC from C.  sphaeroides can be maintained at a high level even in the absence of important structural 
elements  – axial histidine ligands to the primary electron donor  P.

Keywords: photosynthetic reaction center, Cereibacter sphaeroides, ligation of bacteriochlorophyll, 
primary electron donor, redox potential, thermal stability of membrane proteins, FTIR spectroscopy, 
femtosecond spectroscopy


