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Получены и проанализированы с помошью математической модели пропессов в фотосистеме

1I данные по измерению сигнала флуоресценции, возбуждаемой насыщающим ИМПУЛЬСО.\j

длите.1ЬНОСТЬЮ 10 нс с помощью специального протокола освещения на препаратах термо

фильного штамма одноклеточной зененой водоросли Chlurel!a pyrenoidosa Chick (нативных и

с диуроном) В диапазоне времени от 100 нс до 10 с. Аиалиэ результатов моделирования

показал, что в УС,10ВИЯХ КОРОТ1\ОГО светового воздействия важен детальный учет процессов

рекомбинации, в том числе безызяучагельной в фотосистеме Н, а дальнейший перенос зарядов

в электрон-транспортной цепи тилакоилиой мембраны можно описывать одной реакцией

повторного окисления хинолов. Включение в модель фотосистемы II реакций ингнбяроваиия

диуроном электронного транспорта в акцепторной части фотосистемы 11 позволило описать

кривые индукции флуоресценции, регистрируемые в присутствии диурона. Определены пара

метры модели (рН стромы, константы скоростей реакций беэыэлучательчой рекомбинации,

начальная восстановленность пула хинонов), при которых адекватно описаны наблюдаемые

в эксперименте соотношения максимального и начального уровней флуоресценции (Fn/FO)'

Ключевые слова: Иllдукция флуоресценции, I.<МnYЛЬСllQЯ фпуорометрия, электронный транспорт,

фотосистема lJ, /"mде7ьные расчеты.

и итеисивностъ флуоресценции хлорофилла

фотосинтезирующих объектов определяется как

совокупностью процессов в антенных КОМПЛеК

сах, так и процессами электронного транспорта

и другими, более медленными реакциями в фо

тосинтетической мембране. Изменение интен

сивности флуоресценции можно наблюдать в

широком временном интервале - от единиц

пикосекувд до десятков секунд. При этом ис

пользуются специальные протоколы измерений,

включая возбуждение постоянным свет-ом, а

также насыщающими импульсами разной дли

теЛ6НОСТИ на фоне постоянно действующего

света разной интенсивности.

Сокращения: ИФ - индукции флуоресценции; Ф.~ - ф.1УО

ресцеиция: РЦ ~ реакционный центр; ФС 11 - фотосистема

11; Р6ВО - хлорофилл РЦ ФС[[: Рое - феофитин: QA и

(.)В - пер вичный 11 вторичный хиноиныс экиешоры ФС

11 кик- кислороловылелиюший комилскс: У" -с тироэян ,
l'hl - хлорофиллы антенны и 1'Ц. ")Tll -'.I~~·грОН-I·рilНС

II<'РТНJЯ цепь: 1'[;: - прогоны Н .иомснс: H s - ирогсгны

в стромс. ИРI] - обратимая радикальная пара.

Математическое моделирование процессов

в гилакоидной мембране позволяет формали

зовать представления о процессах различной

природы, происходящих в фотосинтетической

мембране, наблюдать на модели кинетику не

ременных, не регистрируемых эксперименталь

но, и затем путем идентификации параметров

модели оценивать значения констант скоростей

отдельных реакций. Заключение об адекватно

сти модели делается на основании сопоставле

ния соответствующих модельных перемснных с

эксперимеитальво наблюдаемыми КрИВЫ."'1И.

При возбуждении образца светом постоян

ной интенсивности индукционные КрИlJые ФJIУО

ресцеиции (ИФ) обычно регистрируют во вре

менном диапазоне 50 мкс ~ 100 с [1~9J. Для

описания и анализа кривых ИФ используют

математические модели разной степени детали

зации [6,10-23]. Инпукциоиная кривая флуорес

цеиции (Фл), регистрируемая при постояином

свете. на временах от миллисекунд ДО секунд

отражает как про цессы электронного транспор

та, так н генерацию электрического потенциала
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на мембране [12,22-27]. На более длительных

временах форма кривой ИФ зависит также от

процессов формирования электрохимического

потенциала и связана с метаболическими цепя

ми, дЛЯ которых система первичных процессов

фотосинтеза является донором энергии в виде

АТФ и НАДФ [2,2],22,28].

Количественные показатели флуоресценции

(Фл), в первую очередь относительный выход

Фп, часто применяют для характеристики фи

зиологического СОСТОЯНИЯ фотосинтезирующих

объектов, при этом широко ИСПОЛЬЗУЮТСЯ ме

тоды ИМЛУ.1ЬСНОЙ флуорометрии [6,29].'

Наиболее быстрые из процессов, связанных

С: флуоресценцией - с характерными временами

до ] не, происходят в свеюсобирающей антенне

и в пределах ближайшего окружения реакци

онного центра (РЦ). Для описания кинетики

флуоресценции в условиях возбуждения образца

слабыми лазерными вспышками используется

модель обратимой радикальной пары (ОРП)

[4--6]. а рамках этой модели проанализирована

кинетика распада быстрой (prompt) флуорес

ценции на временах до 1 не и кинетика эапол

иеиия состояний фотосистемы 1I (ФС 11), фор

мируемых переносчиками хлорофилла РЦ ФС

]] (Р680), феофетина (Phe), QA []О,ЗО-З6].

На временах больше 1 не для анализа вкла

дов отдельных состояний РЦ ФС Il в регист

рируемый сигнал как быстрой, так и рекомби

нантной или замедленной (delayed) флуоресцен

ции требуется более детальное рассмотрение

процессов переноса электрона в пигмеит-бел

ковам комплексе ФС П, связанных с восста

новленнем Р680+ или повторным Окислением

Q;;. [37-39]. В препаратах ФС 11 с инл-актиым

кислородвыделяющ им комилексох (КВК) фо

тоактивный пит-мент Р680+ восстанавливается

непосредственно от поиориого компонента ти

роэииа (Уг) с характерным временем, равным

десяткам иаиосекунп [39]. Возникшие состояния

Y2Xp680Q;;. будут преобладать в течение не

скольких микросекунд после актииичной

вспышки в связи с малыми скоростями реком

бинации у2Х с Q::; (~ 100 мкс) [3] И переноса

электрона на QR (- 200 мкс) [39]. При этом

восстановление У2Х происходит за времена по

рядка микросекунд, определяемые характерны

ми временами ЖИЗНИ Si-(;ОСТОЯНИЙ цикла как

[39]
Для анализа процессов срабатывания пер

вого цикла как в ответ на короткую вспышку

требуется лрименение для возбужлеиия образца

мощиого насышаюшего импульса. КОТОрЫЙ

способен о кислит ь Р68О+ оцновремеиио во всех

комплексах ФС j 1 образца. Разработаиная 3

[37] система регистрации позволила исслело вать
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замедленную флуоресценцию во временном диа

пазоне от 100 нс до 5 мкс. В последующих

модификациях прибора временной диапазон ре

гистрации расширен вплоть до 1О с.

Для детального анализа комплекса процес

сов переноса и рекомбинации зарядов в ФС []
необходима математическая модель, е досга

точной полнотой описывающая кинетику про

цессов как на донорной, так и на акцепторной

сторонах ФС 1I. Изменяя пара метры модели,

можно имитировать воздействие реагентов на

перенос электрона ФС 11 и анализировать ре

зультагы по регистрации замедленной флуорес

ценции в условиях воздействия на образец ин

гибиторов, в частности ОСМ u.
а данной работе проведено теоретическое

и экспериментальное исследование процессов

переноса электрона в ФС 11. Эксперименталь

ные данные по измерению сигнала Фл, воэбу

ждаемой насыщаюшвм импульсом длительно

стью 10 ис, получены на наливных препаратах

и в присутствии диурона в диапазоне от 100
нс до 10 с помощью специальной детекторной

системы, разработанной в лаборатории профес

сора Ренгера [30]. Данные эксперимента про

анализированы с помощью математической мо

дели процессов в ФС Н. Модель ФС II пред

ставляет собой детализированный вариант бло

ка ФС 11 обобщенной модели лервичных про

цессов фотосинтеза (модель тилакоида), разра

ботаиной ранее на кафедре биофизики Биоло

гического ф-та МГУ [19-23]. Модель тилакоила

включает комплекс пропессов переноса зарядов

в тилакоидной мембране и адекватно описывает

полную кинетическую кривую индукции Фл с

характерными особенностями, как нарастания,

так и спада величины сигнала флуоресценции

(О-J-I-Р-S-М-Т-кинетика), наблюдаемыми [5] в

условиях непрерывного освещения в диапазоне

от 40 мкс до 10 с как при высоких, так и при

низких интенсивносгях света [22].

В настоящей работе в рамках детализиро

ванной модели ФС II проведен анализ вклада

отдельных состояний ФС 11 в кинетику флуо

ресценции после иавосекуидного импульса. По

казана, что для моделирования кинетики ин

дукции Фп после короткого светового воздей

ствия важен детальный учет рекомбивациоиных

лроцессов, в том числе беэыэлучательной ре

комбинации в ФС II, а дальнейшие процессы

переноса зарядов в электрон-транспортнойцепи

(ЭТЦ) тилакоидной мембраны можно не учи

тывать подробно, задав их одной реакцией по

вторного окисления хинолоа. Данная версия

ью лели ФС 11 вк ..почила моделирование конк с-.

реllТНО10 »нгибироваиия диуроном зпект рои

наго трансгюрга вакцепторной части ФС 1Г.

'-!ТО позволило описать кинетические кривые,
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ножителя (МСР-РМТ) R5916 U-51
(На.гп агп агэа}, время запирания (открывания)

которого составляло -\ нс, а отношение сиг

налов открытый/закрытый составляло 1,7·108.
Уровень сигнала FQ определялся с помощью

измерительного света, подаваемого на образец

за 50 мкс до возбуждения образца актиничным

светом. Светодиодное устройство, генерирую

щее измерительный свет, включалось и выклю

чалось синхронно с открытием и закрытием

фотоумножителя МСР-РМТ с помошыо им

пульсного генератора DS-345 (Зтаптого Research
Systems). Данные, полученные до и после ка

ждой акгиничиой лазерной вспышки, накапли

вались в компьютере, для увеличения отноше

ния сигнал/шум производилось суммирование

ДО 80 отдельных кинетических кривых. Для

избежания фотоповреждения образец непрерыв

но прокачивался через измерительную кювету.

Описание модели ФС П. Схема состояний

РЦ ФС П и переходов между ними, рассмот

ренная в модели, приведсна на рис. 2 [20-22).
Детально проаиалиэироваиы кинетические со

стояния, включенные в процессы разделения

зарядов (реакции 2, 9, \6, 29), стабилизации

заряда (реакции 3, 4, 1О, 11, 17, 18, 30, 31),
переноса его в пул кинолов (PQH?) С освобо

ждением Qв-сайта (реакции 7, 14, 21-27) и за
полнения пустого Qв-сайта окисленными хиио

нами (PQ) (реакции 34-40). Полагали, что на

каждый электрон, переданный от КВК на окис

ленный Р680+ (Ch[+) (реакции 4, 1\, \8, 3\),
во анутритипакоипноепространство выделяется

один протон.

Переход Chl в возбужденноесостояние Chl*
задавали световой константой k L = k i , i = 1,
5, 8, \2, 15, 19, 28, 32 (i - номер реакции на

схеме ФС II, рис. 2). Количество попаданий

квантов света в РЦ в секунду k L = 1500 с"
соответствовало интенсивности .света (600 нм)

1000 Вт!м 2 . Обратный процесс распада Сп!"

происходит с испусканием квантов флуоресцен

ции (константа флуоресценции k r = k). Выход

флуоресценции вычисляли как произведение

CY"'IMbI коицентрацийфлуоресцирующихсостоя

нИЙ ФС II 11 отношения константы флуорес

ЦСIЩИИ kF к световой константе kL :

При описании реакций в модели изо.1ИРО

ванной ФС П в качестве параметров введены

концентрации протонов в строме и люмене

([Н,,~1IJ rH, Т)] и грписмембраииый 'J.'I";KTI)lllJC

СК11Й иотенцинл ~'i-'. Влияние j,Ч-' учитывали

для реакцнй переносu электрического заряла

перпеи.аикулярио плоскости мембраны:

.... 0

,"о,

~

]0-1 100 10]
Время, с

•-".........
,~
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Регистрации флуоресценции после импульс

НОГО воэбужцснвя. В эксперименте использовали

культуру одноклеточной зеленой водоросли

ChloreIla pyrenoidosa Chick, термофильный

штамм CALU-]75 S-39. Культуру водоросли

выращивали на 20% среде Тамия в цилиндри

ческик стеклянных культиваторах при освеще

нии люминисцентными лампами с интенсивно

стью света 30 Вт/м? на поверхности культива

тора при температуре 370С и постоянной аэра

ции. Концентрация клеток в эксперименте со

ставляла -5 млн кл.эмл.

Индукционные кривые изменения выхода

флуоресценции (рис. 1) регистрировали в диа

пазоне J 00 не - 1О с на установке, описанной

в [38]. Образец. в кювете возбуждался акгинич

ным одиночным импульсом света )"акт '= 532 нм

длительностыо 10 не. Энергия актинмчиого све

та составляла 0,4 мДж/см2, 'по обеспечивало

100% возбуждение клеток (насыщающий им

пульс). Временной ход светоиндуцированиых

актиничным импульсом изменений относитель

ного квантового выхода флуоресценции (ин

дукционная кривая) регистрировался с помо

щью слабого измерительного света от устрой

ства, содержащего набор светодиодов (Гоэп.Ьа

ТLRЛ 190Р). генерирующих периодические им

пульсы света с РОIl;\1 = 600 нм. Свечение образца.

вызываемое иэмеригельным светом. регистри

ровали с помощью многоканальиого фОТО)П\1-

Рис. 1. Экспериментальные данные по регистрации

КрИВЫХ ИФ Д.1Я культуры КЛ~'ТОК зеленой водоросли

Сыогеиа ру-епо.аога Chick, термофильный штамм

CALU-175 5-39 иатнвиого образца (квадраты) и

в среде с диуровом (кружки) после измерения Fo
(-50 м кс] .уровия Фл И воздействия насьпцаюшсго

светового импульса длительностью 10 не в

диапазоне времени от 100 не ДО 10 С. Квадраты 
контроль, кружки - 5 MK:v1 DCMU.

полученные в эксперименте в присутствии дну

рана.
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Рис. 2. Схема каталитического никла фотосистемы 1/. Каждый ПРЯМОУГО.1ЬНИК представляет собой одно из

кинетических состояний ФС 11, опрецелиемпе релокс-состоянисм входящих 1.1 него переносчиков электрона.

Затененными показаиы состояния, способные к исиусваиию квантов флуоресценции. Chl - весь хлорофилл ФС

11, включая питменты антенны и питмент реакционного центра 1'680; Phe - первичный акцептор электронов

фесфитин. QA н QB - псрвнчный и вторичный хинонвые акцепторы. PQ - пластохииои; PQH 2 - пластохииоп;

Ht - протоны, выделяемые в люмен, Н!; - протоны, погпощаемые из СТРО.\1Ь! тилакоида. Пункгирными

стрелками показаны быстрые (с характерным временем менее 0,1 мс) стации цикла, оппошиыми стрелками 
медленвые (е характерным временем не менее 1 мс] стадии, жирными сгрелкам и - световью стадии. ЦифРЫ

рядом со стрелками ссогветсгвуют НО.\1ера.\1 реакций, буквы над прямоугольниками (.1:;. Yj. Zj. gj. d!lj' (» 1,
...7) - обозначениям персменных модели. Ряд с персменными аи, (малые прямоугольники) обозначает состояния

с Qв-сайтом, заНЯТЫ.\1 ингибитором. Молекупа ингибитора (DU) занимает пуСТОЙ Qв-сайт с образованием

СОСТОЯНИЙ dUj, не способных к переносу электрона с псрвичного на вторичный хинон. Пувю-ирными лугами

показаны процессы безьгзпучательной рекомбинации Phe- с Р680+ - реакции 42--45, Q;i с 1'680+ - 46--49.

где дЕт - разность среднеточечных редокс-ло

тенци алов переНО<':ЧИf\ОВ [40J. ((, - степень злек

грогенности - определяет какая .'10,151 ОТ общего

значения ,\'Р в.л и я ет на данную реакцию [41J.
Отметим. ЧТО извсстиые из литературы модели,

Кщ ::: exp(nF/RTl1Em ~ F/RTa/J.If'), (2) подробно описывающие процессы ФС 1I [13,15],
не учитывают зависимость скоростей реакций

от 6't'.

Повторное окисление подвижного перенос

чика PC)II: о писывали одной рс.гкцисй {T~l'

рис. 2). Д.1Я описания процессов. протекающих

в соо т ветствни со схемой ФС J 1, задавали ма-г-

БИОФИЗИКА том51 ВЫП.62006 • 2'
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L([X,] + [g,] + [у,] + [z,D· (3)

Рис. 3. Схема эксперимента. Режимы освещения

объекта, испо.гьзоввиные при регистрации флуо

ресцеитиых данных, приведеиных на рис. l На

горизоитапьной ОСИ показано, в какие моменты

времени изменяли способы светового воздействия.

По вертикальной оси привелев логарифм соотно

шения интенсивноегей саста, задаваемых при ,\10

делироваиии воздействия ю.ШУЛЕ.са и измеритель

ного света.

рицу скоростей переходов между СОСТОЯНИЯМИ

комплекса и получали систему из 30-тн диф

фереициа..пьных уравнений ДЛЯ концентраций

различных редокс-состояний комплекса ФС IJ
и сгромальных форм пластохинона (PQH 2, PQ).

Дифференциальноеуравнение для каждого

i-ro компонента системы имело вид:

гдеХ/- концентрация i-ro компонента системы,

мМ; Vпр(Х) и VrlOTp (Х) - суммарные скорости

его проиэводства и потребления, мМэс. Кон

центрации различных состояний комплекса ФС

[1 рассчитывал ись как произведение вероятно

сти данного состояния на общую концентрацию

ко ....гплекса в Системе. Взаимодействие комплек

са ФС 1I с подвижными переносчиками опи

сывалось по закону действующих масс в пред

положении бимопекуляриой реакции [22].

Полагали, что концентрация комплекса ФС

II в тилакоипной мембране составляет 1,62 мМ
при соотношении концентраций комплекса ФС

[1 и хинснов пула 1:6 [42]. Концентрацию ре

докс-состояний отдельных переиосчиков, вхо

дящих в состав РЦ ФС 11, рассчитывали как

СУМ.ЧУ концентраций всех состояний ФС Н.

содержащих переносчик в данном релокс-со

стоянии Например. концентрация СОСТОЯНИЙ

ФС J I с восстаиовлеиным QA эалаегся форму

лой:

Термин «формы» использован нами для обо

значения типов состояний ФС 1I. Например,

б-е формы (х 5 , g5' У5' Z5) - означает набор
состояний ФС Н, дЛЯ которых электрон ста

билизирован на QA'

В данный вариант модели ФС П (в отличие

от предыдущего [20-22]) включены два типа

иеобратимых реакций для пропессов безызлу

чательной рекомбинации, обозначенные на схе

ме пунктирными дугами.

Заряд на фесфитиве рекомбинирует с окис

ленным хлорофиллом закрытых РЦ. ЭТИ реак

ции (42--45) включены в модель как переходы

из 7-х СОСТОЯНИЙ в б-е С константой скорости,

диапазон изменения которой при ведем в обсу

ждении.

Восстановленный первичиый хинон QA МО

жет рекомбииировать С окисленными донорами

электронов: хлорофиллом РЦ, тирозином либо

состояниями КВК. В модели это переход из

4-х форм в 1-е (реакции 46--49, рекомбинация

QA с Р680+) С константой скорости, изменяю

шейся в диапазоне от 200 до 200() с-'.

Моделирование блокировки переноса элек

трона на пул хинснов было нами описано двумя

различными способами. В первом варианте

уменьшали константы скорости переноса на

QB' что аналогично подходу, принятому в ли

тературе [13,15]. Второй ваРИ31-1Т позволяет про

вести расчет для конкретной концентрации реа

гента с ингиБИРУЮЩИ.\1 эффектом. Для этого

мы вводили дополнительные реакции взаимо

действия с диуроном для состояний ФС " с

пустым Qв-сайтом (gi) (p!'lc. 2). Таким образом,

модель ФС IJ включила дополнительный (го

ризонтальный) ряд, состоящий из 7-ми состоя

ний (du,). П редполагали, что ДЛЯ этих состоя

ний, которые содержат молекулу ингибитора

в Qв-сайте, происходят переходы каталитиче

ского цикла ФС Н, соответствующие обозиа

чеННЫ,\1 горизонтальными стрелками в строках

схемы рис. 2.
Схема эксперимента. Экспериментальные

данные приведсны на рис. 1 для точки -50 мкс

до включения насыщающего импульса света и

затем для точек после воздействия светового

импульса от 100 не до 10 с: квадраты - для

контроля, круги - в присутствии диурона. Ис

пользованный в эксперименте протокол изме

рений прелставлеи в виде схемы ив рис 3
Объект освещается слабым иэмерительным све

том В течение ]0 с (на рис не гюкаэаио ). 'За

50 мкс до вспышки (-50 ыкс) измерясгся вели-

Время
10с

:: то не

,:100 не:

1 1
-50 МКС О С

9

о ~
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чина Фл для определения УРОВНЯ СИГН3.13 Fo.
Насыщающая вспышка длительностью 10 не

(t l = О, 12 = 10 не) переводит все РЦ в возбу

жденное состояние. Измерения флуоресценции

образца после вспышки (индукционная кривая)

начинают через 100 не (tз = 100 не) после

включения вспышки и ПрО80ДЯТ В течение 10 с

(14 ~ 10 с).

РЕЗУЛЬТАТЫ РАСЧЕТоВ

-~~:----------------

,,,,,
'- 4,,,,

3
,,,,

1.62

1. Состояние системы при воздействии ИМ

пульса. Имитацию на модели процессов-Ф'С П,

протекающих при различных режимах освеще

ния, проводили поэтапно. В таблице приведсны

рассчитанные на модели ДЛЯ наливных образцов

и в присутствии диурона значения концентра

ций состояний ФС I1 для опорных моментов

времени - включение измерительного света по

сле темно вой адаптации, зондирование системы

для определения Fo (-50 мкс}, первое измерение

после импульса Uз = 100 ис},

1.1. Действие измеритепьпого света. Перед

включением измерительного света распределе

ние концентраций состояний ФС II определв

е'1"'СЯ УСЛОВИЯ.\1И темновой адаптации, когда зна

чения световых констант в модели равны нулю.

При этом заполнены нейтральные состояния Х J

И gl (таблица, l-й столбец), соотношение кон

центраций которых определяется параметрами

взаимодействия акцепторной части ФС Il с

подвижными молекулами хинониого пула.

Включевие слабого иэмеритеаьасгс света

моделировали, принимая световую константу

kL = 0,6 с-'. что соответствует освещенности

0,4 8т'м-2 . Рассчитывали кинетические кривые
ИФ (рис. 4, кривая 1 Фл) и концентрации

состояний ФС 11 с открытыми РЦ (кривые З,

5 QA)' Для сравнения моделировали воздействие

актиничного света высокой интенсивности (kL =

6000 с") - рис. 4, кривые 2 Фл, 4, 6 Qл.

Для слабого света стационарный уровень

ИФ (рис. 4,1 Фл) на временах> ! с, превышает

исходный на 0,15Fo' Модель ФС rr показывает,

что при длительном (10 с) воздействии слабого

света заполнены состояния с открытыми РЦ

(рис. 4, 3, 5 QA)' При ЭТОМ 35% заполненных

при темновой адаптации состояний ФС II с

невоссгановлениымили ПУСТЫ!'.I Qв-сайтом (х J +
gl' рис. 4, 3 QAQB) переходит в состояния

открытых РЦ с восстановленным вторичным

хиноном CY 1 + ZJ, рис, 4, 5 QлQ~)-). Соответ

ствующие значения персменных привелсны в

таблице в столбцах :2 и 3. Мы полагали. что

ЭТИ величины описывают ФС 1J образцов, прел

варитеЛ6НО алалт ировп иных к гемно т е. 8 1.:0

стоянии С начальным уровнем флуоресцеици,

Fo перед включени ем импульса для момента

БИОФИЗИКА Т.ОМ 51 вып.6 2006 •

10-2 10-) [00 101 102 103 104

Время, МС

Рис. 4. Моделирование воздействия 1'1<1 образец

постоянного света, включаемого после темно вой

адаптации. Кривые рассчитаны 1. 3, 5 - для из

мерительного света слабой интенсивности (световая

константа kL = 0,6 с-'): 2, 4, б - для актиничного

света насыщающей интенсивности (k" = 6·103 с-').

1.2 (Фл) - индукция флуоресценции: 3,4 (QAQ[j)
сум ....еа ковцентраций открытых РЦ без электрона

на Ов (-"1 и gl); 5. б (QAQljr) - сумма ковцентраций

открытых РЦ С ОДlIИМ (Yl, QAQEi) И двумя (ZI,

QAQEi2) электронами на ВТОРИ'!НО.\1 хино не..

времени -50 мкс Для сравнения на рис. 4 при

ведсна классическая кривая ИФ, рассчитанная

для описания стадии подъема величины Ф,1УО

ресценцви (О-J-I-Р-кинетика), регистрируемой

после включения света высокой интенсивности

(рис. 4, 2 Фл) [5,22], которая показывает, что

перемениая флуоресценция возрастает от на

чального уровня (Fo) до максимального за вре

мя -100 мс, концентрация открытых РЦ при

этом падает (в 500 раз) (рис. 4, кривые 4, 6
Ол)·

1.2. Действие одиночной световой вспышки.

Воздействие насыщающего импульса модели

ровали, принимая световую константу k[ =

6·\08 с-' для интервала времени от О с до 10 не

(интенсивность света 4·108 Вт-м:"), И k 1. = 0,6 с-'

для интервала времени от 1О нс до J00 нс.

Полученные на модели в результате воздействия

мощного светового импульса концентрации со

стояний ФС П помешены В колонки 4, 5
таблицы. Модель показывает, что через 100 не

после начала насыщающего 10-наносекундного

импульса дЛЯ ФС II преобладают состояния с

окисленным хлорофиллом РЦ (Р680+), 4-е фор

мы, которые суммарно (Х4 + g4 +У4 + =4) за

полнены на 71% или на 80% в расчетах, про

ведеиных для нативиого образца или в среде

с диуроном ,

2, ВЫХОД флуоресцсицни после воздействия

импульса. Н,100Р значений пере,\lсННЫ\ (r:16.111
ца. столбцы .+ и 5). полученный для ью мен га

времени {, = 100 НС. корректировали, добиваясь

оптимального соответствия теоретических дан-
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Ковцентрации редокс-состояний, рассчитанные при моделировании процессов ФС I1 для условий контроля

и действия диурона концентрацией 5 мкМ (DCMU)

Условия экспе-
Образец после темновой адапта-II-е измерение после импульса:
ции (k L = О) освещают слабым, k L "" 6·108 с-' ОТ '1 = О с до Состояние после ИМ-

римента, пара- светом (kL = 0,6 C 1) д.1Я измере- (2 = 10 не, пу~ьса - начальное
метры и ре- ния Fo kL = 0,6 с- 1 до 1] = 100 не для расчета ИНДУК-

доке-состоя-

ния модели Слабый свет,
ЦИОННЫХ кривых

Темновая [3 = 100 не
ФС 11 50 МКС перед ИМ- (3 = ]00 но после импульса

адаптация
пульсом

х] 0,82 0,45523 0,79165 0,1015 0,09306 О, ] 0,1

х2·10-8 0,0 0,0137 ';ь 02 0,01 0,03 0,0 0,0,

х4 0,0 0,00029 0,00089 0,34981 0,69727 0,4 0,68

х5 0,0 0,02739 0,08806 0,03161 0,08824 0,03 0,08

х6·10-8 0,0 0,00393 0,013 0,001 0,0076 ! 0,0 0,0

gl 0,8 0,48957 0,16729 0,10915 0,02003 0,2 1 0,02

g2.1O-8 0,0 0,0147 0,004 0,01 0,007 0,0 0,0

g4 0,0 0,00032 0,00019 0,37618 0,15011 0,38 0,15

g5 0,0 0,02948 0,01861 0,03403 0,01856 0,04 0,019

g6.10-8 0,0 0,00423 0,0027 0,0001 0,0016 0,0 0,0

уl О 0,54648 0,17608 0,12118 0,02073
,

0,12 0,033

у2.10-8 0,0 0,0164 0,0046 0,01 0,007 0,0 0,0

у4 0,0 0,00001 0,00004 0,41966 0,15522 0,42 0,15

у5 0,0 0,00624 0,00242 0,03403 0,00228 0,01 0,002

у6.10-8 0,0 0,00089 0,0003 0,0001 0,0002 0,0 0,0

,] о 0,06119 0,0023 0,01364 0,00026 0,0 0,0

и· 10-8 0,0 0,00184 0,00006 0,0001 0,00009 0,0 0,0

z4 О 0,00004 0,0 0,04702 0,00194 0,0 0,0

z5 О 0,00369 0,0002 0,00406 0,0002 0,0 0,0

z6·10-8 0,0 0,00053 0,00003 0,00001 0.00002 0,0 0,0

О"' 0,0 О 0,33073 О 0,03397 0,0 0,04

Du2·10-8 0,0 О 0,0086 О 0,014 0,0 0,0

О"4 0,0 0,0 0,00041 0,0 0,29202 0,0 0,296

0"5 0,0 О 0,04104 О 0,04111 0,0 0,05

Du6·1o-8 0,0 О 0,006 О 0,0035 0,0 0,0

DCMU DCMU DCMU

ных экспериментальным.Итоговый набор зна

чений перемсииых (СТО,16цы 6 и 7 табл ицы)

использовали в качесгве иачаль ных ,Н<l'It:НИ(1

Д,1Я ьюделиро ва ния изменения величины флуо

ресценции, регистрируемой после выключеи ия

•

импульса. Расчеты проводили при световой

константе. равной k/ = О,б с -1 (иэмерительиый

(1)<.:1). н инг срва.эе 01 0;.1,0 ]() с. На рис 5 Д:I;]

лиапвэоиа времени ОТ 100 ис ло ]0 е резул ь та гы

расчетов сопоставлены С экспеРИМt:НТ<l.'JЬНЫ!>'IИ

БИОФИЗИКА том 51 ВЫП.6 2006
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Рис. 5. Теоретические кривые получены для на

чальных УСЛОВИЙ, моделирующих воздействие на

носекувдиого импульса высокой интенсивности

(световая константа kL = 6·108 с"), включенного
после измерительного света (k l. = 0,6 с-'). Расчет

пр оведен д.1Я условий слабого измерительного света

(k L = 0,6 с-') и параметров модели, описывающих

нативный образец (сплошная линия] и образец в

среде с диуроном (пунктирная лииия). Результаты

расчета сравниваются с экспериментальными дан

ными ДЛЯ нагявного (чсрныс квадраты] образца и

абразив в среде с диуроном (светлые кружки).

функционирование КВК, обеспечивая лишь

описание усредненной характеристики срабаты

вания КВК kOEC = k i (i =' 4,\ 1,18,31, рис. 2).
Известно, что в зависимости от стадии S; цик
лов тироэин восстанавливает хлорофилл РЦ СО

скоростью в диапазоне 3·\06 -7- ]09 с-', а КОМ

плекс КВК в СI10Ю очередь восстанавливает

тирозин за 103 -7- 3·104 с-' [42]. Эксперименталь

ным данным, полученным для нативного об

разца (квадраты), соответствует на рис. 5 кр и

ван, рассчитанная при kOEC = 107 с-'. Резуль

таты, покаэаииые на рис. ба, рассчитаны для

ДB~ значений kOEC = 5·104 с-' (кривая 1) и
10 с-' (2). На временах до 10 мкс теоретические

кривые, рассчитанные при kO[C = 107 с-', аде
кватно описывают регистрируемое в экспери

менте увеличение выхода флуоресценции. При

этом время достижения максимальной величи

ны теоретической кривой составляет менее

40 мкс. В эксперименте максимум регистриру

ют в интервале 45 -+ 100 мкс (рис. 1, квадраты
и [2J). В модели такое время нарастания полу

чено для kOEC = 100 -7- 150 «с-', что превышает

скорость самого быстрого восстановления ти

роэина в циклах КВК, но меньше скорости

восстановления хлорофилла РЦ тироэинои.

Состояния ФС 11 с окисленным хлорофил

ЛО,\1 РЦ (а-е формы, Р680+) преобладают на

момент времени (3 = 100 не после начала 1-1\1'

пульса (столбцы 4, 5 таблицы). Кривые J, _~

СЬ 1'" (рис ба) покаэывают, ЧТО падение кон

центрации четырех форм на три порядка на

данными, полученными как на нативных пре

парагах (контроль), так и в присутствии диу

рана. Модельные кривые для контрольных пре

паратое показавы сплошной кривой, для об

разцов, содержащих днуров в концентрации

5 мкМ - пуикгирной кривой. Отметим хорошее

соответствие хода экспериментальных данных

и кинетических особенностей теоретических

кривых.

2.1. Фаза нарастания величины флуоресцен

ции. В контрольных опытах величина флуорес

ценции достигает максимального значения на

временах -50 мкс (сплошнаягеоретическаякри

вая и экспериментальныезначения (квадрагьп).

При воздействии диуроиа нарастание флуорес

ценции происходит медленнее и максимально

на временах -10 мс (лунктирная теоретическая

кривая и кружки, эксперимент). Максимальное

превышение выхода флуоресценциипо отноше

НИЮ к начальному уровню Fo соответствует

экспериментально полученным величинам и со

ставляет: 1,8·Fo - для контроля и 2,1Ро - в

среде с диуроном.

2.2. Фазы спада величины флуоресценции. Для

иативиого образца термофильной одноклеточ

НОН зеленон водоросли Chlorella pyrenoidosa
Chick в эксперименте после 100 мкс регистри

руют три фазы снижения величины флуорес

uенuии к стационарному уровню, близкому по

величине к Fo. На первой фазе, в диапазоне

до 1 МС величина сигнала падает на 45%. На
второй фазе спада, длящейся до 100 мс, падение

составляет - 20% и для третьей фазы падение

в диапазоне времени 1 - 10 с составляет 35%.
Теоретическая кривая (сплошная) хорошо спи

сываег спад величины флуоресценции для вто

рой и третьей фаз при неполном соответствии

на первой фазе.

Спад величины флуоресценции, регистри

руемой в среде с диуроиом в диапазоне от

]00 мс до 1 с, описан однофазной «диуроновойэ

кривой (пунктирная кривая, рис. 5).
В итоге, предложенная модель ФС II аде

кватно описывает различие кинетических осо

бенностей кривых ИФ для условий контроля

и в среде с диуроном (рис. 1 и 5). Проавали

зируем. как меняются кинетические характери

сТИКИ расчетных кривых при изменении пара

метров модели.

3. Моделирование процессов ФС П для на

тиввого образца (контроль), При моделирова

нии условий контроля адекватный вариант на

бора параметров модели подбирали, изменяя

параметры. характеризующие процессы перено

са электрона на донорной и акцепторной ста

рина", ФС IJ (рис. 6).

3.1. Скорость восстиновления хлорофилла

РЦ. Модель ФС 11 не рассматривает подробно

F(t)/Fo
2.2

2.0

1.8

1.6

1.4

1.2f
1.0 ~rf'

0.8- т"'-7

-50 икс

-6 -5 -4 ·3 -2 -! О ]
Время, с
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Рис. 6. Георетнческие кривые дня начальных ус

ловий, моделирующих воздействие наносскуилисго

импульса высокой интенсивности (световая кон

стан-га k!" = 6·108 с-'), включенного после ИЗМ<,:ри
телыюго света (k!. = 0,6 с-'). Расчет проведеи для
условий слабого измерительного света (k/. = 0,6 с-')

и параметров .\10ДСЛИ, описывающих нативный об

разец (ус.лових контроля). Фл - индукция флуорес

ценции: Ch]+ - концентрация репокс-состояний ФС

11 с окисленным хлорофиллом РЦ (СУ_\1ма а-х форм,

Х4, gф У4, "4)' PQH2 - конлентрация восствновлен

ного пластохивола. Бариагп-ы концентраций РЦ с

восстановленным хлорофиллом обозначены для от

крытых РЦ' QAQB - сумма х 1 и gl' QлQIf)" 

сумма YI и ZI, для закрытых РЦ: QAQB - Сумма

ОХ) и g); Q... Qfj!)- - сумма у j и Zj' (а) - Кинетические

кривые для двух значений константы скорости (k"
i = 4,11,18,31) восстановления окиолеиного ХJIОро

филла (Р68О') РЦ 105 е-! (кривые f) И IU7 с-'

(кривые 2). (6) - Варианты кинетических кривых

1. 2, 3 получены для различных величин степени

восстановиениости пула хинонов: 1 - 0,25%, 2 
12,5%,3- 12,50/0., при значениях константы скорости

повторного окислсиия хинолов: 1 - 50 с-', 2 
50 с-', 3 - 5 с-'. (В) - Наборы кинетических кривых

f и 2 получены при умсньшснии ковстаил-ы ско

рост-и реакции безызлучателыюй реi(омбинвции

Q;;" с Р680+ от 2000 до 200 с-' для константы

скорости реакции безызпучатеиьиой рекомбинации

Рпе- с Р680+', рйВНОЙ 105 с-', при умепылении 1(0
торой до 104 с-' получен набор кривых З.

новленным хиноном Q~- (Zj, i =: 1,..,7). В модели

мы исследовали физиологический диапазон зна

чений рН стромы от 7 до 8 и показали, что

при увеличении рН стромы характер фаз спада

все в большей степени определяется парамет

рами, описывающими пул хяноное. На рис. 66
расчеты проведеиы для концентрации протонов

стромы [нs] =: 5·10-5 мМ, что соответствует рН

стромы 7,3.
Начальная восстаиовлеиность пула хиноно в

при моделировании воздействия измерительно

го света (т.е. для состояния ФС II с начальным

уровнем флуоресценции F r;) составляет 0,25%.
В расчетах такая величина принималась мини

мально возможной, и ДЛЯ нее получены кривые

/ на рис. 66. При увеличении восстаиовлениости

пула до ]2,5% получены кривые 2 со спадом

величины флуоресценции на первой фазе (2,
Фл), меньшим регистрируемого в эксперименте.

Реакция (41, рис. 2) повторного окисления

хииолов описывает в модели комплекс пролес

сов, протекающих в ЭТЦ после переноса элек

трона в ФС 11. Если, не меняя степени восста

новлениости пула (12,5%), уменьшим константу

скорости реакиии ПЩ;ТОРНОГ() окисления пла

стохиио.юв в 50 раз (ОГ 100 с-' до 2 с"), то

спал ф,l на второй фазе не происхолит (3 Фл,

РШ;. 6G).

БЕЛЯЕВА и др.
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временах до 1 МКС (100 мкс) для kOEC = 5·104 с- ]

(107 с") коррелирует с увеличением до макси

мального значения концентрации пятых форм

с восстановленным хлорофиллом РЦ (сумма

Х 5 + g 5' кривые J, 2 QAQB' рис. 6а).

Увеличение числа состояний с электроном,

сгабилиэироваиным на Qл, соответствует на

растанию величины флуоресценции до макси

мальвой. Таким образом, увеличение скорости

процессов на донорной стороне фс II ведет к

более быстрому нарастанию интенсивностиФл

и не Сказывается на характеристикахспада ин

дукциоииой кривой (до 10 с).

З.2.Перенос электронов /Ш акцепторной сто

роне ФС 11 и в пуле ХИНОНО6. П редполагается

[4,38], что фаза.", слада величины флуоресценции

соответствуют про цессы переноса электронов

в пул хииоиов Согласно схеме каталитического

цик.лп ФС i I (рис 2) количесгво протонов в

строме [HsJ существенно влияет Н<1 реакции

освобождения Qв-сайта, заполненного восста-

10-2 10-1 100 101 102 103 1()4

Время, МС
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Кинетические особенности кривых флуорес

ценции определяются вкладами состояний ФС

1I, которые приведсны на рис. 66: открытые

состояния (x]+g]+ Yj+Zt) - QA' закрытые для

(x5+g5) - QAQS и дЛЯ (Y5+Z) - QAQ~)-. Незави

сима от выбираемых параметров максимальная

величина флуоресценции определяется вкладом

закрытых состояний с не восстановленным Qs
(QAQB' x 5+g5)· Как увелич.ение восстановленно

ста пула хинанов (переход от кривых 1 к 2),
так и замедление повторного окисления пла

стохинолов (переход к КрИВЫМ 3) приводят К

увеличению концентрации закрытых состояний

(кривые QлQ~)-).

" Анализ результатов моделирования позво

ЛИЛ оценить величину восстановлеиности пула,

характерную для начального уровня ФЛ (0,25%).
Найдены параметры, для которых теоретиче

ские кривые на фазах спада оптимально соот

ветствуют экспериментальным данным, а имен

но, рН стромы равно 7,3, а повторное окислеиие

хинслов характеризуется константой скорости

в диапазоне от 10 до 100 с-'.

3.3. Процессы безызлучатеяьной рекомбина

ЦИИ. Величины уровней флуоресценции как мак

симального, так и конечного, достигаемого к

10 с после импульса и близкого к Fo, при

расчетах в модели существенно зависят от па

раметров процессов безызлучательной реком

бинации (рис. бв).

В случае, когда скорость рекомбинации

QA с окисленными переносчиками донор ной

стороны (с P6RO+, реакции 46---49) сравнима

(для кривых 1) со скоростями переноса с QA
на Qs (сотни микросекунд), перенос электрона

на акцепторчую сторону (на Q])) уже ко времени

1 мс не компенсирует удаление электронов из

пула ХИНО.10В, происходящее при его повторном

окисления (кривая 1 PQH 2, рис. бв). Соответ

ственно, при переходе ФС I1 на третьей фазе

к состоянию с начальным уровнем Фл для

открытых РЦ преобладают первые формы с

иевосстаиовлеииым Qs (кривая I QлQs для

суммы x1+g l,). в случае, когда константа ско

рости рекомбинации k j (i = 46-4-9) меньше, чем

константа скорости переноса электрона на QB'
акцегтгориая сторона заполняется электронами

(кривая 2, QAQ~)-). В итоге, при переходе от

кривых 1 к 2 на третьей фазе, на секундных

временах уровень Фп увеличен (2, Фл), а пул

более восстановлен (2, PQH2).

На рис.ба переход от кинетических кривых

J к КрИВЫ~1 3 осуществляли уменьшением КОН

станты скорости рекомбинации Рпе- с Р6З0~

k. (1 = 42. 43. 44. 45) от 10' ..10 10~ c 1• В

результате выход флуоресценции (3, ФЛ) уве-

БИОФИЗИКА том 51 ВЫП.6 2006 •

личивается на всех фазах подъема и спада,

кроме начального и конечного уровней. Модель

показывает, что это происходит за счет увели

чения заселенности дважды восстановленных

состояний с электронами на феофил-иие и пер

вичном хинсне (7-й столбец рис. 2), кииетиче

ские кривые для которых повторяют временной

ход интенсивности Фп (кривые 2, 3 Фл, рис.

6в). От концентрации (заселенности) как пятых,

так и седьмых закрытых форм зависит коли

чество возбужденных закрытых РЦ ФС 11 (шес

тые формы), излучение которых определяет пре

выш ение выхода флуоресценции над начальным

уровнем.

Таким образом, модель показывает, что

процессы беэылучательной рекомбинации оп

ределяют как максимальную величину Фп, так

и уровень F(» цосгигаемый при выходе к ста

ционарному состоянию. Увеличение Скорости

беэызлучательной рекомбинации фесфитина в

закрытых РЦ уменьшает заселенность дважды

восстановленных состояний с электронами на

феофитине и первичном хинсне (седьмое со

стояния, рис. 2). Процесс переноса электрона

в пул при этом не изменяется - кинетика ВОС

становлениости пула (кривые 2-3, PQH 2) оди

накова для вариантов расчета 2 и 3.

4. Моделирование пропессов ФС II для об

разца 8 среде с диуровом. Варианты расчетов

на рис. 7 показывают, каким образом изменение

параметров модели ФС II с описанием посадки

молекулы диурсна в пустой Q[J-сайт позволяет

оптимально приблизил-ь теоретические резуль

таты к экспериментаЛЬНЫ."1 данным, рсгистри

руемым 8 среде с диуроном (рис. 1, кружки).

На рис. 7а при увеличении концентрации

диурона (от 5 до 50 мкМ) время нарастании

флуоресценции до максимальпого значения и

сама эта величина становятся больше (от 1 к

2 Фл), что связано с увепичеииеи концентрации

кинетических состояний ФС П. дЛЯ которых

Q13-сайт занят молекулой ингибитора (от 1 к

2 QлDСМU). Вклад закрытых и открытых со

стояний ФС п с не восстановленным QB
(QлQ[J и QAQ[J) существенен лишь для ликового

значения флуоресценции, становясь при выходе

на стационар на четыре-пять порядков меньше

по величине по сравнению со вкладом состоя

ний, где Qв-сайт занят ингибитором (кривые

QADCMU). Вклад состояний ФС 11 с восста

новленным Qs вследствие его малой величины

можно не учитывать.

Результаты. показанные на рис. 7в для двух

значений КС>Н(Р.НТЫ скорости безызл-, чагельной

рекомбинации О.\ С Р680+. показывеют. что

харакгерис гикн млогофаэиого спада «днуроно

,,0([\) кривой ИФ определяются пропессами ре-
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Рис. 7. Теоретические кривые, полученные для на

чальных условий, мгщслируюших воэцейсгвие Шl

иосекундного импульса высокой интенсивности

(световая константа k L = 6·108 с") на фоне изме

ряющего С8е"га (k L = 0,6 с-') при воздействии ин
гибитора [DCMUj = 5 мкМ. Фл - индукция флуо

ресцеиции. Концснтрации открытых РЦ QлОв 
сумма XI и g[, закрытых РЦ: Q;;.,QB - сумма Х5 и

g5; Q;;.,DCMU - Qв-сайт занят молекулой ингиби

тора, Q;;.,Phe- - 7-е состояние с восстановленным

феефитином. (а) ~ Кинетнчссние кривые ,'1.IЯ ,~BYX

значений концентрации DCMU 5 и 50 мкМ (б)

Величину константы скорости восстановления хло

рофилла РЦ увсличивапи or 5·IIY с-' {кривые 1) до

25·]()З с-' [кривые 2). Затем КDНС'j'ШI'rу скорости
реакции безыз.пучательной рекомбинации Рпе- с

Р680" увеличили от 2·10'1 с-! (кривые 1,2) до ]05 с-'

[кривые 3). (в)- Кииегичсские кривые для двух

значений константы скорости реакции бсзызлуча

тельной рекомбинации ч: с Р680" 400 с-! (кривые

f) И 200 с-' (кривые 2). (г) - Начальная концен

трация состояний ФС 11 с восстаьювпен ным Q;;."
yBe.7M'It:Hi1 на О. J мМ за счст УМi;:НЫ/.li;:IIНЯ концен

трации состояния, соцержашего посстановлеииый

QB' пр и п<;:реХlJД<;: НТ кривых ! к кривым 2 с

начальным уровнем фиуоресцснцин , увеличенным

на ]2,5')1",

Как для «диуроновой» кривой ИФ, так и'

ДЛЯ «контрольной», параметрамя, влияющими

на скорость нарастания интенсивности свече

ния, являются константы СКОрОСТИ восстанов

ления хлорофилла РЦ и безызлучагельной ре

комбинации РЬе- с Рб80-l- закрытых РЦ (рис.

7б). Увеличение скорости рекомбинации РЬе

уменьшает наклон кривой нарастания выхода

флуоресценции на временах до 100 м кс (от

кривой 2 к 3), При уменьшении константы

скорости доиирования от КВК, например до

koEC = 5000 с-', нарастание происходит без

выраженной первой фазы (кривая 1). Для аде

кватного описания диуроиовой кривой констан

ту рекомбинации РЬе- выбирали равной [04 с-',

задавая константу скорости доиирования kOEC
от 5000 до 25000 с-'. Тем саМЬН,1 показано, что

модель ФС 11 адекватно описывает нарастание

как контрольной, так и пиуроиовой кривых,

если допустить уменьшение константы СКОрОСТИ

доиирования от КБК (как минимум, в четыре

раза) при воздействии диуроиа.

Экспериментальные результаты по соогно

шению начальных уровней флуоресценции для

образцов с пиуроном и без диурона протнво

речивы. В работе [8] такое ра3.1ИЧИ~ не отме

чено. Результат, когда начальный уровень в

среде с диуроиом повышен на ] 1% по сравне

нию с контролем. получен в эксперимеиге 11

описан в модели Вре.зенбергом [27]. Такое же

разл ичие величины начального :УРОIJНЯ по.луче

но в молели Лазара [15J в предположении о

ТОМ. ЧТО дuурон сдвигает равновесие реакции

0.8

0.8

hе-Qл О

103 104
Время, мс

1.5

2
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2

J

2

QЛDСМl}.,

10-2 10-1 I()O 10!

(а)

Q,;,DCMU

Время, МС

2

10-2 10-] 100

10-2 10-] 100 10] 102 103 104

Время, МС

(6)

(8)

(г)2.2
g

2

комбинации состояний ФС II с Qв-сайтом, за

нятым молекулой ингибитора (QADCMC), Уси

ление рекомбинации О-\ с P6S0+ (от 200 до

.:100 C l) приволит 1, снижению стапиоиарного

УРОВНЯ флуоресценции (от 2 It 1 Фл).
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переноса электрона с QA, на QB Б сторону

большей 06раТИ_\10СТИ ЭТОЙ реакции. В нашей

модели это означает, ЧТО в среде с диуроном

СОСТОЯНИЯ С восстановленным Qi3 перейдут в

СОСТОЯНИЯ с восстановленным Qл" в результате

при повышении начальной коицентрации форм

с восстановленным QA, за счет уменьшения форм

с Qi3 получается повышение начального уровня

флуоресценции Fo (кривые 1,2, рис. 7r).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

МОДЕЛИРОВАНИЯ

Эксперименты с ОДИНОЧНОЙ наносекундной

вспышкой света и имитация воздействия оди

НОЧНОГО насыщающего импульса в модели ФС

п позволяют последовательно проследигъ, ка

КИМ образом начальная энергия, поступившая

в систему переносчиков ФС II от импульса,

используется в процессах переноса электронов

в пул и в сопутствующих диссипативиых про

цессах.

В данном исследовании мы использовали

то обстоятельство, что в отличие от экспери

мента с воздействием постоянного актинмчиого

света ваносекундный импульс на фоне слабого

измерительного света неэначительно изменит

характеристики компартментов хлоропласта.

Тогда процессы переноса электрона в ФС П

можно полагать протекающими при неизмен

ных рН люмена, стромы и постоянном потен

циале на мембране. Следовательно, для описа

ния воздействия одиночиого импульса необхо

димо включить в модель более узкий круг про

лессов (аереиос эяеклроиов на лсасриой и ак

цепторной сторонах ФС) по сравнению с ком

плексом процессо в, происходящих при воздей

ствии постоянного света на длительных време

нах в тилакоипной мембране.

На ....!И найдены параметры, характеризую

щие компартменты гилакоипа (рН люмена,

стромы, потенциал, начальная восстановлен

ность пула хиноиов), для которых теоретиче

ские кривые на фазах спада оптимально соот

ветствуют экспериментальным данным (пункт

3.2, Результаты).

Модельный анализ воздействия импульса

позволил также провести оценку констант, ха

рактеризующих процессы в окружении РЦ ФС

П, которые не могут быть достаточно точно

оценены при имитации процессов, индуциро

ванных постоянным светом и протекающих в

условиях изменения характеристик компартмен

тов тилакоила

При воздействии измерительного света ВО'3

бужпение РЦ ФС J J происхо.зн г гораздо мед

лен нее, '1е,\1 процсссы переноса электрона от

КВК на тироаин и затем на окисленный хло

рофилл РЦ. Поэтому после одновременного

окисления хлорофилла всех РЦ образца насы

щающей вспышкой восстановление Р680+ про

исходит от тироэина на временах до микросе

кунлы, после '{его время восстановления Р680+

будет определяться пропессами переноса элек

трона от КВК. Модель отражает эффект за

медления средней скорости восстановления

Р680+ (рис. ба). Найденная средняя константа

скорости восстановления Р680+ меньше скоро

сти донирования электрона от тирозина (3·106+
109 с-'), но превышает скорость самого быст
рого восстановления тироэииа в цикле КВК

(103 + 3·104 с-'). В этом интервале величина

kOEC не влияет на фазы спада кривой ИФ,

особенности КоТОрЫХ определяются более мед

ленными пропессами персноса электронов в

пул.

В результате воэлействия импульса на вре

менах десятки микросекуиц после его начала

возникают «избыточные» закрытые РЦ. Те из

них, которые и ....ге-от восстановленный вторич

ный ХИНОН (Q~)."), сразу передают электроны в

пул. Закрытые РЦ сневосстановленным вто

ричным хиноном (Q"AQ[3) расходуются на вре

менах сотни микросекунп в прсцессе переноса

электрона на акцегтгорную сторону ФС Il, где

формируются открытые и закрытые РЦ с вос

становленным вторичным хиноном (Q~)-)

(рис. 66,в). Таким 06раЗОс\1, в молели просле

живается перераспределениезапо.пнеипости со

стояний ФС I1 от нераВН08ССНОГО состояния

возбуждения, вызванного импульсом, к состоя

НШО, каракгериэуюшему процсссы переноса.

лроисходящис при воздействии слабого изме

рительного света.

Перенос в пул хинонов начального запаса

энергии при возбуждении слабым светом со

провождается процессами потерь: излучением

Фл и диссипацией при беэызлучательвой ре

комбинации отрицательных зарядов акцепто

ров (P!1e~, Q"A) с положительными зарядами

хлорофилла РЦ (Р680+). Модель показала, что

характеристики диссипати вных про цессов силь

но влияют на максимальный (Fm ) и начальный

(Fo) уровни кривой ИФ. Это влияние опреде

ляется константами скоростей реакций беэыэ

лучательной рекомбинации (k phe- , kQAJ и ис-

следовано в модели при имитации режимов

возбуждения импульсом и слабым светом' по

каэано, ЧТО про цессы диссипации при двух МО

делируемых режимах возбуждения происходят

с приишгпиально различными ско рост я чи ;!.н

реакций '-I~ --;- '+6 {kl'll~-) и 46 + 50 (k()\ ) при

модслирсвании режима импульса получены ве-
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ЛИЧИНЫ 1010 с-' И 103 c- I , позволяющие рассчи

тать определенный набор величин концентра

ций редокс-состояний ФС 1I, принимаемый как

начальный при моделировании воздействия сла

бого света. Для такого начального набора в

модели получено оптимальное соответствие

теоретических кривых ИФ экспериментальным,

регистрируемым после воздействия импульса.

При этом, количественное соответствие наблю

даемому в эксперименте превышению макси

мального уровня Fm над уровнем Fo получено,

когда реакции безызлучательной рекомбинации

с Р680+ характеризовали константами скоро-

стей kphe- = 105 с-' И k
Q

__ = 200 с-' ..,
Наша модель позволяет оценить константы

скоростей безыэпучательиой рекомбинации,

обеспечивающие наблюдаемые в эксперименте

соотношения уровней FmIFO' Сравним этот ре

зультат с литературными данными. Отметим,

что модель ФС 11 (13] не описывает уровень

F"y Самая детальная из известных в литературе

моделей ФС н [15] способна описать уровень

Fo и подробно рассматривает диссипативные

про цессы, давая описание Ос.г-Рчсинегики, на

блюдаемой при ПОСТОЯННО.\1 освещении для пре

паратов ФС 11 мембран [9]. Однако в модели

[15] недостаточно подробно рассмотрены про

цессы освобождения Qв-сайта с выходом п.па

стохинола в фазу мембраны, с чем может быть

связано отсутствие описания стадий J-I-Р-кине

ти ки ИФ и физиологически оправданного со

отношения уровней ро и Рт .

В модепи ФС П мы показали, что значения

констант скоростей безыэлучательной рекомби

нации Рпе- с Р680+ закрытых РЦ на несколько

порядков выше при моделировании воздействия

насыщающего импульса (сосгаеляя 1010 с-") по

сравнению с измерительным светом. Таким об

разом, модель подтверждает предположения,

высказанные в работе [4J. Рекомбинантная Фл

тушится преимущественно в процессе безызлу

чательиых потерь энергии на уровне первичной

радикальной пары, причем скорость этих про

цессов возрастает пр и повышении интенсивно

сти света до насыщающей и становится срав

нимой со скоростыо обратной рекомбинации

в возбужденное состояние. Модель показала

также, что интенсивность беэыэлучательной ре

комбинации Рле- с Р680+ не влияет на началь

ный и конечный уровни ИФ (Fo), но оказывает

влияние на величину F т.

Общепринятой является точка зрения, что

в среде с диуроном по сравнению с нати виым

образцом скорость восстановления хлорофиппа

рц поиижеиа. Параметры кинетической кривой

выхода ф:l~орееЦСlitJ:I)I. получаемые Г\ экслерн

менте в среде с лиуроиом. ~\OrYT быть ОilИС3.\-\Ы

В рпмках модели ФС 1] без включения в нее

•

реакций взаимодействия вещества с Qв-сайтом

(данные не приводим) аналогично принятому

в литературе подходу [13,15,27]. Однако вы

бранный нами вариант с включением в модель

иигибирующего вещества позволяет без при

влечения дополнительных прелсгавлений о мо

дификации параметров модели провести расчет

для конкретной концентрации реагента с ин

гибируюшим эффектом. Такой подход ПОЗволил

проводить расчеты, моделируя воздействие оп

ределенной концентрации циурона, и впервые

использован в нашей работе. МехаНИЗ:-'1 дейст

вия диурона на процессы переноса ФС П при

этом моделируется реакцией (иеобратимой) по

садки в пусто й сайг.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Кинетическая модель ФС 11 описывает по

следовательность переходов между состояниями

и кинетику окислительно-восстановитель1Jыx

иревращений переносчиков ФС II при различ

ных режимах освещения, происходящих соглас

но принятому протоколу. Начальные величины

заселениости редокс-состояний ФС 11 опреде

ляются предысторией системы - темновая адап

тация либо предварительное освещение. Сопос

тавлены теоретические кривые ИФ, рассчитан

ные при имитации последствий импульсного

воздействия, и экспериментальные, полученные

при использовании протокола измсреннй с воз

буждением образца мощным световым импуль

сом.

Проверевы и подтверждены сушествуюшие

[381 гипотезы о мсханиэме воздействия импульса

на образец (нативный и в среде с диуроном).

При разработке протокола освещения в [38]
предполагали, что воздействие насыщающего

импульса приведет к накоплению редокс-со

стояний Р680+ и Qл в РЦ ФС 11, а дальнейшие

реакции восстановления Р680+ и окисления

Qл могут быть исследованы по нарастанию и,

соответственно, спаду относительного выхода

флуоресценции. При этом, фазы спада будут

определяться пропессами рекомбинации Q;, с

окисленными переносчиками донор ной сторо

ны и переносом электрона на QB [39J. Имитация
воздействия насыщающего светового импульса

в модели ФС II позволила анализироватъ и

объяснить перечисленные процессы переноса

электрона в ФС 11.

В модели фазам кривой ИФ соответствовала

определенная смена заселенности редокс-со

стояний комплекса переносчиков ФС Н. Осо

беиности использованного протокола измере

ни i") - 1I:j)<\ 11\о в P':_II <;ОН нос-г Ь возлеьств и ~ н \111~;] 1,<":'1
с \lljсlt~:l)-юше\i регистрааией ИФ в Д.1\пе:\ьно;.\

вреЧ<;ОННО.\1 лиапаэоие - позволили нзйти «опор-
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ные точки» при отладке модели. Концентрации

редокс-состояний ФС П, получаемые при мо

делировании режима освещения на определен

НОМ интервале времени, принимали начальны

:.111 для моделирования последующего режима

освещения. Количественные характеристики

системы - усредненная скорость срабатывания

КВК, скорости реакций безызлучательной ре

комбинации, начальная восстановленность пула

хиио нов и рН стромы и др. - подобраны в

модели таким образом, чтобы оптимально опи

сать величины и длительности отдельных фаз

кинетической кривой, минимальный и макси

мальный УРОВНИ (РО, Fm ) флуоресценции, реги

стрируемой для термофильных зеленых водо

рослей.

Сравнение результатов по наблюдению

флуоресцеитного сигнала на различных образ

цах с использованием их модельного анализа

позволит определить характеристики (констан

ты скоростей и равновесия процессо в, количе

ственные характеристики компартментов хло

ропласта) процессов переноса, протекающих в

различных фотосинтезирующих организмах.
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ТЬе Application 01' PS 11 Model for the Analysis 01' Fluorescence Yield
Transients Induced Ьу Actinic Single Turnover Flash in the Time Range

I'rom 100 ns то 10 s
N.E. Вегуаеса", V.Z. Раsсhспkо*,G. Renger**, С.Уи. Riznichenko*, and А.В. Rubin*

*8iological Department, МoscowState Universily, Vorob 'evy Со-у. М oscow, 119992 Russia

**Мax-Volтer-Inslitute, Technical University, Berlin, Gегmапу

Changes in t1ash-induced Пцогезсегюе yield in preparations о Г tJ1ermophilic Chlorelfa pyrenoidosa
Chick сепэ (native апd iп the ргеэелсе о Г DCMU) were iпvеstigаtеd ш the time гапgе from 100
пз (о 10 э usiпg а пеw гпеавшпп; эуэьетп. The resu!ts were analyzed Ьу гпагьетпапса! тоdеliлg

of ргосезэез in photosystcm 11. !t was shown that the detai1cd оеэспрпоп of гесошошапоп

(including nonradiative) ргосезэез in photosystem 11 is лпропагп to simulate ше йоогевсепсе yield
tгапsiепts induced Ьу ап actinic single tuгпоvег f1ash. ТЬе model photosystem П parameters Viere
modified to describe the 1ight-induced effects in the ргеэепсе ofDC:VlU. Ву соmрагiпg t!le ш еогепса!

fluorescence curves with experimenta! ones, we obtained the values of reJative Поогеэсепсе yie!d
апd the FMIFO ratio, which is typical Бзг experimental data. As а result of simulation, the values
of the пюое! рагатвегегэ (гаге constants о Г e1ectron tгапsfегs at the donor and ассертог зпеэ 0('

photosystem П, рН in stroma, initial redox state of the plastoquinone роо], t11e rate о{ plastoquinoI
охidаtiоп, and the гаге constants ос nonгadiative гесоmЫпаtiоп ргосеэееэ) werc determined.

Кеу words:jluorescence induction, pulsejluoroтetry, е'есодп tramfer, photosystem 11, тodel calculations
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