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Криптофитовые водоросли занимают особую пигментную нишу среди оксигенных фотосинтетиков, обла�
дая уникальным для пластид сочетанием фикобилипротеинов и хлорофилл а/с�содержащей антенны. Све�
дения о фотосинтезе криптофит, несмотря на успехи в изучении морфологии, экологии и геносистематики,
остаются недостаточными. Неизвестно соотношение фотосистем I и II (ФС I и II) и противоречивы данные
о специфике участия антенных комплексов в их функционировании. В данной работе впервые удалось по�
казать, что у криптофитовой водоросли Rhodomonas salina ФС I и ФС II входят в состав тилакоидных мемб�
ран в соотношении 1 : 4, в то время как известные пропорции у цианобактерий и высших растений равня�
ются соответственно 3 : 1 и 1 : 1. Кроме того, выявлено, что фикобилипротеиновая антенна, представлен�
ная у R. salina фикоэритрином�545 (ФЭ�545), связана, в отличие от цианобактерий, только с ФС II, что оз�
начает особую пространственную укладку этих белков�пигментов, не вступающих внутри тилакоидов в
контактные взаимодействия с ФС I.
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система I, фотосистема II.
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ВВЕДЕНИЕ

Двужгутиковые криптофитовые водоросли
(криптофиты) благодаря фикобилипротеинам,
поглощающим свет в «зеленом окне» хлорофил�
ла, формируемом поверхностными водоросля�
ми других групп, могут обитать в глубоких ниж�
них слоях фитопланктона [1–3]. Криптофиты
входят в разнообразную по составу представите�
лей группу Chromoalveolates – водорослей, чьи

хлоропласты имеют четыре наружные мембра�
ны и содержат хлорофилл с (Хл с). У оксигенных
фотосинтетиков фотосинтез связан с фотораз�
ложением воды и выделением кислорода за счет
взаимодействия двух фотосистем. Пигмент�бел�
ковые комплексы фотосистемы I (ФС I) и фото�
системы II (ФС II) находятся в тилакоидах
криптофит и других водорослей, как и высших
растений, в виде димеров ФС II и мономеров
ФС I [4, 5]. Антенные комплексы, передающие
поглощенную световую энергию фотосистемам,
характеризуются разнообразием. Известны три
типа антенн: 1) фикобилисомная у цианобакте�
рий и красных водорослей; 2) Хл a/b�содержа�
щая у зеленых водорослей и высших растений;
3) Хл а/с�содержащая у многочисленных групп
Chromophyta. Хлорофилл с в составе хлорофилл
а/с�протеина является аналогом хлорофилла b в
Хл а/b�содержащих белках. Эти мембранные

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ФБС – фикобилисома; ФЭ�
545 – фикоэритрин�545; ФС II (ФС I) – фотосистема II
(фотосистема I); Хл а – хлорофилл а; Хл с – хлорофилл с;
Хл а/с�протеин – хлорофилл а/с�протеин.

* Первоначально английский вариант рукописи опублико�
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светособирающие пигмент�белковые комплек�
сы (LHC) делятся на несколько белковых се�
мейств. Хлорофилл а/с�комплексы криптофит
входят в семейство САС�протеинов (сhlorophyll
a/c�proteins) [6, 7]. Общим свойством гомоло�
гичных LHC белков�пигментов является нали�
чие до 14–15 хлорофилльных молекул. Соотно�
шение Хл а : Хл b, как и Хл а : Хл с в LHC�семей�
ствах может быть различным, но всегда с преоб�
ладанием молекул Хл а [8]. Известно несколько
хлорофиллов с: Хл с1, Хл с2, Хл с3 и др. У боль�
шинства видов криптофит в клетках находится
Хл с2 [6, 9].

Криптофитовые водоросли уникальны до�
бавлением к Хл а/с�протеину фикобилипротеи�
новой антенны. Фикобилипротеины криптофит
не встречаются в цианобактериях или красных
водорослях, являясь оригинальными белками�
пигментами. В соответствии с окраской их делят
на синие фикоцианины (ФЦ) и красные фико�
эритрины (ФЭ). Семь (или, возможно, восемь)
белков�пигментов двух цветовых групп обозна�
чаются по своим длинноволновым максимумам
(нм) поглощения: ФЭ�545, ФЭ�555, ФЭ�566,
ФЦ�569, ФЦ�612, ФЦ�630 и ФЦ�645 [10, 11].
Окраска белков и вид спектров определяются
различными сочетаниями хромофоров в составе
каждого фикобилипротеина. Из шести хими�
чески идентифицированных фикобилиновых
хромофоров фикоцианобилин и фикоэритроби�
лин совпадают с установленными для красных
водорослей и цианобактерий, остальные четы�
ре – оригинальны [11]. Каждый фикобилипро�
теин является полипептидным гетеродимером
(α1βα2β), т.е. содержит две разные α�субъедини�
цы и два идентичных β�полипептида общей
массой ∼60 кДа. На α�полипептидах находится
по одному хромофору, на β – три хромофора, и,
в итоге, в состав димера входит восемь хромо�
форных групп. Субъединицы β кодируются в ге�
номе пластид, но α1 и α2 кодируются клеточным
ядром и с помощью сигнальных пептидов
транспортируются клеткой через четыре наруж�
ные мембраны внутрь хлоропласта, где собира�
ются в димерные комплексы. При наличии
лишь двух генов β�субъединицы [12] неоднок�
ратная дупликация привела к появлению боль�
шого семейства α�субъединиц, насчитывающем
до 20 генов, хотя в каждый момент, зависящий
от условий обитания, преимущественно
экспрессируются какие�либо две из них [13]. У
цианобактерий и красных водорослей фикоби�
липротеины собраны в фикобилисомы – мега�
комплексы массой несколько миллионов даль�
тон, насчитывающие несколько сот фикобили�
новых хромофоров. У криптофит (α1βα2β)�гете�
родимеры не объединяются в фикобилисомы и

находятся не на стромальной поверхности тила�
коидной мембраны подобно фикобилисомам, а
располагаются во внутренней, люменальной
части тилакоидов [14, 15]. 

Надмолекулярная организация фикобили�
протеинов и их локализация в объеме тилакоид�
ного люмена остаются под вопросом. Димеры
заполняют все пространство люмена и, возмож�
но, собираются в цилиндрические структуры,
расположенные перпендикулярно к мембране
тилакоида [14–16]. Структурные данные, полу�
ченные различными методами, не позволяют в
настоящее время прийти к окончательным вы�
водам о надмолекулярной архитектуре [17]. Раз�
личить детали самосборки в клетке относитель�
но мелких (∼60 кДа) димеров, подобную само�
сборке фикобилисом, или биохимически выде�
лить возможные белковые макроструктуры не
удается, это требует дальнейших исследований. 

Вопрос об особенностях Хл а/с�протеинов
сводится к изучению топографии этих белков в
плоскости тилакоидной мембраны. Благодаря
использованию одночастичной электронной
микроскопии удалось выяснить, что Хл а/с�про�
теины в числе от четырех до восьми примыкают
к боковым поверхностям димеров ФС II и моно�
меров ФС I [5], повторяя в значительной мере
вид суперкомплексов Хл a/b�протеинов в соста�
ве ФС II и ФС I у высших растений и зеленых
водорослей [7]. Эти данные вместе с различны�
ми спектральными исследованиями обоснован�
но привели к заключению о прямой передаче
поглощенной энергии от Хл а/с�содержащей
антенны к обеим фотосистемам. Тем более акту�
альным становится вопрос о роли фикобили�
протеинов как антенны криптофит. Передача
энергии от фикобилипротеинов к Хл а в клетке
была выявлена спектроскопически, начиная с
первых исследований на эту тему [18], но вопрос
о возможности миграции только к ФС II или
также к ФС I исследуется до сих пор. Из солю�
билизированных пластид водоросли Cryptomonas
rufescens в градиенте плотности сахарозы полу�
чен комплекс ФЭ�565 и ФС II [19], а из вида
Chroomonas placoidea выделен комплекс, содер�
жащий одновременно ФЦ�645 и Хл а/с�протеин
[20]. Ограниченные возможности совместного
выделения водорастворимых фикобилипротеи�
нов и мембранных белков (ФС II или Хл а/с�
протеин) не исключают возможности артефак�
тов. Проблема усугубляется нехваткой сведений
о соотношении двух фотосистем в пластидах
криптофит и тем самым о доле антенного Хл а,
приходящейся на каждую из них. 

Существуют разные представления о воз�
можной связи с фотосистемами и тем самым о
передаче поглощаемой фикобилипротеинами
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энергии к ФС I и ФС II. Сделаны предположе�
ния о ферстеровском механизме переноса энер�
гии напрямую или при посредничестве Хл а/с�
протеина [21, 22]. Проводили регистрацию ста�
ционарных спектров флуоресценции или воз�
буждения для клеток при комнатной и низкой
температуре, когда излучение относится только
к Хл а ФС II или к Хл а обеих фотосистем  [23,
24]; проводили сверхбыстрые флуоресцентные
измерения и глобальный спектральный анализ
флуоресценции пигментов у криптофитовых во�
дорослей в широком спектральном диапазоне
[25], допускающие возможность распределения
поглощенной энергии между фотосистемами.

Для решения вопроса о роли фикобилипро�
теинов в клетках криптофит провели сопо�
ставление стационарных флуоресцентных изме�
рений, оценку влияния фикобилипротеинов на
степень фотоокисления реакционного центра
Р700, принадлежащего ФС I, регистрацию
спектров действия двух фотосистем, а также
сделаны расчеты, определяющие соотношение
ФС I, ФС II и антенных комплексов. Водоросли
Rhodomonas являются удобными моделями для
изучения криптофит и их фотосинтетического
аппарата. Был использован вид R. salina, кото�
рый, как и многие другие виды данного рода,
содержит ФЭ�545 наряду с Хл а/с�протеином. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Штаммы и условия культивирования. Морс�
кую микроводоросль Rhodomonas salina
(Wislouch)  (Cryptomonades) из коллекции ФИЦ
ИнБЮМ РАН выращивали на стандартной сре�
де Уолна в 100 мл колбах при температуре 22 °С
на постоянном белом свету 30 мкМ м−2 с−1 и пе�
ремешивании культуры магнитной мешалкой.
Клетки собирали центрифугированием при 180 g
в конце логарифмической фазы роста, на 5�й
или 6�й день выращивания, сразу используя в
экспериментах. 

Спектры поглощения и флуоресценции. Пог�
лощение клеток R. salina и выделенного из них
ФЭ�545 регистрировали на спектрофотометре
Varian 2300 UV Vis (США). Размер кювет для ми�
нимизации светорассеяния равнялся 2 мм.
Спектры флуоресценции клеток измеряли на
спектрофлуориметре Fluorolog�3 («Horiba Jobin
Ivon», Япония). При комнатной температуре
клеточные образцы помещали в 5 мм кюветы и
при 77 К – в стеклянные капилляры с внутрен�
ним диаметром 2 мм, где их оптическая плот�
ность при 678 нм не превышала 0,1. Полушири�
на спектральной щели для возбуждающего и ре�
гистрируемого излучения составляла 3 нм.

Спектр каждого образца записывали 3–5 раз,
усредняли, после чего вычитали вклад рассеян�
ного света, используя математическое обеспече�
ние флуориметра.

Получение ФЭC545 и тилакоидных мембран.
Клетки, промытые 0,01 М К�фосфатным буфер�
ным раствором, рН 6,5, дважды подвергали замо�
раживанию�оттаиванию при –20 °С, вызывая у
криптофит, не имеющих прочных клеточных сте�
нок, выход ФЭ�545 (и других водорастворимых
белков) в буферный раствор. Водонераствори�
мую мембранную фракцию отделяли на настоль�
ной центрифуге, собирая белок�пигмент из над�
осадочной жидкости высаливанием 60%�ным
сульфатом аммония. После ресуспендирования и
диализа в том же буферном растворе препарат на�
носили на ионообменную хроматографическую
колонку с носителем ДЕАЕ�52 (2 × 11 см,
«Whatman», США), получая очищенный ФЭ�545.
Зеленую осадочную фракцию после суспендиро�
вания в 0,1 М Tris�глициновом буферном раство�
ре (рН 8,5) собирали и после дополнительной
промывки и удаления неразрушенных клеток ис�
пользовали как препарат тилакоидных мембран.

Обратимое фотоокисление Р700 фиксировали
по разности поглощения клеток при 810 и
870 нм с помощью двухволнового регистратора
сигнала ED�P700 DW (РАМ�101, Германия) [26].
Образец после темновой адаптации (10 мин) ос�
вещали галогеновой лампой КL 1500 («Schott»,
Германия). Свет после интерференционных
фильтров BPF 680/35 или BPF 580/35 (ООО
«Фотооптик», Россия) и теплового фильтра
(«Balzers», Лихтенштейн) выравнивали по ин�
тенсивности (500 мкМ фотонов м–2с–1), проводя
измерения в кювете толщиной 0,3 см для образ�
цов с концентрацией Хл а, равной 10 мкг мл–1.

Спектры действия фотосинтеза регистрирова�
ли по фотоиндуцированному парциальному вы�
делению O2 (ФС II) и по светозависимому по�
глощению кислорода (ФС I) на специализиро�
ванной установке [27], сочетающей полярогра�
фию и освещение клеток вспышками монохро�
матического света в области от 400 до 720 нм с
равной интенсивностью 0,2 мкМ см–2 с–1. Тем�
новые перерывы для восстановления исходной
фотоактивности образцов составляли 40 с. Кле�
точную суспензию объемом 20 мкл в 50 мМ Na�
фосфатном буферном растворе/50 мМ KCl, pH
6,8, и с оптической плотностью 0,15 (Хл а) по�
мещали на поверхность высокочувствительного
освещаемого платинового электрода c Ag/AgCl–
электродом сравнения. Для регистрации фото�
активности ФС II кислородное дыхание клеток
нейтрализовали, подсвечивая образец слабым
постоянным светом ≥ 700 нм. Для регистрации
активности ФС I к образцу добавляли 10 мкМ
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DCMU для нейтрализации активности ФС II,
как подробно описано ранее [27, 28]. Спектры
усредняли, проводя измерения для 3–5 незави�
симых клеточных образцов. 

Стехиометрию пигмент–белковых комплексов
и соотношение ФС I/ФС II рассчитывали, ис�
пользуя коэффициенты экстинкции ФЭ�545
Хл а и Хл с [29–31]. Соотношение ФС I и ФС II
(соотношение реакционных центров ФС I/ФС
II) определяли, суммируя спектры действия двух
фотосистем и приводя сумму к минимальному
расхождению со спектром поглощения клеток
R. salina благодаря итерациям с использованием
метода наименьших квадратов в спектральной
области суммирования [28, 32].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Спектры поглощения. Спектр поглощения
клеток R. salina типичен для водорослей RhodoD
monas (рис. 1). Полоса Соре Хл а находится на
участке 400–440 нм, полоса Хл с – при 455 нм;
интенсивная полоса каротиноидов, с основным
из них, аллоксантином [3], расположена при
495 нм. Максимум, принадлежащий в красной
области Хл с, выявляется при 635 нм, основная
красная полоса Хл а – при 676 нм. Спектр по�
глощения ФЭ�545, выделенного из клеток
R. salina (рис. 1), имеет характерный контур [33].
Максимум при 545 нм сопровождается близко�
расположенным с ним плечом 565 нм; эти поло�
сы характеризуют два вида («сорта») фикобили�
нов в составе ФЭ�545, более коротковолновый
фикоэритробилин и более длинноволновый ди�
гидробиливердин [33]. 

В спектре целых клеток участок длинновол�
нового склона, принадлежащий поглощению
ФЭ�545, заметно уширен за счет перекрывания
с сателлитными полосами Хл с и Хл а, которые
хорошо различимы также в спектре выделенно�
го из тилакоидов Хл а/с�протеина [8] и в спект�
ре действия ФС I (см. далее). Полосы, наблюда�
емые в спектре тилакоидных мембран R. salinа,
повторяют полосы в спектре поглощения целых
клеток за исключением области, принадлежа�
щей поглощению ФЭ�545 (рис. 1).

Спектры флуоресценции клеток R. salina
(рис. 2, а) при комнатной температуре зарегист�
рированы для возбуждения при двух длинах
волн: 440 нм (полосы Соре Хл а и Хл с) и 525 нм
(ФЭ�545). В первом случае спектр представлен
одной интенсивной полосой ФС II при 685 нм.
Более коротковолновая флуоресценция, кото�
рая могла бы теоретически принадлежать Хл с,
не наблюдается, подобно тому, как отсутствует
флуоресценция Хл b у высших растений. Ее от�
сутствие указывает на практически 100% пере�
дачу энергии от Хл с к Хл а.

Возбуждение излучения при 525 нм, в облас�
ти поглощения ФЭ�545, также приводит к ин�
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Рис. 1. Спектр поглощения клеток R. salina (1); спектры
выделенных из клеток ФЭ�545 (2), тилакоидных мембран
(3) и суммарный спектр (4) (спектр 2 + спектр 3), модели�
рующий спектр клеток (1)

Рис. 2. Спектры флуоресценции клеток R. salina, измерен�
ные при комнатной температуре (а) и при 77 К (б). Возбуж�
дение флуоресценции при 440 нм (1) и при 525 нм (2).
Спектры приравнены в наибольших максимумах излучения
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тенсивной флуоресценции Хл а с полным сов�
падением максимума 685 нм с предыдущим
спектром, что означает перенос энергии от фи�
кобилипротеиновой антенны (рис. 2, а). Наблю�
даемая коротковолновая менее интенсивная по�
лоса 588 нм принадлежит, как известно [10, 34],
собственно ФЭ�545. 

При понижении температуры клеток до 77 К
заметного появления длинноволновой флуорес�
ценции ФС I в спектрах R. salina не происходит.
Различие со спектрами, полученными при ком�
натной температуре, сводится к небольшому
красному смещению максимума Хл а от 685 к
696 нм (рис. 2, б). Изменения слишком невели�
ки, чтобы спектрально можно было с уверен�
ностью различить две фотосистемы. Отдельные
полосы ФС I и ФС II неразличимы, в отличие,
например, от низкотемпературной флуоресцен�
ции высших растений, поэтому возможность
участия ФЭ�545 в активности ФС I при исполь�
зовании стационарных спектров флуоресцен�
ции не проясняется.

Фотоиндуцированное окисление Р700. Пер�
вичное фоторазделение заряда в реакционном
центре Р700 свидетельствует о передаче погло�
щенной световой энергии к ФС I. Для выявле�
ния передачи необходимо сравнение степени
фотоокисления Р700 для двух длин волн, при
одной из которых (680 нм) свет напрямую воз�
буждает Хл а, и при 580 нм – преимущественно
антенный комплекс ФЭ�545. Сравнение степе�
ни обратимого фотоокисления Р700 показывает,
что в последнем случае сигнал уменьшается
вдвое в сравнении с прямым возбуждением Хл а
в составе комплекса ФС I (рис. 3). Свет 580 нм в
клетках, согласно спектру поглощения (рис. 1),
на 75% поглощается ФЭ�545.

Можно допустить, что двойное падение сиг�
нала (рис. 3) указывает на малую эффективность
участия ФЭ�545 в функционировании ФС I. Па�
дение интенсивности сопровождается замедле�
нием кинетики фотоокисления Р700 (участки
между стрелками ↑ и ↓ на рис. 3). Это указывает
на увеличение светопоглощения со стороны ФС
II при 580 нм, которое должно сопровождаться
ростом линейного потока электронов от ФС II к
ФС I. «Подпитка» ФС I дополнительными отри�
цательными зарядами выражается в снижении
скорости фотоокисления Р700. В итоге при на�
личии признаков связи ФЭ�545 с ФС II одноз�
начно судить, чем вызвано меньшее фотоокис�
ление Р700 – недостаточной миграцией энергии
от ФЭ�545 к ФС I, особенностями взаимодей�
ствия двух фотосистем, или иными причина�
ми – было бы преждевременным.

Спектры действия фотосинтеза. Регистрация
спектров действия соответствует условиям, в ко�
торых при поглощении клеткой света ФС II
спектральное проявление активности ФС I не
сказывается, и наоборот. Поэтому контур спект�
ра действия каждой фотосистемы повторяет
спектр ее поглощения, не искажаемый присут�
ствием в тилакоидах другой фотосистемы [27].

Спектр действия ФС II в коротковолновой
области от 400 до 470 нм представляет собой су�
перпозицию полос, принадлежащих Хл а, Хл с и
каротиноидам. В оранжево�красной области,
наряду с максимумом Хл а при 676 нм и мень�
шим по интенсивности максимумом Хл с при
636 нм, спектр характеризуется очень интенсив�
ной полосой 545 нм, легко распознаваемой для
ФЭ�545, к которой присоединяется длинновол�
новое плечо 555 – 575 нм вследствие вклада, да�
ваемого Хл а/с�протеином (рис. 4, а). Спектр
действия ФС I (рис. 4, а) характеризуется всеми
полосами, принадлежащими Хл а и Хл с и отме�
ченными как в спектре поглощения клеток, так
и в спектре действия ФС II, но с двумя особен�
ностями, отличающими его от спектра ФС II.
Бóльшая относительная интенсивность синей
полосы Хл с при 460 нм в сравнении со спект�
ром ФС II означает и бóльшую долю Хл а/с�про�
теина в составе ФС I [31]. Главной же особен�
ностью спектра действия ФС I служит полное
отсутствие спектральных признаков ФЭ�545,
что самым наглядным образом свидетельствует
о связи ФЭ�545 только с ФС II. Этот вывод убе�
дительно подтверждается разностным спектром
этих двух кривых (рис. 4, а, вставка), который
своим контуром повторяет спектр поглощения
ФЭ�545, представленный на рис. 1. 

Соотношение ФС I/ФС II. Соотношение
двух фотосистем в хлоропластах является нет�
ривиальной проблемой, в решении которой с
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Рис. 3. Фотоиндуцированные изменения поглощения ре�
акционного центра Р700 в клетках R. salina, освещаемых в
течение 30 с действующим светом 680 нм (1) или 580 нм (2)
в отсутствие диурона. Стрелками ↑ и ↓ обозначены вклю�
чение и выключение света
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разной степенью достоверности используются
электрофорез тилакоидных мембран, атразино�
вая методика выявления активности ФС II и
ряд вспомогательных оценок, включая фото�
окисление Р700. Мы применили наиболее точ�
ный из методов – моделирование спектра пог�
лощения суммой спектров действия, так как
сумма двух спектров, взятых в соответствую�
щей пропорции, должна повторять его контур,
тем самым устанавливая соотношение двух фо�
тосистем. Как и в случае фикобилисом, у циа�
нобактерий [28] значимая для расчетов сумма�
ция спектров ограничена областью 500–700 нм,
так как на спектральном участке 400–500 нм
некоторые каротиноиды, входящие в состав
фотосистем, не способны к 100% передаче
энергии к Хл а, что не позволяет получить кор�
ректные результаты. В итоге осуществленного
суммирования (рис. 4, б) было получено соот�
ношение двух фотосистем, точнее, их реакци�
онных центров, равное 4:1 в пользу ФС II. Дан�
ный результат следует из сравнения амплитуд
красных полос 676–678 нм в спектрах действия,
чья интенсивность пропорциональна содержа�
нию Хл а в коровых комплексах ФС I и ФС II.
Соотношение реакционных центров получено
с учетом того, что ФС I (96 хлорофиллов [35])
содержит в 2,6 раза бóльшую хлорофилльную
антенну, чем ФС II (36 молекул хлорофилла,
[36]). Реальными структурами тилакоидной
мембраны являются, как уже отмечали, димеры
ФС II и мономеры ФС I. Тем самым на каждый
мономер ФС I в тилакоидах R. salina приходит�
ся два димера ФС II.

Стехиометрия антенных пигментCбелковых
комплексов в составе ФС I и ФС II. Для выясне�
ния особенностей молекулярной организации
пигментного аппарата криптофит представля�
лось существенным установить размеры фико�
эритриновой антенны, т.е. число димеров ФЭ�545,
приходящихся на каждый реакционный центр
ФС II. Моделирование спектра поглощения
клеток R. salina суммой спектра тилакоидов и
спектра ФЭ показал, что оценка вклада ФЭ в
спектр и определение его соотношения с Хл а
возможны (рис. 1). Расчет, однако, усложняется
тем, что часть Хл а в тилакоидах входит в состав
Хл а/с�протеина. Поэтому одновременно с ФЭ�545
требуются данные о стехиометрии антенного
комплекса Хл а/с�протеина и коровых комплек�
сов ФС II и ФС I. Они могут быть получены с
учетом долевого вклада каждого компонента в
максимумы поглощения других пигментов и ис�
пользованием молярных коэффициентов эксти�
нкции в максимумах поглощения (ФЭ�545 при
545 нм; Хл с при 636 нм и Хл а при 676–678 нм).
Общая методика расчетов подробно излагается
в [28].

На длинноволновом склоне спектра погло�
щения ФЭ�545 вследствие быстрого падения
интенсивности доля пигмента в суммарном
поглощении клеток R. salina в используемом
масштабе сравнения для области ≥ 600 нм прак�
тически равна нулю (рис. 1). Поэтому, если
принять поглощение в максимуме ФЭ545 в отно�
сительных величинах равным 1, можно запи�
сать, что для ФЭ�545: ФЭ545 = 1,00; ФЭ636 = 0,00
и ФЭ676�8 = 0,00 (1).
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Рис. 4. а – Спектры действия фотосинтеза ФС I (1) и ФС II (2), измеренные для клеток R. salina. Спектры нормированы
в красном максимуме поглощения Хл а при 676–678 нм. На вставке: 3 – разность между спектрами (2) и (1); 4 – спектр
поглощения ФЭ�545; б – спектр поглощения клеток R. salina (1) и спектр, моделируемый суммой спектров действия ФС I
и ФС II, представленных на рис. 4, а и взятых в соотношении 40 и 60% в максимуме хлорофилла (2)
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Для Хл а относительные доли поглощения,
полученные из данных для пигмента в растворе
и в составе корового комплекса ФС II,  также
известны [28]:

Хл а676�8 = 1,00; Хл а636 = 0,26 и Хл а545 = 0,1  (2);

аналогичные доли для Хл с составляют [31]:

Хл с636 = 1,00; Хл с676�8 = 0,00 и Хл с545 = 0,14 (3).

Нас интересует переход от соотношений по�
лос (1) – (3) к молярным соотношениям пиг�
ментов и возможность контроля проводимых
расчетов. Коэффициент экстинкции ФЭ�545 с
учетом мол. массы (α1βα2β)�димера, равной 58
кДа, составляет { ФЭ545} = 730 мМ–1см–1 [29].
Для Хл а молярный коэффициент экстинкции
in vivo составляет { Хл a676} = 64 мМ–1 см–1 [30],
отличаясь меньшей величиной в сравнении с
экстинкцией Хл а в различных растворителях
[31]. Для Хл с коэффициент экстинкции в крас�
ной полосе отличается от коэффициента Хл а
вдвое меньшим значением [31], что дает для
пигмента величину { Хл с636}  = 32 мМ–1 см–1.
Очевидно, вклад ФЭ�545 в поглощение при
636 нм, где находится максимум полосы Хл а/с�
протеина, и тем более при 676–678 нм (красный
максимум Хл а), согласно (1), может не учиты�
ваться; также не учитывается, согласно (3), и
вклад Хл с в поглощение Хл а в его красном мак�
симуме, что минимизирует стехиометрические
расчеты.

Наиболее простым является определение
молярных соотношений комплекса Хл а/с�про�
теина и коровых комплексов фотосистем. При�
нимая во внимание, как указывалось, вдвое
меньший коэффициент экстинкции Хл с в срав�
нении с Хл а и соотношения амплитуд (2) и (3),
молярная доля { Хл с}  по отношению к доле { Хл
а}  для спектра поглощения D, измеряемого в
единицах оптической плотности или сопостав�
ляемого с ним спектра действия определяется
формулой:

{ Хл с}/{ Хл а}  = 2(D636 – 0,26D676�8)/64 =

= 0,16(D636 – 0,26D676�8)             (4).

Для тилакоидов исследуемого вида R. salina
(рис. 1) соотношение { Хл а} /{ Хл с} , согласно
(4), составило величину, равную 4,1. После про�
ведения (дополнительно к расчету) клеточной
экстракции Хл а и Хл с в 80%�ном ацетоне [8]
было  получено то же самое соотношение для
пигментов в экстракте (данные не представле�
ны). Результат расчета полностью совпадает с

соотношением 4 : 1, найденным для близкород�
ственного вида R. lens после экстракции и хро�
матографического разделения пигментов [8].
Полученный контрольный результат служит хо�
рошим подтверждением возможности расчетов
соотношения Хл а/Хл с в клетках R. salina,
R. lens и других видов криптофитовых водорос�
лей, содержащих ФЭ�545, не мешающий подоб�
ным спектральным оценкам.

Опираясь на полученные данные и регистра�
цию спектров действия, можно перейти к стехио�
метрии пигмент�белковых комплексов для обе�
их фотосистем. Состав Хл а/с�протеина [8] со�
ответствует, по аналогии с составом Хл a/b�про�
теина [37], суммарному наличию 14 молекул
двух пигментов, 6 молекул Хл с и 8 молекул Хл а,
связанных с каждой молекулой апопротеина.
Амплитуда красного максимума Хл а при
676–678 нм в спектрах действия, как и в спектре
поглощения, складывается из вклада двух ком�
понент: поглощения собственного Хл а в коро�
вом комплексе ФС I или ФС II и поглощения
молекул Хл а в составе Хл а/с�протеинов, при�
мыкающих [5] в тилакоидной мембране к каж�
дому коровому комплексу. С учетом упомянуто�
го соотношения пигментов в Хл а/с�протеине,
равном 6 : 8, после вычета из амплитуды красно�
го максимума Хл а той доли, которая принадле�
жит хлорофилльным молекулам Хл а/с�протеи�
на, нами было получено соотношение, равное
25 молекулам Хл с на каждые 72 молекулы Хл а,
составляющих димер ФС II. Аналогично, сог�
ласно расчетам, выполненным для спектра
действия ФС I, на каждые 96 молекул Хл а (сос�
тав мономера ФС I) приходится 35–36 молеку�
лы Хл с. Эти соотношения, с округлением до де�
сятых долей, позволили заключить, что каждый
димер ФС II, наиболее вероятно, связан с че�
тырьмя пигмент�белковыми комплексами
Хл а/с�протеина, а в контакте с мономерами ФС
I в тилакоидной мембране в среднем находится
шесть Хл а/с�антенных комплексов. Эти расчет�
ные результаты полностью согласуются с дан�
ными электронной микроскопии [5].

Полученный спектр действия ФС II (рис. 4, а)
позволил провести аналогичные расчеты моляр�
ного соотношения между хлорофилльными ди�
мерами ФС II и ФЭ�545. Поскольку каждый ди�
мер ФС II (72 молекулы Хл а), в среднем, связан
с четырьмя Хл а/с�протеинами (32 молекулы
Хл а), измеренная амплитуда полосы Хл а при
676 нм в спектре действия ФС II должна быть
уменьшена для расчетов на 40%. Одновременно
вследствие вклада контура полос Хл с и Хл а в
полосу 545 нм ее интенсивность, согласно (2) и
(3), должна быть уменьшена на ∼20%. С учетом
этих спектральных поправок и молярных коэф�
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фициентов экстинкции каждый димер ФС II в
клетках R. salina получает энергию в среднем от
9 димеров ФЭ�545. В сравнении с цианобакте�
риями эта величина представляется не слишком
большой. Действительно, в составе типичной
фикобилисомы, контактирующей с димером
ФС II, у цианобактерий находится 250–300 фи�
кобилиновых хромофоров [28]. Наличие до 9
димеров в нашем случае означает связь с диме�
ром ФС II лишь 8 × 9 = 72 хромофоров, что в 4
раза уступает «фикобилисомному» варианту.
Часть этой разницы в размере фикобилипротеи�
ной антенны для криптофит компенсируется
другой антенной, Хл а/с�протеином [38].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Миграция поглощенной световой энергии от
фикобилипротеинов к ФС II у криптофит, как и
от фикобилисом у цианобактерий и красных во�
дорослей, никогда не вызывала сомнений. В
итоге многолетних исследований было выясне�
но, что фикобилисомы передают энергию наря�
ду с ФС II и к ФС I [28] . Возможная аналогия с
фикобилисомами наводила на мысль о подоб�
ной возможности и для криптофитовых водо�
рослей [39]. Стационарные спектры флуорес�
ценции и ее возбуждения указывали на преиму�
щественное [23] или исключительное [24] взаи�
модействие фикобилипротеинов с ФС II. Им�
пульсная техника и глобальный спектральный
анализ при множестве измеряемых временных
кинетик и построении теоретически возможных
моделей переноса возбуждения указывали на
наиболее вероятную возможность миграции к
обеим фотосистемам [25]. Крайняя чувствитель�
ность криптофитовых водорослей как жгутико�
вых микроорганизмов к нарушению условий
культивирования и подготовки образцов создает
высокую вероятность артефактов. В работах [25,
34] на это указывает высокая интенсивность
собственной флуоресценции фикобилипротеи�
нов, значительно превышающая излучение Хл а
в составе клетки, в то время как в норме ([23, 24]
и данная работа, рис. 2) преобладает флуорес�
ценция хлорофилла. Среди кинетических ком�
понент возбуждения появляются компоненты с
временами жизни, характерные для фикобилип�
ротеинов в растворе [25, 34], но не в клетке, где
энергия от антенны передается к фотосистемам.
Эти данные служат индикатором нарушения
контактов фикобилипротеинов  с тилакоидной
мембраной и потери нативности хлоропластов,
что ведет в случае [25, 34] к появлению дополни�
тельных спектральных компонент и возможным
некорректным выводам. Биохимические воз�

можности препаративного выделения фикоби�
липротеинов совместно с мембранными пигме�
нтными комплексами оказались ограниченны�
ми их разной гидрофобностью [19, 20]. В этих
условиях было важно найти неинвазивный
спектральный подход к вопросу о связи фикоби�
липротеинов с фотосистемами, что и было осу�
ществлено в нашей работе. Использовали три
метода: 1) низкотемпературные спектры флуо�
ресценции клеток; 2) фотоокисление реакцион�
ного центра Р700; 3) спектры действия двух фо�
тосистем. Первый из них из�за отсутствия длин�
новолновой флуоресценции у R. salina не дал ни�
какого ответа. Второй из�за перекрывания
спектров поглощения ФЭ�545 и Хл а/с�протеи�
на указал лишь на ограничения в миграции к ФС
I. Лишь третий из подходов, ранее не применяв�
шийся к исследованию пигментного аппарата у
криптофит, – регистрация спектров действия
фотосинтетической активности – предоставил
однозначный результат, указывающий на отсут�
ствие связи ФЭ�545 с ФС I. 

Спектр действия ФС II у водоросли R. salina со�
держит высокоинтенсивный максимум ФЭ�545,
подобный полосам фикобилисом в спектрах ФС
II у цианобактерий и красных водорослей [28]. В
спектре действия ФС I полоса ФЭ�545, однако,
не обнаруживается (рис. 4, а), и поэтому срод�
ство фикобилипротеиновой антенны к ФС II
является избирательным. Если бы в тилакоид�
ной мембране R. salina существовал контакт
между пигмент�белковыми комплексами двух
фотосистем, то часть энергии от ФЭ�545 дости�
гала бы ФС I благодаря посредничеству ФС II.
Такой контакт, приводящий к «спилловеру»
энергии между фотосистемами, не исключен
для хлоропластов высших растений [40]. Пос�
кольку у криптофит подобное не наблюдается,
взаимодействие ФС I и ФС II происходит на
уровне электрон�транспортной цепи, но не на
уровне миграции энергии. Подводя итог, можно
заключить, что фикобилипротеины у крипто�
фитовых водорослей, находясь, в отличие от
фикобилисом, в мелкодисперсном состоянии
(α1βα2β)�димеров, контактируют лишь с ФС II. 

Коэффициенты диффузии фикобилипроте�
инов в люмене хлоропластов у криптофит ука�
зывают, что их подвижность снижена в сравне�
нии с той, которую можно было бы ожидать при
отсутствии ограничений [41]. Габариты диме�
ров, согласно рентгеноструктурным данным,
составляют 4 × 6 × 7 нм [41], что почти на два по�
рядка меньше средних размеров фикобилисом у
цианобактерий, но с внесением размерной поп�
равки коэффициенты диффузии становятся
сравнимыми [41]. По аналогии с фикобилисо�
мами, заякоренными на наружной стороне ти�
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СТАДНИЧУК и др.

лакоидной мембраны цианобактерий, это срав�
нение может указывать на связь ФЭ�545 с опре�
деленными сайтами на люменальной поверх�
ности мембран. Ограничения диффузии диме�
ров хорошо согласуются с полученными в на�
шей работе данными об избирательной связи
ФЭ�545 с ФС II.

Значительная часть люменальной мембран�
ной поверхности комплексов ФС II занята не
содержащим хлорофилла водоокисляющим
комплексом [36], что ограничивает у криптофит
площадь пигментного контакта с димерами фи�
кобилипротеинов. Поэтому такой контакт ап�
риорно возможен как напрямую, так и с участи�
ем Хл а/с�протеинов, находящихся в латераль�
ном соприкосновении с димерами ФС II и уве�
личивающих общую поверхность контакта. Од�
нако нефотохимическое тушение, реализуемое у
криптофит с помощью Хл а/с�протеина без
участия фикобилипротеинов, указывает на
пространственную разобщенность двух антен�
ных комплексов в тилакоидах [42]. Полученные
данные оставляют проблему открытой для даль�
нейших исследований. Не менее интересным
представляется противоположный по смыслу
вопрос о механизмах или структурах, которые
препятствуют присоединению, в данном случае
ФЭ�545, к поверхности ФС I. Так как Хл а/с�
протеины находятся и в ее составе, это, скорее,
добавляет сходства с ФС II, чем способствует
выяснению проблемы. Можно высказать пред�
положение, что препятствием служит положи�
тельный поверхностный заряд ФС I, необходи�
мый для взаимодействия с пластохиноном как
участником циклического транспорта элек�
трона. 

Избирательность фикобилипротеинов по
отношению к ФС II указывает на их самосборку
с созданием надмолекулярной архитектуры во
внутреннем пространстве тилакоида. Самосбор�
ка фикобилисом обеспечивается так называе�
мыми линкерными, или связующими, белками,
но наличие линкеров для (α1βα2β)�димеров не
выявлено ни при их выделении, ни при анализе
генома. Они могут остаться неопознанными, не
имея гомологии с линкерами фикобилисом и
оставляя вопрос открытым. По своей форме
(α1βα2β)�димеры несколько напоминают блю�
дечко. В перспективе существует возможность

виртуальной укладки подобных «блюдечек» в
цилиндрические структуры, упоминаемые в
электронно�микроскопической литературе
[14–16]. Поперечные размеры люмена позволя�
ют разместить в нем архитектурные блоки�ци�
линдры, сложенные, вероятно, из четырех, мак�
симум, пяти «блюдечек». Тогда с каждым димер�
ным комплексом ФС II должны состыковаться
изнутри люмена по два цилиндра, собранных из
димеров ФЭ�545, что не противоречит нашим
расчетным данным. 

Вопросы о передаче энергии от антенных
комплексов к комплексам ФС I и ФС II и доля
каждой из фотосистем в тилакоидах тесно свя�
заны. У высших растений соотношение двух фо�
тосистем близко к 1 : 1. У цианобактерий содер�
жание ФС I в 2–3 раза превышает содержание
ФС II [28]. Поэтому установленное нами для
R. salina соотношение ФС I/ФС II, равное 4 : 1,
говорит об особенностях транспорта электронов
в тилакоидах криптофитовых водорослей. Бла�
годаря линейному транспорту между фотосисте�
мами в итоге световой стадии фотосинтеза про�
исходит образование АТФ и НАДФН. Цикли�
ческий перенос электрона в ФС I достаточен
лишь для синтеза АТФ [43]. Поэтому увеличен�
ная доля ФС II у криптофит означает больший
биосинтез НАДФН в сравнении с высшими рас�
тениями и цианобактериями. Надо отметить,
что у всех иных жгутиконосцев�фотосинтетиков
этот вопрос совершенно не изучен, хотя подоб�
ный тип движения, без сомнения, должен иметь
свои закономерности в протекании энергети�
ческих процессов. Дальнейшие исследования
помогут выяснению, с какими биохимическими
особенностями в клетках криптофит связаны
эти различия.
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Cryptophyte algae belong to a special group of oxygenic photosynthetic organisms containing pigment combination
unique for plastids – phycobiliproteins and chlorophyll a/c�containing antenna. Despite the progress in investiga�
tion of morphological and ecological features, as well as genome�based systematics of cryptophytes, their photosyn�
thetic apparatus remains poorly understood. The ratio of the photosystems (PS)s I and II is unknown and informa�
tion on participation of the two antennal complexes in functions of the two photosystems is inconsistent. In the pre�
sent work we demonstrated for the first time that the cryptophyte alga Rhodomonas salina had the PSI to PSII ratio
in thylakoid membranes equal to 1 : 4, whereas this ratio in cyanobacteria and higher plants was known to be 3 : 1
and 1 : 1, respectively. Furthermore, it was established that contrary to the case of cyanobacteria the phycobilipro�
tein antenna represented by phycoerythrin�545 (PE�545) in R. salina was associated only with the PSII, which indi�
cated specific spatial organization of these protein pigments within the thylakoids that did not facilitate interaction
with the PSI.
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