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Работа посвящена анализу функционирования цитохромного b6 f-комплекса (пластохинол:пласто-
цианин оксидоредуктаза), входящего в цепь переноса электронов фотосинтезирующих систем ок-
сигенного типа. Кратко рассмотрены строение цепи электронного транспорта (ЦЭТ) хлоропластов 
и механизмы функционирования цитохромного комплекса  b6 f, расположенного в  ЦЭТ между 
фотосистемами  2 и  1  (ФС2 и  ФС1). Цитохромный b6 f-комплекс окисляет молекулы пластохино-
ла  (PQH2), образующиеся в  ФС2, и восстанавливает пластоцианин  – донор электрона для  ФС1. 
Окисление PQH2  – стадия, лимитирующая перенос электронов между  ФС2 и  ФС1. Проанализи-
рованы процессы двухэлектронного  (бифуркационного) окисления  PQH2 в каталитическом цен-
тре Qo комплекса b6 f. Методом функционала плотности исследованы две стадии окисления PQH2 
в системе, моделирующей центр Qo. Результаты квантово-химических расчётов согласуются с тем, что 
первая стадия окисления PQH2 – перенос электрона к Fe2S2-кластеру белка Риске – это эндергони-
ческий (энерго-акцепторный) процесс (ΔE ~ 15 кДж⋅моль−1), который может лимитировать скорость 
функционирования цитохромного комплекса. Вторая стадия окисления хинола – перенос электрона 
от молекулы семихинона (PQH•), образующейся после первой стадии окисления PQH2, к низкопо-
тенциальному гему b6

L — представляет собой экзоэргический (энерго-донорный) процесс (ΔE < 0). 
Результаты расчётов показывают, что окисление семихинона стимулируется в результате его смеще-
ния в сторону гема b6

L (акцептор электрона) и приближения к карбоксильной группе Glu78, служа-
щей акцептором протона. Полученные данные обсуждаются в рамках модели Q-цикла Митчелла, 
описывающей окисление пластохинола в цитохромном b6 f-комплексе.
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H – низко- и высокопотенциальный гемы цитохро-
ма b6; Cyt – цитохром; Fd – ферредоксин; FNR – ферредоксин-NADP-редуктаза; ISP – железосерный белок, называ-
емый белком Риске; Pc  – пластоцианин; PQ  – пластохинон; PQH2  – пластохинол; Qo  и  Qi  – каталитические центры 
цитохромного комплекса; TMBQH2 – 2,3,5-три-метил-бензохинол, аналог пластохинола.
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ВВЕДЕНИЕ

В фотосинтетических системах оксиген-
ного типа (хлоропласты высших растений, 
цианобактерии, водоросли) имеются две фо-
тосистемы, которые за счёт энергии света 
осуществляют перенос электронов от воды, 
разлагаемой в фотосистеме 2 (ФС2), к NADP+ – 
физиологическому акцептору электронов фо-
тосистемы  1  (ФС1)  [1–5]. Фотосинтетический 
транспорт электронов сопряжён с образова-
нием трансмембранной разности электрохи-

мических потенциалов ионов водорода, ΔμH+, 
являющейся источником энергии для АТР-син-
тазных комплексов, катализирующих образо-
вание АТР из ADP и Pi [6–9]. Баланс между ATP 
и NADPH (ATP/NADPH = 3/2), необходимый 
для работы цикла Кальвина–Бенсона  (ЦКБ), 
достигается за счёт регуляторных механизмов, 
таких как активация или ослабление активно-
стей ФС1 и ФС2, перераспределение электрон-
ных потоков (нециклический и циклический 
пути переноса), рН-зависимая регуляция элек-
тронного транспорта [10–14].
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Перенос электронов от ФС2 к ФС1 обеспе-
чивается за счёт цитохромного комплекса b6 f и 
мобильных переносчиков электрона – пласто-
хинона  (PQ) и пластоцианина  (Pc)  [1–5]. 
Два электрона, «извлекаемых» из молекулы 
воды за счёт работы водоокисляющего комплек-
са ФС2, переносятся на молекулу PQ, которая 
протонируется за счёт ионов водорода, посту-
пающих из стромы (PQ + 2e− + 2H+

out → PQH2). 
Молекула пластохинола (PQH2) окисляется ци-
тохромным комплексом  b6 f, от которого элек-
трон переносится к  Рс (через  гем  f) и далее к 
окисленному реакционному центру ФС1 (P+

700). 
Два электрона от ФС1 последовательно посту-
пают к ферредоксин-NADP-редуктазе  (FNR) 
через ферредоксин  (Fd) и восстанавливают 
NADP+ до  NADPH. Перенос электронов че-
рез b6 f-комплекс сопряжён с транслокацией 
протонов через тилакоидную мембрану. Ионы 
водорода, поступающие из стромы к пласто-
хинону, при окислении  PQH2 комплексом  b6 f 
выделяются в люмен (внутритилакоидное про-
странство).

Особенностью тилакоидных мембран хло-
ропластов является их латеральная гетероген-
ность  [15]. Бóльшая часть комплексов  ФС2 
находится в тесно примыкающих друг к другу 
тилакоидах гран. ФС1  и АТР-синтазные ком-
плексы локализованы в межгранных тилако-
идах и на тех участках мембран (торцы гран 
и внешние тилакоиды), которые ориентиро-
ваны в строму. Комплексы  b6 f распределены 
равномерно вдоль мембран тилакоидов гран 
и межгранных тилакоидов. Вследствие лате-
ральной подвижности молекул PQH2 и Pc гра-
нальные комплексы  b6 f могут обеспечивать 
латеральный транспорт электронов на сравни-
тельно большие расстояния вдоль тилакоидов: 
ФС2 → PQ → b6 f → Pc → ФС1. Диффузия Рс вну-
три люмена (внутритилакоидное пространство)
 происходит намного быстрее (≤ 20–200 мкс [1, 
16]), чем окисление  PQH2 цитохромным ком-
плексом (≥ 5–20  мс  [4,  5]). Цитохромные 
b6 f-комплексы, находящиеся в межгранных ти-
лакоидах, могут участвовать в циклическом пе-
реносе электронов вокруг ФC1 [17, 18]. Замедле-
ние диффузии PQH2 в тилакоидной мембране, 
плотно заполненной белками, может тормозить 
перенос электронов между ФС2 и  ФС1  [19]. 
Однако, как показали опыты с изолирован-
ными хлоропластами класса  Б, лишёнными 
ферментов ЦКБ, в широком диапазоне физио-
логических условий (рН,  температура) ско-
рость переноса электронов между ФС2 и ФС1 
контролируется главным образом процессами, 
происходящими уже после связывания PQH2 с 
каталитическим центром b6 f-комплекса [4, 20].

Общая скорость переноса электронов 
от PQH2 к b6 f-комплексу определяется: 1) вре-
менем диффузии PQH2 в мембране, 2)  вре-
менем проникновения PQH2 внутрь b6 f-ком-
плекса и его связывания с каталитическим 
центром цитохромного комплекса  Qo, 3)  ско-
ростью окисления PQH2 в каталитическом цен-
тре Qo [4, 20]. Лимитирующей стадией переноса 
электронов между  ФС2 и  ФС1 является окис-
ление PQH2 цитохромным b6 f-комплексом. 
Несмотря на то что ФС1, ФС2 и b6 f-комплексы 
могут быть расположены в удалённых областях 
тилакоидной мембраны, значительная часть 
этих комплексов находится сравнительно близ-
ко друг от друга. Локализация b6 f-комплексов в 
гранах, обогащённых пигмент-белковыми ком-
плексами  ФС2, значительно сокращает путь, 
который молекулы PQH2 проходят от  ФС2 
до ближайших к ним b6 f-комплексов. В  этом 
случае белковые препятствия, ограничиваю-
щие диффузии пластохинона в мембране, не 
являются критическим фактором, лимитиру-
ющим скорость окисления  PQH2. В  большин-
стве случаев характерные времена диффузии 
PQH2 от ФС2 к комплексам b6 f не превышают 
Δτ ≈ 2–4 мс [4, 20]. Скорость окисления PQH2 
зависит от внутритилакоидного рН  (рНin), 
поскольку процессы электронного перено-
са сопряжены с выходом протонов в люмен 
(PQH2 → PQ + 2e− + 2H+

in). Вероятность депро-
тонирования  PQH2 уменьшается при пониже-
нии  рНin вследствие усиления «давления» со 
стороны протонов люмена [20–22].

СТРУКТУРНАЯ И ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ 
ОРГАНИЗАЦИЯ ЦИТОХРОМНОГО 

b6 f-КОМПЛЕКСА

Пространственное строение b6 f комплекса. 
Цитохромный комплекс  b6 f представляет со-
бой димер, состоящий, как и родственный ему 
комплекс  bc1, из двух белковых мономеров  [5, 
23–32]). Каждый мономер содержит восемь 
полипептидных субъединиц. Четыре крупные 
субъединицы  – это железосерный белок (ISP, 
называемый белком Риске), включающий в 
себя Fe2S2-кластер; цитохром (Cyt) b6, который 
содержит низкопотенциальный и высокопо-
тенциальный гемы (b6

L и b6
H); Cyt  f и субъеди-

ница IV, с которой связаны два пигмента – хло-
рофилл (Chl) а и β-каротин. Гем  f выступает в 
люмен. На периферии каждого мономера нахо-
дятся четыре малые субъединицы, представля-
ющие собой α-спирали.

Каталитические функции b6 f-комплекса 
связаны с редокс-превращениями PQH2 и PQ в 
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двух центрах, Qo и Qi. Расположение электрон-
ных переносчиков, участвующих в реакциях 
окисления  PQH2 (центр  Qo) и восстановле-
ния PQ (центр Qi), показано на рис. 1, постро-
енном для нативного b6 f-комплекса шпината 
по данным криоэлектронной микроскопии 
(PDB ID: 6RGF [32]). В верхней части этого ри-
сунка показано взаимное расположение кофак-
торов электронного переноса и двух молекул 
Chl а, находящихся внутри димерного комплек-
са. Димерная структура b6 f-комплекса обеспе-
чивает формирование крупной внутрибелковой 

полости (~30 × 25 × 15 Å) [26]), через которую 
молекулы PQH2 и PQ проникают к хинон-свя-
зывающим центрам. В  нативном b6 f-комплек-
се шпината были обнаружены три молекулы 
пластохинона, обозначенные на рис. 1 как PQ1, 
PQ2 и  PQ3. Эти молекулы значительно удале-
ны от каталитических центров Qo. Бензольное 
кольцо молекулы PQ1 примыкает к гему и мо-
лекуле Chl a; PQ2 находится вблизи от гемов b6

H 
и cn, молекула PQ3 расположена между гемами 
b6

H и  cn, связанными с разными мономерами 
димерного комплекса b6 f.

Рис.  1. Кофакторы электронного переноса (верхняя панель) и их расположение в нативном димерном цитохром-
ном b6 f-комплексе шпината (нижняя панель, по данным PDB ID: 6RQF [32]). Стрелками обозначено положение двух 
Fe2S2-кластеров и гемов цитохрома f, низкопотенциального и высокопотенциального гемов b6

L и b6
H, гемов cn и моле-

кул хлорофилла а (Chl а). Символами PQ1, PQ2 и PQ3 обозначены три молекулы пластохинона, которые удалены от 
Fe2S2-кластеров. Пунктирные стрелки на верхней панели символизируют, что молекула PQ1 перемещается внутри бел-
кового комплекса, приближаясь к одному из Fe2S2-кластеров
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Сайт Qo, в котором происходит окисле-
ние  PQH2, располагается вблизи от Fe2S2-кла-
стера  ISP. Хинон-связывающий портал этого 
сайта представляет собой полость (~11 × 12 Å), 
покрытую молекулами липидов  [26, 27]. В  эту 
полость проникает липидорастворимая моле-
кула PQH2, которая связывается с ISP, образуя 
«субстрат-ферментный» комплекс (PQH2–ISP).

Второй центр связывания хинона (сайт Qi) 
расположен вблизи участка цитохромного 
комплекса, ориентированного в сторону стро-
мы. Этот сайт находится в полости между ге-
мами  b6

H и  cn  [29–32]. Предполагается, что 
«нетипичный» гем cn может участвовать в цик-
лическом переносе электронов от акцептор-
ного участка ФС1 (через Fd и FNR) к молеку-
ле PQ, находящейся в сайте Qi [17, 18].

Пластохинон внутри портала Qo. В  струк-
турах b6 f-комплекса, полученных методом 
рентгеноструктурного анализа, отсутствуют 
нативные молекулы  PQH2 и  PQ. О  возмож-
ной локализации PQH2 в каталитическом 
сайте  Qo чаще всего судят по положению ин-
гибитора TDS (три-децил-стигмателлин), рас-
положенного в непосредственной близости 
от Fe2S2-кластера. TDS  образует водородную 
связь с атомом азота  Nε гистидина (His155  – 
в Chlamydomonas  reinhardtii  [29], His129  – в 
Mastigocladus laminosus  [30] или His128  – в 
b6 f-комплексе шпината  [32]), являющегося 
лигандом одного из ионов  Fe кластера Fe2S2. 
Атом  Nε имидазолидинового фрагмента де-
протонированной формы  His образует водо-
родную связь с группой –ОН молекулы PQH2. 
Образование водородной связи между Nε и –OH 
обычно рассматривается как необходимое ус-
ловие формирования комплекса PQH2–His. 
Существование такой связи было показано 
в цитохромном комплексе  bc1, родственном 
b6 f-комплексу  [33–39]. Полагают, что атом  Nε 
служит первичным акцептором протона, пере-
носимого от  PQH2 к окисленному  ISP  (ISPox). 
Альтернативная модель, предполагающая, 
что первичным акцептором протона является 
близлежащая молекула воды, была предложена 
в работах Postila et al. [39] и Barragan et al. [40].

Проникновению PQH2 в полость хи-
нон-связывающего сайта  Qo предшествует его 
диффузия из липидной фазы тилакоидной 
мембраны вдоль сравнительно длинного пути 
внутри белкового комплекса. Интересное на-
блюдение заключается в том, что длинный 
фитильный «хвост» молекулы Chl  a лежит на 
пути перемещения пластохинона к порталу Qo. 
Предполагается, что Chl  a выполняет «ворот-
ные» функции. Возможны две конформации 
фитильной цепи: в одной конформации эта 

цепь не препятствует, а в другой – ограничива-
ет доступ хинона к порталу Qo [32].

Экспериментальные данные о расположе-
нии пластохинона во внутрибелковой полости 
портала Qo отсутствуют. Следует, однако, иметь 
в виду, что пластохинон (или по крайней мере 
его редокс-активный фрагмент) обладает вы-
сокой подвижностью внутри полости  Qo. Эта 
полость покрыта липидами (23 потенциальных 
участка связывания липидов в расчёте на один 
мономер [27, 28]). Линейные размеры полости 
достаточно велики (расстояние между Fe2S2 
и гемом  b6

L составляет ~25  Å), что позволя-
ет предположить, что молекула пластохинола 
целиком помещается внутри полости, вклю-
чая её загнутый фитильный «хвост»  (рис.  1). 
Альтернативой является гипотетический слу-
чай, когда «голова» пластохинола проникает 
в гидрофобную полость и связывается с ката-
литическим центром Qo, при этом гибкий фи-
тильный «хвост» оказывается лишь частично 
погруженным в полость.

Окисление пластохинола в Qo-центре ци-
тохромного комплекса b6 f. На рис. 2, а показана 
упрощённая схема окислительно-восстанови-
тельных процессов, происходящих в комплек-
се  b6 f с участием пластохинола. Центр  Qo вы-
полняет роль хинол-оксидазы: два электрона, 
донируемых молекулой  PQH2, направляются 
по разным цепям переноса электрона, высо-
ко- и низкопотенциальной. Один электрон 
переносится на Fe2S2-кластер ISP (реакция  1); 
ISP служит донором электрона для Cyt f, кото-
рый, в свою очередь, восстанавливает Pc. Вто-
рой электрон поступает от пластосемихинона 
к низкопотенциальному гему  b6

L (реакция  2). 
Восстановленный гем  b6

L передаёт электрон 
высокопотенциальному гему  b6

H, расположен-
ному вблизи от центра Qi на стромальной сто-
роне комплекса.

На рис. 2, б представлена «энергетическая» 
диаграмма, показывающая стандартные зна-
чения редокс-потенциалов кофакторов, уча-
ствующих в переносе электронов по высоко- и 
низкопотенциальной цепям. Согласно этим 
данным, перенос электрона и протона от PQH2 
к  ISP  – это эндергонический (энерго-акцеп-
торный) процесс, который определяет ско-
рость окисления  PQH2. Дальнейший перенос 
электрона в сторону  Р+

700 идет с понижением 
свободной энергии. В  результате первой ста-
дии окисления  PQH2 образуется радикальная 
пара PQH•–Fe2S2(H+)•. Здесь PQH• обознача-
ет молекулу пластосемихинона в протониро-
ванной форме. Такая радикальная пара была 
зарегистрирована методом ЭПР в цитохром-
ных комплексах  bc1 и  b6 f в работах группы 
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Рис. 2. Схема нециклического электронного транспорта и редокс-превращений пластохинола в цитохромном b6 f-ком-
плексе (а). б – Диаграмма значений стандартных редокс-потенциалов переносчиков высоко- и низкопотенциальной це-
пей переноса электронов в цитохромном b6 f-комплексе одноклеточной водоросли Chlamydomonas reinhardtii. Диаграмма 
построена на основании литературных данных о стандартных значениях редокс-потенциалов, приведённых в работе 
Pierre et al. [77]. Ссылки на значения редокс-потенциалов для комплексов Cyt b6 f для других фотосинтезирующих орга-
низмов приведены в подписи к рис. 10 в статье Tikhonov [4]. Символами 1 и 2 обозначены реакции переноса электрона 
от PQH2 к Fe2S2-кластеру и от семихинона PQH• – к низкопотенциальному гему b6

L соответственно

Osyczka  [28, 41–44]. Энергия связи между ра-
дикалами невелика (~3,5  ГГц). Метастабиль-
ная радикальная пара распадается на  PQH• 
и Fe2S2(H+)•, после чего происходят события, 
включающие в себя крупномасштабные струк-
турные перестройки белкового комплекса. 
Перенос электрона от восстановленного класте-
ра Fe2S2

• к Cyt f связан с движением мобильного 
фрагмента  ISP, содержащего Fe2S2

•, в сторону 
гема f [45].

Согласно модели Q-цикла [46–48], пласто-
семихинон  PQH• восстанавливает  гем  b6

L. 
Дальнейший перенос электрона по низкопо-
тенциальной цепи обеспечивает перенос элек-
трона к окисленной молекуле  PQ, связанной 
с центром  Qi. Эти реакции включают перенос 
электрона от  b6

L к  b6
H и происходят с пониже-

нием свободной энергии. Молекула PQ, нахо-
дящаяся в центре  Qi, получает один электрон 
от  b6

H. Согласно модели модифицированного 
Q-цикла, PQ может получить второй электрон, 

поступающий к ней от ФС1 по цепи цикличе-
ского транспорта электронов через  Fd, FNR 
и гем cn (PSI → Fd → FNR → cn → (PQ)i)  [17, 18]. 
Двукратно восстановленная молекула  PQH2 
уходит из центра  Qi и затем может связаться 
с вакантным центром  Qo, имеющим высокое 
сродство к  PQH2. Можно предположить, что 
при отсутствии переносчиков циклического 
транспорта электронов (например, в изолиро-
ванных хлоропластах класса  Б), молекула се-
михинона (PQ•)i, образовавшаяся в центре Qi, 
ожидает второго электрона, поступающего к 
ней от следующей молекулы  PQH2, окисляе-
мой в центре Qo. Вся совокупность процессов, 
показанных на  рис.  2,  б, свидетельствует, что 
окисление PQH2 до PQ – энергетически выгод-
ный процесс: суммарное изменение свободной 
энергии в результате окисления  PQH2, оцени-
ваемое по стандартным значениям редокс-по-
тенциалов электронных переносчиков, имеет 
отрицательное значение.
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Процессы двухэлектронного окисле-
ния  PQH2 в центре  Qo сопряжены с перено-
сом протонов от  PQH2 на близлежащие про-
тон-акцепторные группы. Общепризнано, 
что первичным акцептором протона, дониру-
емого молекулой  PQH2, служит имидазоли-
диновая группа  His, входящего в  ISP  [28–38]. 
Считается, что первичным акцептором прото-
на, донируемого семихиноном  PQH•, служит 
карбоксильная группа −COO− аминокислот-
ного остатка  Glu78 (−COO− +  Η+ →  −COOΗ) 
(рис.  3,  а)  [49–51]. В  хлоропластах эта группа 
имеет ограниченную подвижность внутри бел-
кового комплекса  b6 f благодаря образованию 
солевого мостика между  Glu78 и  Arg87  [49, 
52]. От −COOΗ протон переносится в люмен, 

что происходит посредством обмена с про-
тон-связывающими карбоксильными группа-
ми Glu3 и Glu58 [52].

Следует обратить внимание на то, что 
гем b6

L и карбоксильная группа Glu78 находят-
ся сравнительно далеко (~6 Å) от того участка, 
где появляется радикал  PQH•. Оценки, сде-
ланные на основании квантово-химических 
расчётов (см.  ниже), показали, что при доста-
точно большом удалении PQH• от первично-
го акцептора протона  –COO− эффективность 
переноса электрона к гему  b6

L, сопряжённого 
с переносом протона, будет невелика. Окис-
ление  PQH• может заметно ускоряться после 
смещения радикала PQH• внутри гидрофобной 
полости в сторону гема  b6

L и карбоксильной 

Рис. 3. Реакции бифуркационного (двухэлектронного) окисления TMBQH2 (а) и предполагаемые положения молекул 
пластохинола (H–Q–H) и пластосемихинона (H–Q•) внутри белкового портала Qo (б). Фрагмент белковой структуры, 
включающий в себя Fe2S2-кластер и гем b6

L, построен на основании данных криоэлектронной микроскопии для b6 f-ком-
плекса шпината (PDB ID: 6RQF [32]). Серым цветом обозначена полость, в которой находятся молекулы пластохинола 
и пластосемихинона, непосредственно взаимодействующие с ISP и гемом b6

L. Короткие красные стрелки показывают 
направления переноса протонов от пластохинола к атому Nε гистидина и от пластосемихинона – к группе −COO− Glu78 
соответственно. Синие стрелки – перенос электронов к Fe2S2-кластеру и к гему b6

L

3
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группы Glu78 (рис. 3, б). Аналогичное предпо-
ложение было высказано Crofts [53] на основа-
нии анализа процессов окисления убихинола в 
комплексе bc1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Модельная система и методы расчетов. Гео-
метрия модельной системы. Полная модель-
ная система, имитирующая расположение 
электронных переносчиков в каталитическом 
центре  Qo  (рис.  4), была построена на основе 
кристаллической структуры b6 f-комплекса од-
ноклеточной водоросли C.  reinhardtii (PDB  ID: 
1Q90  [29]). Можно выделить четыре функ-
циональные группы этой структуры: 1)  ре-
докс-центр, содержащий железосерный клас-
тер  (Fe2S2) и окружающие его аминокислотные 
остатки; 2)  гем  b6

L; 3)  Glu78 субъединицы  IV и 
4)  аналог пластохинола (2,3,5-три-метил-бен-
зохинол, TMBQH2). Молекула  TMBQH2 была 
выбрана в качестве структуры, моделирующей 
пластохинол. Она имеет такую же структуру хи-
нольного фрагмента, как молекула PQH2, но не 
содержит фитильной цепи. Структуры каждого 
из четырёх фрагментов были дополнены необ-
ходимым числом атомов водорода и полностью 
оптимизированы как изолированные. Затем эти 
фрагменты были помещены в исходную систему 
таким образом, чтобы добиться наилучшего со-
вмещения положений атомов в оптимизирован-
ной и в экспериментальной структурах. Предва-
рительно оптимизированная структура TMBQH2 
была помещена в то место, где, по данным рент-
геноструктурного анализа, находилась молекула 
ингибитора TDS [31].

На завершающем этапе построения модель-
ной системы проводилось уточнение её струк-

туры путём внесения небольших конформаци-
онных изменений. Согласно Ustynyuk et al. [54, 
55], образование водородной связи между ато-
мом H группы –OH молекулы TMBQH2 и ато-
мом  Nε приводит к уменьшению расстояния 
H−Nε за счёт поворота –OH вокруг связи C–OH. 
Такой поворот сокращает путь реакции от 2,42 Å 
до минимального значения – 2,08 Å. В настоя-
щей работе сканирование зависимости энергии 
системы от расстояния H(1)–Nε проведено для 
структуры, в которой такое расстояние было 
минимальным.

Вычислительные методы. Расчеты про-
водили методом функционала плотности с 
помощью программы «Природа»  [56], с ис-
пользованием функционала PBE [57] и набора 
базисных функций  TZ2P Гауссова типа. Были 
использованы следующие схемы сжатия орби-
тальных базисных функций: (5s1p)/[3s1p] – для 
атомов  H; (11s6p2d)/[6s3p2d]  – для атомов  C, 
N, и  O; (15s11p2d)/[10s6p2d]  – для атомов  S 
и  (17s13p8d)/[12s9p4d]  – для  Fe. При расчёте 
синглетного состояния фрагмента белка Риске 
применяли неограниченный метод функци-
онала плотности. Ранее  [54, 55] нами было 
установлено, что для нахождения низшего по 
энергии синглетного электронного состояния 
этого комплекса необходимо изменить после-
довательность граничных орбиталей в одной 
из электронных подсистем (α  или  β). Данное 
обстоятельство представляется важным, по-
скольку в модельной системе рассматривался 
биядерный кластер  Fe2S2, в котором реализу-
ется антиферромагнитная ориентация спинов 
парамагнитных ионов железа. Для таких ком-
плексов, как известно  [58], энергия системы 
растёт с увеличением мультиплетности. Данная 
закономерность (так называемая «лестница» 
Гейзенберга) была получена нами ранее  [54]. 

Рис. 4. Модельная система для реакции двухстадийного окисления пластохинола цитохромным комплексом b6 f. Сим-
волами  О(1) и  Н(1) показаны атомы кислорода и водорода группы  –ОН молекулы  TMBQH2, взаимодействующей с 
каталитическим центром ISP (рис. 1, реакция 1). Символами О(2) и Н(2) показаны атомы кислорода и водорода груп-
пы –ОН, взаимодействующей с гемом b6

L и группой –COO– Glu78. Fe(1) и Fe(2) – два иона железа кластера Fe2S2
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Для модельной системы, построенной в насто-
ящей работе, эта закономерность также выпол-
нялась. Это доказывает, что синглетное элек-
тронное состояние железосерного кластера 
является низшим по энергии, что соответствует 
литературным данным [59–63].

Спиновую плотность и заряды на атомах 
вычисляли по методу Hirshfeld  [64]. Согласие 
расчётных и экспериментальных данных по 
распределению спиновой плотности на атомах 
было показано в работе Frolov et al. [65] для ра-
дикала TMBQH•.

Спиновые характеристики. Для окислен-
ного редокс-центра  ISP  (ISPox) атом  Nε ими-
дазолидинового остатка  His155 принимали 
депротонированным, а для His136  – протони-
рованным; общий заряд этого фрагмента равен 
Z = –1. Известно, что окисленный кластер Fe2S2 
является диамагнитным (спин S = 0) вследствие 
антиферромагнитного взаимодействия двух 
парамагнитных ионов, Fe3+(1) и  Fe3+(2), каж-
дый из которых имеет спин S = 5/2 [28, 59–61]. 
Результаты расчётов, проведённых ранее  [54], 
были подтверждены в настоящей работе, они 
согласуются с экспериментальными данными. 
После восстановления окисленного ISP (ISPox) 
кластер Fe2S2 становится парамагнитным (сум-
марный спин равен S = ½ [28, 59–61]). Соглас-
но нашим расчётам, проекции спинов двух ио-
нов железа кластера  Fe2S2 как в окисленном, 
так и в восстановленном состоянии сохраняют 
противоположные проекции  [54], что также 
согласуется с экспериментальными данными 
об антиферромагнитном взаимодействии ио-
нов железа в кластере  Fe2S2 восстановленного 
белка Риске.

Рассматривая взаимодействие семихинона 
TMBQH• с Cyt b6, отметим следующее. Молеку-
ла семихинона имеет спин S = 1/2; окисленный 
гем b6

L парамагнитен (S = 1/2) [28, 61]. Поэтому 
при описании второй стадии реакции мы рас-
сматривали две возможности для полного спи-
на модельной системы, описывающей окисле-
ние TMBQH•, S = 0 или S = 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Первая стадия окисления TMBQH2. На рис. 5 
показан энергетический профиль реакции (за-
висимость энергии системы от расстояния меж-
ду атомами Н(1) и Nε), рассчитанный для первой 
стадии окисления хинола в модельной системе, 
включающей TMBQH2, фрагмент белка Ри-
ске, содержащий Fe2S2-кластер и окружающие 
его аминокислотные остатки, а также  Glu78. 
Энергетический профиль имеет два минимума. 

Один минимум отвечает исходному положению 
атома Н(1) в молекуле TMBQH2. Второй – со-
ответствует положению  Н(1) вблизи атома  Nε 
имидазолидинового кольца  His155 и характе-
ризует образование связи H−Nε (RH−Nε = 1,11 Å 
в структуре, соответствующей второму мини-
муму). Расстояние между минимумами на кри-
вой, показанной на  рис.  5, составляет 0,88  Å. 
Перенос атома  Н(1) из начального положе-
ния  (−OH(1)) в конечное  (H(1)−Nε) связан с 
преодолением энергетического барьера  (ΔE≠). 
Перенос  Н(1) к атому  Nε  – это энерго-акцеп-
торный процесс, который сопровождается пре-
одолением энергетического барьера и повы-
шением полной энергии системы на величину 
ΔE = 25,6 кДж·моль−1 (рис. 5).

Энергетический профиль реакции перено-
са Н(1), приведённый на рис. 5, был получен в 
предположении о неадиабатическом механизме 
реакции, когда в ходе быстрого переноса лёгко-
го атома Н(1) геометрия системы сохраняется. 
Затем, после переноса протона к атому Nε, про-
исходит небольшое изменение («релаксация») 
геометрии системы, которую определяли пу-
тём оптимизации координат атомов, входящих 
в молекулу хинона, и железосерный кластер. 
Изменение энергии системы после переноса Н(1) 
оценивали как разницу энергий «нерелакси-
рованного» продукта (ΔE = 25,6 кДж·моль−1) и 
«релаксированного» продукта реакции. В  по-
следнем случае предварительно оптимизи-
рованные структуры TMBQH• и восстанов-
ленного Fe2S2-кластера с протонированным 
His155 в качестве лиганда находились на своих 

Рис. 5. Энергетический профиль первой стадии реакции 
окисления TMBQH2: зависимость энергии от расстояния 
между атомами Н(1) и Nε (см. обозначения на рис. 4)

3*
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местах в общей структуре изучаемой системы. 
Расчёты показали, что в результате «релакса-
ции» энергия системы уменьшалась на величину 
ΔЕrel = –9,0 кДж·моль−1. Подчеркнём, что после 
переноса атома Н(1) и «релаксации» системы её 
полная энергия была выше, чем в исходном со-
стоянии (до переноса Н(1)), на 16,6 кДж·моль−1. 
Близкое по порядку значение (10,5 кДж·моль−1) 
было получено в работе Barragan et al. [40] при 
моделировании работы каталитического цен-
тра  Qo цитохромного комплекса  bc1. Увеличе-
ние энергии в результате переноса электрона 
от PQH2 к ISPox (реакция 1) хорошо согласуется 
с представлением о том, что эта реакция явля-
ется эндергоническим (энерго-акцепторным) 
процессом [66].

Окисление хинола (отрыв атома Н1) можно 
рассматривать как два сопряжённых процесса, 
перенос двух частиц  – электрона и протона, 
которые происходят согласованно. Первичные 
акцепторы электрона и протона – суть разные 
фрагменты белкового комплекса: электрон 
переносится на Fe2S2-кластер ISP, протон  – 
на Nε-атом His  [54]. Говоря о согласованно-
сти процессов переноса электрона и протона, 
мы имеем в виду, что оба процесса происхо-
дят практически одновременно (proton coupled 
electron transport, PCET [67–69]). Известно, что 
сродство протона к His может контролировать-
ся состоянием  ISP. Редокс-превращения ISP, 
как известно, влияют на значения  рКа прото-
нируемого атома  Nε аминокислотного остат-
ка  His, являющегося лигандом для одного из 
ионов железа кластера Fe2S2. Для цитохромного 
комплекса  bc1 было экспериментально пока-
зано, что восстановление  ISP в комплексе  bc1 
сопровождается увеличением  рКа  [34–37]. 
Это означает, что ISP  служит не только пе-
реносчиком электрона от  хинола к  Cyt  f, но и 
выполняет «воротные» функции, обеспечивая 
перенос протонов в люмен  [46, 47]. Восста-
новление  ISP способствует протонированию 
его His за счёт иона водорода, донируемого 
молекулой  PQH2, с последующим переносом 
протона в люмен в результате окисления  ISP: 
PQH2 + ISPox → PQH• + ISPred(H+) → ISPox + H+

in.
Анализ распределения спиновой плотно-

сти, сделанный на основании квантово-хими-
ческих расчётов, показал удовлетворительное 
согласие расчётных и экспериментальных дан-
ных. В начальном состоянии оба участника ре-
акции (TMBQH2 и ISPox) диамагнитны. Суммар-
ное значение спиновой плотности ионов железа 
в окисленном кластере Fe2S2, как показали наши 
расчёты, близко к  нулю. При этом каждый из 
ионов железа кластера  Fe2S2 (Fe3+(1) и  Fe3+(2)) 
является парамагнитным, но значения спино-

вых плотностей этих ионов имеют противо-
положные знаки (σFe(1) ≈ 3,2 и σFe(2) ≈ −3,2 а.е.), 
что согласуется с экспериментальными данны-
ми об антиферромагнитном взаимодействии 
ионов Fe3+(1) и  Fe3+(2) в кластере  Fe2S2. Спи-
новая плотность молекулы хинола (TMBQH2) 
равна нулю.

После переноса электрона от  TMBQH2 
к  Fe2S2 происходит перераспределение спино-
вой плотности между атомами. Образующийся 
радикал  TMBQH• является парамагнитным; 
при этом спиновая плотность частично рас-
пределена между разными атомами  TMBQH•, 
но в основном она локализована на атоме O(1), 
ориентированном в сторону  ISP. Изменение 
спиновой плотности на всех атомах  C и  O в 
ходе реакции переноса атома водорода (прото-
на и электрона) равно Δσ(TMBQH•) ≈ −0,6 а.е., 
изменение спиновой плотности на атомах  Fe 
и S кластера Fe2S2 составляет близкую величи-
ну, Δσ(Fe2S2) ≈  0,5  а.е. Таким образом, кван-
тово-химические расчёты показывают, что 
сразу после переноса Н(1) от TMBQH2 к  ISPox 
возникает радикальная пара, образованная 
двумя парамагнитными частицами, TMBQH• 
и Fe2S2(H+)•, с противоположными ориентаци-
ями спинов. Суммарное изменение спиновой 
плотности радикальной пары, определяемое 
как ΔσΣ = [Δσ(TMBQH•) + Δσ(Fe2S2)], оказыва-
ется близким к нулю, что определяется задани-
ем мультиплетности  (S  =  0) исходной модель-
ной системы.

Радикальная пара пластосемихинон–
Fe2S2(H+)• является метастабильной. По оцен-
кам, сделанным на основании анализа спектров 
ЭПР цитохромного комплекса bc1 [28], энергия 
взаимодействия радикалов невелика, она со-
ставляет  ~3,5  ГГц (в температурных единицах 
это эквивалентно ~1  К). После распада ради-
кальной пары восстановленный кластер Fe2S2

• 
смещается на значительное расстояние в сто-
рону гема f. Это происходит за счёт отклонения 
мобильного домена  ISP, содержащего  Fe2S2

•, 
по механизму «ограниченной диффузии» 
(tethered diffusion [45]).

Вторая стадия реакции – окисление семи-
хинона  TMBQH•. Согласно модели Q-цик-
ла, молекула семихинона (в нашей модели  – 
это TMBQH•) окисляется низкопотенциальным 
гемом  b6

L. Возникает вопрос: может ли семи-
хинон, расположенный в месте его образова-
ния (радикальная пара TMBQH•−Fe2S2(H+)•), 
служить эффективным донором электрона для 
гема b6

L и протона – для –СОО− группы Glu78? 
Согласно структурным данным, расстояния 
между семихиноном и его партнерами  – ге-
мом  b6

L и  группой  –COO− аминокислотного 
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остатка Glu78 – слишком велики, чтобы обес-
печить эффективное окисление TMBQH•. Воз-
можна ли реализация этих процессов без сме-
щения радикала TMBQH• в сторону гема  b6

L 
и  Glu78? Мы оценили такую возможность в 
рамках модели, включающей TMBQH•, Glu78 
и гем b6

L, для двух случаев: когда полный спин 
модельной системы равен Stotal = 0 или Stotal = 1. 
Эти значения спина были выбраны, исходя из 
того, что семихинон TMBQH• и окисленный 
гем b6

L имеют спины S = ½ [28]. В качестве ко-
ординаты реакции, характеризующей перенос 
атома  Н(2), было выбрано расстояние меж-
ду H(2) и ближайшим к нему атомом O карбок-
сильной группы −COO−.

Расстояние, которое проходит атом  H(2), 
определяется координатами  H(2) в моле-
куле семихинона в исходной (TMBQH•, 
Glu78 (−COO−), гем b6

L) и в конечной системе 
(TMBQ, Glu78  (−COOΗ), восстановленный 
гем  b6

L), оно составляет 2,60  Å. Расчёты, вы-
полненные для такой модельной системы при 
Stotal = 0 или Stotal = 1, показали, что в обоих слу-
чаях для радикала TMBQH•, находящегося в ис-
ходном положении, энергетический барьер ΔE≠ 
второй стадии реакции оказывается очень вы-
соким и составляет 273,4  кДж·моль−1 для син-
глетного состояния и 295,7  кДж·моль−1  –  для 
триплетного состояния. Это указывает на то, 
что окисление радикала TMBQH•, удалённого 
относительно гема  b6

L и карбоксильной груп-
пы Glu78, должно быть затруднено.

Результаты расчётов, выполненные ме-
тодом молекулярной динамики в группе 
Cramer [70], указывают на то, что характерное 
время диффузии пластохинона внутри пор-
тала  Qo на расстояние ~10  Å может составлять 
~10  нс. Быстрая диффузия пластохинона по-
зволяет предположить, что смещение семи-
хинона внутри портала  Qo в сторону гема  b6

L 
и  Glu78 не является фактором, лимитирую-
щим окисление семихинона. Приближение 
семихинона к группе  –COO− и к гему  b6

L су-
щественно снижает энергетический барьер 
реакции и ускоряет окисление семихинона. 
Результаты наших расчётов согласуются с этим 
предположением.

На рис. 6, а показано, как энергия модель-
ной системы изменяется по мере смещения 
радикала  TMBQH• в сторону группы  –СОО− 
Glu78. В  обоих случаях (Stotal  =  0 и  Stotal  =  1) 
энергия системы уменьшается при приближе-
нии TMBQH• к –COO−. От места, где семихи-
нон образовался, до места, в котором достига-
ется минимальное значение энергии, TMBQH• 
должен сместиться на расстояние ≈1,90  Å для 
синглетного и ≈1,80  Å  – для триплетного со-

стояния системы. Энергия системы при этом 
понижается на 74,5 и 44,5 кДж·моль−1 соответ-
ственно, в результате чего синглетное состоя-
ние становится более устойчивым, чем трип-
летное, на 15,6 кДж·моль−1.

На рис. 6, б показаны энергетические про-
фили реакции, характеризующие изменение 
полной энергии системы при переносе ато-
ма  Н(2) к  –COO− в зависимости от положе-
ния  TMBQH• относительно  Glu78. Профили, 
рассчитанные для Stotal  =  0 и Stotal  =  1, заметно 
различаются. В первом случае (Stotal = 0) энергия 
системы уменьшается, достигая минимума при 
расстоянии Н(2)–О, равном 1,06 Å, что соответ-
ствует длине связи О–Н в группе –COOН. Энер-
гетические профили, показанные на  рис.  6,  б, 
были получены в неадиабатическом приближе-
нии, предполагающем, что перенос атома H(2) 
происходит быстро, при этом остальные гео-
метрические параметры не меняются. В  слу-

Рис. 6. Зависимости энергии системы от смещения се-
михинона TMBQH• (а) от исходного положения в сторо-
ну карбоксильной группы  Glu78 и гема  b6

L, рассчитан-
ные для двух значений суммарного спина, S = 0 и S = 1. 
б – Энергетические профили реакции окисления смещён-
ной молекулы TMBQH•. Вертикальными стрелками пока-
заны изменения энергии в результате «релаксации» систе-
мы, связанной с небольшими изменениями её геометрии 
после переноса атома Н(2) (пояснения в тексте)



УСТЫНЮК, ТИХОНОВ1382

БИОХИМИЯ том 87 вып. 10 2022

чае Stotal  =  0 следующая за этим «релаксация» 
системы приводит к уменьшению энергии 
на величину ΔErel ≈ –74,4 кДж·моль−1. В случае 
Stotal  =  1 наблюдается иная картина: по мере 
приближения  Н(2) к  –COO− энергия систе-
мы сначала повышается на 37,7  кДж·моль−1. 
Однако после сближения  Н(2) с атомом 
кислорода группы  –COO− на расстояние 
Н(2)–О  ≈  1,06  Å последующая «релаксация» 
(изменение геометрии) системы вызыва-
ет уменьшение энергии на величину 
ΔErel  ≈  −60,6  кДж·моль−1. В  обоих случаях 
(Stotal = 0 и Stotal = 1) окисление семихинона ока-
зывается энергетически выгодным процессом. 
Это означает, что смещение TMBQH• в сторо-
ну –COO− и к гему b6

L должно способствовать 
окислению семихинонового радикала.

Итак, результаты моделирования двух 
стадий окисления  TMBQH2 показали, что 
бифуркационное (двухэлектронное) окисле-
ние  TMBQH2  – это энергетически выгодный 
процесс. Суммарное изменение энергии систе-
мы в результате двух стадий окисления молеку-
лы TMBQH2 является отрицательным.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Окисление пластохинола цитохромным 
b6 f-комплексом  – основное звено в цепи пе-
реноса электронов в хлоропластах, которое 
определяет скорость переноса электронов меж-
ду ФС2 и ФС1. На рис. 7 показана схема, опи-
сывающая совокупность событий, связанных 
с бифуркационным (двухэлектронным) окис-
лением пластохинола в цитохромном b6 f-ком-
плексе. Цикл превращений  PQH2 включает в 
себя стадию его проникновения в хинол-связы-
вающий портал Qo, процессы окисления PQH2 
за счёт взаимодействия с ISP и гемом b6

L, а так-
же выход  PQ из полости портала  Qo. Влияние 
«механических» стадий (диффузия PQH2 и PQ 
в полости портала Qo) на скорость функциони-
рования комплекса b6 f  было экспериментально 
показано группой Cramer [71, 72]. Путём гене-
тических модификаций α-спирали субъедини-
цы IV (Pro105Ala и Pro112Ala) в цианобактерии 
Synechococcus  sp. PCC  7002 авторам удалось 
сузить вход в портал  Qo, тем самым затруднив 
проникновение  PQH2 к сайту его связывания 

Рис. 7. Схема, иллюстрирующая цикл превращений пластохинола в каталитическом центре Qo. Символами HQH, HQ• 
и Q обозначены молекулы пластохинола, пластосемихинона и пластохинона соответственно. Общее время перехода из 
состояния 3 в состояние 4 определяется временем окисления семихинона HQ• гемом b6

L, оцениваемого по кинетике ре-
докс-превращений b6

L, а также скоростями стадий, связанных с окислением Fe2S2-кластера и возвращением в исходное 
положение [70–72]
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с  ISP. В результате таких манипуляций умень-
шалась скорость восстановления Cyt f и замед-
лялся рост растений.

Основным процессом, определяющим 
скорость окисления  PQH2 цитохромным ком-
плексом, является «химическая» стадия реак-
ции, связанная с переносом электрона и про-
тона от PQH2 к соответствующим акцепторам. 
В  согласии с моделью Q-цикла Митчелла, два 
электрона, донируемых молекулой хинола, 
переносятся по разным цепям электронно-
го транспорта  – высоко- и низкопотенциаль-
ной  (рис.  3). Проведённое нами квантово-хи-
мическое моделирование бифуркационного 
окисления пластохинола согласуется с пред-
ставлениями о том, что первая стадия окисле-
ния хинола (перенос электрона к ISP) – это эн-
дергонический (энерго-акцепторный) процесс, 
который лимитирует общую скорость окисле-
ния в хинол-оксидазном центре Qo [24]. Вторая 
стадия бифуркационной реакции  – окисле-
ние семихинона за счёт переноса электрона к 
гему b6

L – это экзоергонический (энергодонор-
ный) процесс, идущий с понижением энергии. 
Результаты наших расчётов позволяют пред-
положить, что одним из ключевых факторов 
эффективного сопряжения этих двух стадий, 
является высокая подвижность пластосемихи-
нона внутри белковой полости хинон-связыва-
ющего центра Qo.

Оценки подвижности пластохинона, сде-
ланные методом молекулярной динамики [70], 
показали, что характерное время смещения 
молекулы хинона в сторону гема b6

L внутри бел-
ковой полости портала Qo, покрытой большим 
числом липидов  [73], очень короткое, оно со-
ставляет Δτ ~10 нс. Это означает, что движение 
семихинона в сторону гема  b6

L и  Glu78 может 
происходить очень быстро по сравнению с до-
вольно медленной стадией окисления PQH2, в 
результате которой образуется пластосемихи-

нон (τ1/2 ≥ 4–5 мс [1, 4, 5]). Поэтому обе стадии 
бифуркационного окисления хинола  – пере-
нос электрона от  PQH2 к белку Риске  (ISPox) 
и окисление пластосемихинона гемом  b6

L  – 
можно рассматривать как процессы, проис-
ходящие синхронно  [67–69]. Короткое время 
жизни семихинона может служить одной из 
причин того, что в b6 f-комплексах концентра-
ция радикалов, детектируемых методом  ЭПР, 
очень низкая  [28]. Другая причина – сильное 
уширение спектра  ЭПР семихинонов за счёт 
их взаимодействия с другими парамагнитными 
центрами. Отметим, что короткое время жизни 
химически активных семихиноновых радика-
лов должно уменьшать вероятность побочной 
реакции переноса электрона от пластосеми-
хинона, находящегося в полости портала Qo, к 
молекулярному кислороду  О2, приводящей к 
образованию токсичного продукта  – суперок-
сидного радикала (O2

•−) [74–76].
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PLASTOQUINOL OXIDATION: THE RATE-LIMITING STEP 
IN THE CHAIN OF ELECTRON TRANSPORT IN CHLOROPLASTS

L. Yu. Ustynyuk1 and A. N. Tikhonov2*

1 Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia
2 Faculty of Physics, Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia; e-mail: an_tikhonov@mail.ru

This work is devoted to theoretical study of functioning of the cytochrome (Cyt) b6 f complex 
(pastoquinol:plastocyanin oxidoreductase) of the electron transport chain (ETC) of oxygenic photosynthesis. 
The composition of the chloroplast ETC and molecular mechanisms of functioning the cytochrome b6 f 
complex, which is positioned between photosystems 2 and 1 (PS2 and PS1), are brief ly overviewed. The Cyt b6 f 
complex oxidizes plastoquinol (PQH2) molecules formed in PS2, and reduces plastocyanin, electron donor 
to PS1. Plastoquinol oxidation is the rate-limiting step in the ETC between PS2 and PS1. Using the density 
function theory (DFT) method, we have analyzed the two-electron (bifurcated) processes of PQH2 oxidation in 
the Qo center of the Cyt b6 f complex. Results of DFT calculations are consistent with the fact that the first step 
of PQH2 oxidation, the electron transfer to the Fe2S2 cluster of the iron-sulfur protein (ISP), is the endergonic 
(energy-accepting) process (ΔE ~ 15 kJ mol−1) that would limit the turnover of the Cyt b6 f complex. The second 
stage of bifurcated oxidation of quinol – the electron transfer from semiquinone (PQH•, formed after the first 
stage of electron transfer) to heme b6

L, is the exergonic (energy-donating) process (ΔE < 0). DFT modeling of 
this stage revealed that semiquinone oxidation was accelerated after the PQH• displacement towards heme b6

L 
(an electron acceptor) and the carboxy group of Glu78 (a proton acceptor). The data obtained are discussed 
within the framework of the Mitchell Q-cycle model describing the plastoquinol oxidation at the Qo site of the 
Cyt b6 f complex.
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