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Исследовано влияние дипиридамола (ДИП) в концентрациях до 1  мМ на флуоресцентные харак-
теристики светособирающих (LH2 и LH1) комплексов и на состояние фотосинтетичеcкой элек-
трон-транспортной цепи в хроматофорах бактерий Rhodobacter sphaeroides. ДИП оказывает воздей-
ствие на эффективность переноса энергии от светособирающего комплекса LH2 к core-комплексу 
LH1–реакционный центр и приводит к появлению длинноволнового («красного») сдвига полосы по-
глощения молекул светособирающего бактериохлорофилла в ИК-области спектра при 840–900 нм. 
Данный сдвиг связан с образованием энергизованного состояния мембраны. Показано, что ДИП 
способен восстанавливать фотоокисленный бактериохлорофилл реакционного центра. Это приво-
дит к увеличению потока электронов по электрон-транспортной цепи и генерации трансмембранно-
го потенциала на мембране хроматофора. Полученные результаты важны при анализе возможных ме-
ханизмов влияния ДИП на активность мембранных функциональных белков. В частности,они могут 
иметь значение для интерпретации многочисленных терапевтических эффектов ДИП.
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Принятые сокращения: Бхл – бактериохлорофилл; ДИП – дипиридамол; ТМФД-Н2 – восстановленный аскорбатом 
натрия N,N,N´,N´-тетраметил-п-фенилендиамин; LH2, LH1 – светособирающие комплексы; Р – фотоактивный бак-
териохлорофилл; QA – первичный хинонный акцептор; QВ – вторичный хинонный акцептор; RC – реакционный центр.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Дипиридамол (ДИП) представляет собой 
модифицированный пурин-(2,6-биc(диэта-
ноламино)-4,8-дипиpидинопиpимидо(5,4-d)
пиpимидин). Cтруктурная формула молекулы 
показана ниже.

Этот препарат широко используется в ме-
дицине в качестве коронарного вазодилатато-
ра и антитромботического средства, тормозя 
агрегацию тромбоцитов. Предполагаемым ме-
ханизмом его антитромботической активно-
сти является ингибирование активации тром-
боцитов, ведущей к изменению их формы, 
что является начальным этапом их агрегации. 
Этот процесс осуществляется в результате воз-
действия ДИП на фосфодиэстеразу, регули-
рующую активационный путь передачи сиг-
налов циклическими нуклеотидами (cGMP и 
cAMP)  [1]. ДИП также cлужит эффективным 
ингибитоpом тpанcмембpанного белка P-gp – 
ATP-завиcимой «помпы» липофильныx cо-
единений, выкачивающей из pаковой клетки 
пpотивоопуxолевые лекаpcтвенные cоедине-
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ния  [2,  3]. Высказывались предположения, 
что ингибирование функции этого мембран-
ного транспортёра может быть обусловлено 
прямым ингибированием мест связывания 
переносимых субстратов или нарушением со-
пряжённого процесса связывания и гидро-
лиза ATP  [4]. ДИП способствует и множеству 
других биологических активностей, включая 
противовоспалительную, антиоксидантную и 
противовирусную. В связи с широким спек-
тром фармакологической активности ДИП 
(сосудорасширяющей, антитромботической, 
противовоспалительной, антиоксидантной) 
существуют теоретические предпосылки к 
его применению в лечении пациентов с 
COVID-19 в качестве терапевтического сред-
ства. COVID-19 начинается как респираторная 
инфекция, но может сопровождаться состоя-
нием гиперкоагуляции, тяжёлым воспалением 
из-за чрезмерного производства цитокинов и 
потенциально значительным окислительным 
стрессом [5, 6]. Однако, неcмотpя на длитель-
ное использование дипиpидамола в медици-
не, детальные меxанизмы его многочисленных 
теpапевтичеcких эффектов до сих пор оcтаютcя 
неясными.

В нашиx пpедыдущиx pаботаx для изучения 
возможных механизмов взаимодействия ДИП 
с биологическими структурами мы иccледо-
вали влияние дипиpидамола и его pазличныx 
пpоизводныx на пpоцеccы фотоиндуциpован-
ного пеpеноcа электpонов и пpотонов в бак-
теpиальныx фотоcинтетичеcкиx pеакционныx 
центpаx (RC) пуpпуpныx бактеpий и в пуpпуp-
ныx мембpанаx галобактеpий, cодеpжащиx 
бактеpиоpодопcин  [7–9]. В этиx иccледова-
нияx трансмембранные фоточувcтвительные 
белковые комплексы были иcпользованы в 
качеcтве удобныx инфоpмативныx теcт-cиc-
тем для изучения молекуляpныx меxанизмов 
влияния ДИП на мембpанные белки. Было 
показано, что в пpепаpатаx RC, изолиpован-
ныx из мембран Rhodobacter  sphaeroides, ДИП 
вызывает ускорение темновой pекомбинации 
между фотоокиcленным димеpом бактеpио-
xлоpофилла (Бхл) P+ и восстановленным пер-
вичным хинонным акцептором QA

–. В мембpа-
наx xpоматофоpов этиx бактеpий дипиpидамол 
замедляет скорость обpазования полноcтью 
воccтановленного вторичного хинонного ак-
цептора – гидpоxинона QВH2, переносящего 
восстановительные эквиваленты из белка RC 
в фотосинтетическую мембрану. Его влияние 
на фотоцикл бактериородопсина проявлялось 
в замедлении скорости распада М-интеpмеди-
ата, сопряжённого c pепpотониpованием оcно-
вания Шиффа.

Как уже отмечено выше, ДИП также об-
ладает антиоксидантными свойствами, ин-
гибируя, в частности, перекисное окисление 
липидов за счёт способности к одно- и двух-
электронному окислению  [10–12]. Предполо-
жения о том, что терапевтические эффекты 
данного химического соединения могли бы 
быть связаны с его антиоксидантной способ-
ностью, высказаны, в частности, в работах 
Iuliano et  al.  [10] и Barzegar  [13]. Влияние ан-
тиоксидантных агентов на белок P-gp было 
показано на примере ряда флавоноидов  [14]. 
В работах Knox et al. [15, 16] мы показали воз-
можность генерации катион-радикала ДИП 
как при его взаимодействии с изолированны-
ми белково-пигментными комплексами RC 
Rba.  sphaeroides, так и с мембранами хрома-
тофоров этих бактерий. Tакже в работе Knox 
et al. [16] мы высказали предположение о том, 
что вероятные электрон-донорные свойства 
ДИП являются предпосылкой для возможно-
сти генерации энергизованного состояния со-
прягающих мембран.

Очевидно, что представляется актуальным 
дальнейшее детальное изучение влияния ДИП 
на состояние функциональных биологических 
мембран, на взаимодействия их интегральных 
компонентов. Целью данной работы явилось 
исследование эффектов ДИП на миграцию 
энергии от светособирающих белково-пиг-
ментных комплексов к фотосинтетическому 
RC бактерий Rba. sphaeroides и его электрон-до-
норных характеристик с использованием, в том 
числе, флуоресцентной и абсорбционной спек-
троскопии высокого временного разрешения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Фотосинтетические мембраны хрома-
тофоров из пурпурных несерных бактерий 
Rba. sphaeroides дикого типа выделяли из пред-
варительно отмытых натрий-фосфатным буфе-
ром (100 мМ, рН 7,5) свежих клеток 5–6-дневной 
культуры. После ультразвуковой дезинтеграции 
клеток неразрушенные клетки и крупные части-
цы отделяли центрифугированием при 40 000 g 
в течение 15 мин, хроматофоры получали цен-
трифугированием надосадочной жидкости при 
144 000 g в течение 120 мин. Хроматофоры су-
спендировали в 20 мМ натрий-фосфатном бу-
фере, рН 7,5. Перед измерениями их разводили 
буфером до концентрации, соответствующей 
~10 мкМ фотоактивного пигмента. Препараты 
обладают хорошей фотоиндуцированной элек-
трон-транспортной активностью, хотя исход-
ная циклическая скорость переноса электрона 



НОКС и др.1436

БИОХИМИЯ том 87 вып. 10 2022

в них невысокая. Последнее, очевидно, связа-
но со значительной потерей водорастворимых 
подвижных переносчиков электрона – молекул 
цитохрома с2.

Ввиду слабой растворимости ДИП в воде, 
которая существенно увеличивается в кислой 
области, рН «сток-раствора» ДИП в концен-
трации 20  мМ мы понижали до  4,5. Однако, 
поскольку буферная ёмкость раствора была до-
статочно высокой, то даже при максимальной 
концентрации ДИП 1 мМ, полученной при до-
бавлении 50 мкл ДИП к 950 мкл хроматофоров, 
значение рН в образце практически не менялось.

В качестве экзогенного донора электро-
нов использовали водный раствор ТМФД 
(N,N,N´,N´-тетраметил-п-фенилендиамин, 
«Sigma», США) в концентрации от 1  мкМ до 
1 мМ с аскорбатом натрия («Sigma»), который 
добавляли в концентрации на порядок выше 
концентрации ТМФД.

Cпектpы поглощения pегиcтpиpовали 
c помощью cпектpофотометpа Hitachi-557 
(«Hitachi Ltd.», Япония), спектры флуорес-
ценции – на спектрофлуориметре Fluorolog  3 
(«Horiba Jobin Yvon», Япония) с высоко-
чувствительным в ИК-диапазоне охлажда-
емым фотоумножителем Hamamatsu-5509 
(«Hamamatsu Photonics», Япония). Возбужде-
ние флуоресценции осуществляли в полосе 
Соре поглощения порфириновых пигментов 
при 400 нм. Кинетики затухания флуоресцен-
ции измеряли методом счёта фотонов на длине 
волны 880 нм в режиме коррелированного сче-
та одиночных фотонов (TCSPC). Гибридный 
фотодетектор HPM-100-07 («Becker&Hickl», 
Германия) обеспечивал аппаратную функцию 
системы регистрации около 16  пс. В качестве 
источника возбуждающего света использовали 
фемтосекундную лазерную систему «Тема-150» 
(«Авеста-Проект», Россия), которая генериро-
вала импульсы света с длиной волны излуче-
ния 400 нм, длительностью 300 фс и частотой 
повторения 80  МГц (средняя мощность излу-
чения составляла 2,8  Вт, энергия отдельного 
лазерного импульса была равна 34 нДж). В экс-
периментах энергию возбуждающих импуль-
сов света уменьшали с помощью нейтраль-
ных светофильтров до уровня, определяемого 
чувствительностью системы регистрации, при 
этом средняя плотность мощности излучения 
составляла 3∙10–4  Вт/см2. Кинетики флуорес-
ценции аппроксимировали в двухэкспоненци-
альном приближении.

Фотоиндуцированные изменения погло-
щения в области 740–920 нм при стационарном 
освещении регистрировали с шагом 10  нм на 
однолучевом дифференциальном спектрофо-

тометре с механической модуляцией света. Об-
разец освещался в течение 5 с красным светом 
(λ  >  620  нм). Для построения по точкам раз-
ностного спектра поглощения типа «свет-ми-
нус-темнота» была использована программа 
Origin 8.1 («OriginLab», США) с функцией сгла-
живания «spline».

Изменения поглощения на одиночную 
вспышку (532  нм, длительность 7  нс, энергия 
импульса 10  мДж, YAG-Nd лазер LS-2131M 
(«LOTIS TII», Беларусь)) регистрировали на 
установке флеш-фотолиза с двойной моно-
хроматизацией измеряющего света. С целью 
улучшения отношения сигнал/шум с помо-
щью аналого-цифрового преобразователя 
OctopusCompuScope 8327 («GaGe», Канада) 
обычно проводили накопление от 50 до 100 
одиночных сигналов. Для мультиэкспоненци-
альной аппроксимации кинетических кривых 
использовали программу Origin 8.1.

Все измерения повторяли минимум три 
раза, а результаты усредняли. Приводятся сред-
ние значения и стандартная ошибка.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Фотосинтетический аппарат пурпурной 
бактерии Rba.  sphaeroides содержит светособи-
рающие комплексы двух типов – LH1 и LH2, 
комплексы реакционного центра цитохрома 
bc1 и ATP-синтетазы [17]. В мембране RC и LH1 
образуют комплекс LH1–RC, в котором каж-
дый RC окружён кольцевой белковой структу-
рой LH1, содержащей 32 связанных молекулы 
Бхл. Qy полоса поглощения LH1 имеет макси-
мум при 875  нм, максимум спектра флуорес-
ценции этого комплекса находится при 885 нм. 
В отличие от LH1, в состав комплекса LH2 вхо-
дят два спектрально различных типа молекул 
Бхл. Коротковолновую форму антенны обра-
зуют 9 молекул Бхл, поглощающих при 800 нм, 
остальные 18  молекул Бхл формируют более 
тесно связанную структуру, поглощающую при 
850 нм. При возбуждении энергия от кольцево-
го комплекса Бхл 800 очень быстро переносится 
к кольцу комплекса Бхл 850, который способен 
флуоресцировать. Максимум спектра флуорес-
ценции Бхл 850 находится при 860 нм [18].

Кинетика затухания флуоресценции хро-
матофоров, выделенных из клеток Rbа.  sphae-
roides, выращенных в стандартных условиях, 
содержит, как правило, 3 компонента длитель-
ностью примерно 100  пс, 200–300  пс и 700–
1000 пс [19, 20]. Авторы полагают, что быстрый 
компонент длительностью ~100  пс связан с 
захватом возбуждения от LH1, второй – либо 
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с миграцией энергии от LH2 к LH1, либо с ре-
комбинацией зарядов P+H– (Р – фотоактивный 
димер Бхл, Н – бактериофеофитин). Третий 
долгоживущий компонент относится к дли-
тельности флуоресценции не связанных с LH1 
комплексов LH2. Отметим, что энергетическая 
связанность комплексов LH2 c LH1 определя-
ет как длительность флуоресценции LH2, так 
и заселённость LH1-комплексов  [21]. Подроб-
ный анализ кинетик затухания флуоресценции 
данных хроматофоров приведён нами в работе 
Strakhovskaya et al. [22].

В спектрах поглощения контрольных об-
разцов хроматофоров Rbа.  sphaeroides и в при-

сутствии ДИП (0,25, 0,5 и 1  мМ) заметных 
различий обнаружено не было. Вместе с тем 
влияние ДИП проявляется в флуоресцентных 
характеристиках хроматофоров. В контрольных 
образцах (рис. 1) основной максимум (~890 нм) 
обусловлен флуоресценцией комплекса LH1, 
который является акцептором энергии, по-
глощённой светособирающими пигментами 
LH2-комплекса хроматофоров. Хорошо разли-
чимое плечо при ~855 нм является вкладом по-
следнего в спектр испускаемой флуоресценции. 
На рис.  1 представлены спектры флуоресцен-
ции хроматофоров и результаты их разложения 
на две гауссовы составляющие с максимумами 

Рис. 1. Спектры флуоресценции суспензии хроматофоров Rba. sphaeroides в контроле (а) и в присутствии 1 мМ ДИП (б). 
Оригинальные спектры (1, точки) были аппроксимированы суммой двух гауссовых компонент (4, сплошная чёрная 
кривая). Компонент с максимумом около 855 нм (2, серая сплошная кривая) принадлежит флуоресценции LH2-ком-
плекса, а с максимумом около 890 нм (3, серая сплошная линия) – флуоресценции LH1-комплекса
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при ~890 и ~855  нм, принадлежащие соответ-
ственно излучению LH1- и LH2-комплексов. 
Из сравнения спектров видно, что после до-
бавления 1  мМ ДИП флуоресценция от LH2 
увеличивается. Если в контрольном образце 
отношение площадей под гауссовыми компо-
нентами спектров флуоресценции LH1 и LH2 
составляло около 35, то в присутствии ДИП 
это значение уменьшалось до 20. Добавление 
ТМФД-Н2 не приводило к изменениям спек-
тров флуоресценции (данные не приводятся). 
Ещё более существенный рост интенсивности 
флуоресценции LH2 (и, соответственно, отно-
сительное уменьшение флуоресценции LH1) 
был обнаружен нами в недавней работе [22], в 
которой исследовалось влияние ряда катион-
ных антисептиков на перенос энергии в таких 
же препаратах. Было показано, что это обуслов-
лено нарушением функциональной связи меж-
ду периферическими пигмент-белковыми ком-
плексами LH2 и core-комплексами LH1–RC, 
что выражается в падении эффективности 
переноса энергии между ними. Очевидно, что 
сходный эффект, хотя и заметно менее выра-
женный, проявляется и при добавлении ДИП к 
хроматофорам Rba. sphaeroides.

Сохранение замкнутой везикулярной 
структуры мембран и системы энергетическо-
го сопряжения в хроматофорах Rba. sphaeroides 
позволяет исследовать не только электрон-
транспортные процессы, но и преобразова-

ние поглощённой световой энергии в энер-
гию трансмембранно разделённых зарядов. 
Так, сдвиги полос поглощения каротиноидов 
в спектральной области 400–500  нм возника-
ют в ответ как на локальное разделение зарядов 
в RC, так и на появление трансмембранного 
поля, индуцирующего поляризацию белковой 
матрицы  [23]. В то же время наблюдающийся 
в ИК-области спектра при 840–900  нм длин-
новолновый (так называемый «красный») 
сдвиг полосы поглощения молекул светосо-
бирающего Бхл отражает в основном образо-
вание энергизованного состояния мембраны 
хроматофора и не чувствителен к отдельным 
стадиям локального транспорта электрона по 
цепочке Р  →  QА  →  QВ. Эти изменения абсорб-
ции наблюдались и в целых клетках различных 
видов пурпурных бактерий, и в хроматофо-
рах, которые имели замкнутую везикулярную 
структуру, как у бактерий Rhodospirillum rubrum, 
Rba. sphaeroides, Chromatium minutissimum [24, 25]. 
Этот энергозависимый «красный» сдвиг по-
глощения Бхл наблюдался в условиях, когда 
трансмембранный перенос электронов сопро-
вождался антибатным транспортом протонов в 
виде восстановленного вторичного гидрохино-
на в результате работы так называемого Q-цик-
ла с участием цитохром bc1-оксидоредуктазного 
комплекса. При добавлении в среду экзоген-
ного донора электронов (2,6-дихлорфенолин-
дофенола с избытком аскорбата) происходило 

Рис. 2. Дифференциальные спектры «свет-минус-темнота» хроматофоров Rba. sphaeroides в контроле (1), в присутствии 
10 мМ ингибитора переноса электронов о-фенантролина (2) и в присутствии 1 мМ ДИП (3). На вставке показана раз-
ность «спектр 3-минус-спектр 2» после их нормировки при 790 нм
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усиление этого красного сдвига за счёт активи-
зации циклического транспорта электронов на 
стационарном свету в тех RC, где отсутствует 
экзогенный донор электронов – цитохром с2.

В то же время блокирование электронного 
транспорта на участке между первичным и вто-
ричным хинонными акцепторами с помощью 
специфического ингибитора о-фенантролина 
приводило к их полному подавлению [26].

Разностные спектры поглощения «свет-
минус-темнота» хроматофоров бактерий Rbа. 
sphaeroides в контроле (1), а также в присутствии 
ингибитора переноса электронов о-фенантро-
лина (2) и ДИП (3) приведены на рис. 2. Спектр 
контрольного образца в ближней ИК-области 
имеет положительный максимум при 790  нм 
и три отрицательных максимума при 820, 840 
и 880  нм. Такой вид спектра свидетельствует, 
что нативность мембран хроматофоров не на-
рушена, и что под влиянием появляющейся 
на мембране разности потенциалов возникает 
«красный» сдвиг полосы светособирающего 
Бхл. Поскольку экзогенный донор электронов 
не добавлялся, циклическая активность фото-
синтетического аппарата оказалась, очевид-
но, невысокой, и положительных изменений 
в области 850–900  нм не наблюдалось. При 
блокировании транспорта электрона о-фенан-
тролином сохраняются лишь те изменения по-
глощения, которые отражают фотоокисление 
Р, характеризующиеся выцветанием полосы 
при 870  нм и сопутствующим коротковолно-
вым сдвигом полосы поглощения мономерного 
Бхл при 800  нм, с дифференциальными мак-
симумом при 790 нм и минимумом при 820 нм 
(рис. 2, кривая 2).

Добавление ДИПw вызывало стимуля-
цию энергозависимых абсорбционных из-
менений. В дифференциальном спектре по-
глощения в области 850–900  нм наблюдалось 
появление положительных изменений в спек-
тре поглощения с максимумом около 860  нм 
за счёт суперпозиции изменений, связанных 
с окислительно-восстановительными перехо-
дами редокс-компонентов RC (фотоактивный 
Бхл → хинонные акцепторы) и изменений, от-
ражающих действие внешнего трансмембран-
ного поля на молекулы светособирающего 
Бхл. Это подтверждается сложной кинетикой 
разнонаправленных фотоиндуцированных из-
менений поглощения в этой области после вы-
ключения активирующего света, указывающей 
на существование более медленно релаксирую-
щих «положительных» и более быстрых «отри-
цательных» абсорбционных изменений. Пер-
вые, очевидно, связаны с «красным» сдвигом 
антенны, а вторые – с окислительно-восстано-

Рис.  3. Зависимость от интенсивности света амплитуды 
фотоиндуцированных изменений поглощения в хрома-
тофорах Rba.  sphaeroides в присутствии 1  мМ ДИП при 
790  нм  (1), отражающих окислительно-восстановитель-
ные превращения фотоактивного БХл  P, и изменений 
поглощения при 860 нм (2), в области их суперпозиции с 
энергозависимым красным сдвигом полосы 850 нм

вительными превращениями Бхл Р. Световые 
кривые, измеренные в спектральной области, 
характерной для абсорбционных изменений 
только второго типа (например, при 790 нм) и 
в области, где наблюдается суперпозиция из-
менений обоих типов (около 860  нм), также 
подтверждают данный вывод (рис. 3). Из рис. 3 
следует, что положительные фотоиндуцирован-
ные изменения поглощения, связанные с длин-
новолновым сдвигом полосы Бхл под действи-
ем разделённых зарядов, имеют более низкую 
область светового насыщения, чем отрицатель-
ные изменения поглощения, обусловленные 
выцветанием фотоактивного Бхл Р. Напомним, 
что напряжённость поля на мембране может 
достигать величины порядка 108 В/м [27].

Вычитая из спектра 3 на рис. 2 спектр 2, по-
лучим разностный спектр для потенциал-зави-
симых изменений поглощения. Это показано на 
вставке к рис. 2. Структура разностного спектра 
свидетельствует о том, что в условиях энергиза-
ции мембран хроматофоров происходит длин-
новолновый сдвиг полосы поглощения свето-
собирающей антенны молекул Бхл при 850 нм.

Как уже отмечено выше, у бактерий Rba. 
sphaeroides существует два антенных комплекса: 
LH2 – молекулы с максимумами поглощения 
при 800 и 850  нм (Бхл  800 и Бхл  850) и LH1 с 
максимумом поглощения при 870 нм (Бхл 870). 
Согласно данным рентгеноструктурного ана-
лиза  [28,  29], молекулы Бхл  850 находятся в 
существенно гидрофобном окружении, тесно 
упакованы и ориентированы плоскостями сво-
их порфириновых колец перпендикулярно к 
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плоскости мембраны хроматофора. В то же 
время мономерные молекулы Бхл  800 распо-
лагаются между внешними спиралями белко-
вого носителя, ориентированы параллельно 
плоскости мембраны и взаимодействуют с по-
лярной средой. Очевидно, перпендикулярная 
ориентация молекул Бхл 850 к плоскости мем-
браны и низкая диэлектрическая постоянная 
их мембранного окружения и являются главны-
ми причинами того, что именно эти молекулы 
в поле высокой напряжённости испытывают 
длинноволновый электрохромный сдвиг поло-
сы поглощения (Штарк-эффект) при образова-
нии разности потенциалов на мембране.

Влияние ДИП на энергизацию мембран 
хроматофоров можно объяснить, полагая, что 
этот агент способен отдавать электроны фото-
окисленному Р, как это делают, например, ре-
докс-медиаторы 2,6-дихлорфенолиндофенол 
(ДХФИФ) или ТМФД в присутствии аскор-
бата натрия. Их стимулирующее действие на 
процесс энергизации мембран хроматофоров 
известно давно  [25] и заключается в усилении 
циклического транспорта электронов за счёт их 
притока от восстановленной формы ТМФД на 
фотоокисленный пигмент  Р. Регистрируемая 
при этом скорость темнового восстановления 
Р+ увеличивается.

На рис.  4 показаны кинетические кривые 
фотоиндуцированных изменений поглощения 
в хроматофорах при 790 нм (в полосе-индика-
торе окислительно-восстановительных превра-
щений) в контроле и при добавлении ТМФД-Н2 
или ДИП.

Видно, что темновое восстановление пиг-
мента существенно ускоряется в обоих слу-
чаях, что подтверждает предположение об 
электрон-донорных свойствах ДИП. Однако 
эти свойства у ДИП выражены существенно 
слабее. Максимальный эффект ускорения ки-
нетики в присутствии ДИП достигается при 
концентрации 1  мМ. При дальнейшем росте 
концентрации ДИП скорость темнового вос-
становления Р+ уже не увеличивается. Следует 
отметить, что «красный» сдвиг полосы БХл 850, 
регистрируемый при освещении постоянным 
светом как положительные изменения абсорб-
ции при 860  нм, также достигает максимума 
при концентрации ДИП 1  мМ. ТМФД-Н2 яв-
ляется гораздо более эффективным донором 
электронов. Близкий к действию ДИП эффект 
ускорения кинетики достигается уже при кон-
центрации ТМФД-Н2 около 1 мкМ, а при даль-
нейшем увеличении его концентрации до 1 мМ 
константа скорости восстановления Р+ увели-
чивается существенным образом (рис. 5).

Рис. 4. Кинетика темнового восстановления Р+ в хроматофорах Rba. sphaeroides после активации одиночной лазерной 
вспышкой (532 нм, 7 нс) в контроле (1), а также в присутствии 1 мМ ДИП (2) и ТМФД-Н2 в концентрации 1 мкМ (3) 
и 1 мМ (4)
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Рис. 5. Зависимость константы скорости темнового восстановления Р+ в хроматофорах Rba. sphaeroides (чёрные круж-
ки) от концентрации ТМФД-Н2 после световой активации лазерной вспышкой (532 нм, 7 нс). Для расчётов использо-
вали время, за которое светоиндуцированное изменение абсорбции уменьшалось в 2,7 раз. На рисунке также показана 
зависимость от концентрации ТМФД-Н2 τ короткого компонента флуоресценции БХл (открытые кружки), имеющего 
амплитуду порядка 95%

Мы также исследовали изменение вре-
мени жизни флуоресценции в хроматофо-
рах Rba.  sphaeroides при добавлении ДИП 
и ТМФД-Н2: рис.  6, таблица (времена жизни 
и амплитуды кинетики затухания флуоресцен-
ции в таблице приводятся в двухэкспоненци-
альном приближении).

Как видно из рис.  6, наблюдается ускоре-
ние этой кинетики как при добавлении ДИП, 

так и при добавлении ТМФД-Н2. Объясняется 
это следующим. Хотя мы использовали очень 
низкую интенсивность возбуждающего света, 
при использованной нами частоте фотовоз-
буждения препаратов 80  МГц, когда световые 
импульсы следуют через 12,5 нс, часть фотоак-
тивного пигмента в хроматофорах постоянно 
оказывается в окисленном состоянии (посколь-
ку, как отмечалось выше, исходная цикличе-

Времена жизни (τ, пс) и амплитуды (а, %) кинетических компонентов флуоресценции* хроматофоров Rba. sphaeroides 
в контроле и в присутствии ДИП и ТМФД-Н2 в различных концентрациях

Хроматофоры Rba. sphaeroides

Время 
жизни

Контроль
+ДИП, 
0,1 мМ

+ДИП, 
0,5 мM

+ДИП, 
1 мM

+ТМФД, 
1 мкM

+ТМФД, 
10 мкM

+ТМФД, 
100 мкМ

+ТМФД, 
1 мM

τ1 131 ± 6 125 ± 5 123 ± 5 112 ± 4 117 ± 6 92 ± 6 86 ± 5 83 ± 4

τ2 581 ± 17 602 ± 15 597 ± 15 616 ± 14 767 ± 15 873 ± 16 878 ± 14 889 ± 14

a1 96,0 ± 4,3 95,2 ± 4,7 94,2 ± 3,5 93,9 ± 4,4 95,2 ± 5,1 95,1 ± 4,6 95,2 ± 3,9 94,9 ± 5,3

a2 4,0 ± 0,8 4,8 ± 1,1 5,8 ± 0,9 6,1 ± 0,4 4,8 ± 0,9 4,9 ± 0,7 4,8 ± 0,6 5,1 ± 1,0

* Приведены средние значения по трём измерениям и стандартная ошибка.

λвозб. = 400 нм, λрег. = 880 нм

7
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Рис. 6. Кинетика затухания флуоресценции в хроматофорах Rba. sphaeroides в контроле (1), в присутствии 1 мМ ДИП (2), 
а также ТМФД-Н2 в концентрации 1 мкМ (3) и 1 мМ (4). Кривая 5 – аппаратная функция ~16 пс. Точки – эксперимен-
тальные данные, сплошные линии – результат двухэкспоненциальной аппроксимации

ская активность фотосинтетического аппарата, 
регистрируемая по «красному» сдвигу, невысо-
кая). Добавление внешнего донора электронов 
ТМФД-Н2 увеличивает уровень восстановлен-
ности фотоактивного Бхл в ходе данных кине-
тических измерений.

Известно, что длительность флуоресцен-
ции антенных комплексов LH1 существенным 
образом зависит от состояния фотоактивного 
пигмента RC. В образцах с восстановленным 
RC длительность флуоресценции составля-
ет  ~80  пс. В случае окисленных RC длитель-
ность быстрого компонента кинетики затуха-
ния флуоресценции увеличивается до ~200 пс. 
Как видно из кинетик, приведённых на рис. 6, 
при добавлении ДИП и ТМФД-Н2 поглоща-
емая световая энергия эффективнее исполь-
зуется в фотохимических реакциях в RC, и 
регистрируемое время флуоресценции сокра-
щается. Причём, если сравнивать действие 
ДИП и ТМФД-Н2 на длительность флуорес-
ценции для концентраций, сопоставимых по 
ускорению восстановления Р+ (1  мМ и 1  мкМ 
соответственно), то можно утверждать, что эф-
фекты очень близки. Однако, как и в случае 
абсорбционных измерений при более высоких 
концентрациях ТМФД-Н2, τ быстрого компо-
нента кинетики флуоресценции продолжает 

уменьшаться (рис.  6). Экстраполяция зависи-
мостей, показанных на рис.  6, даёт величину 
около 80  пс. Исходя из литературных данных 
и результатов этой работы, мы полагаем, что 
величина 80  пс – это время захвата энергии 
возбуждения в LH1-комплексе реакционным 
центром, фотоактивный пигмент которого на-
ходится в восстановленной форме.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Следует отметить факт того, что, наряду с 
демонстрируемым выше ускорением доставки 
световой энергии (на ~10%) к фотоактивному 
пигменту RC в присутствии ДИП (рис. 6), од-
новременно наблюдается и определённое сни-
жение эффективности переноса энергии от 
комплексов LH2 к LH1–RC. На это указывает 
рост в ~1,7 раза интенсивности флуоресценции 
LH2-комплекса с максимумом при 855  нм в 
стационарном спектре флуоресценции (рис. 1) 
и синхронное увеличение в ~1,6  раза вклада 
медленного (сотни пикосекунд) компонента 
кинетики затухания свечения, регистрируемо-
го при 860 нм, который отражает собственную 
флуоресценцию LH2 (данные не показаны). 
К такому же выводу можно прийти, если срав-
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нить вклады от медленного компонента ки-
нетики затухания флуоресценции контроль-
ных образцов и препаратов с добавлением 
1  мМ ДИП, регистрируемых в полосе 880  нм 
(таблица). Важно отметить, что при добавле-
нии ТМФД-Н2 происходит только уменьше-
ние времени жизни быстрого, порядка 100 пс, 
компонента, а соотношение амплитуд двух фаз 
практически не изменяется. Возможно, ДИП 
вызывает определённые нарушения простран-
ственной упаковки липидов, приводящие к из-
менениям взаимного расположения комплек-
сов LH2 и LH1–RC. Подобный эффект ранее 
мы обнаружили при воздействии на фотосинте-
тическую мембрану Rba. sphaeroides катионных 
антисептиков [22]. Данное сходство, возможно, 
связано с похожим модифицирующим воздей-
ствием этих антисептиков и ДИП на биомем-
брану. Для эффекта катионных антисептиков 
важны зарядовые взаимодействия с поверх-
ностью мембраны, происходящие благодаря 
разнесённым в пространстве положительным 
зарядам на атомах азота в структуре молекул. 
В случае молекулы ДИП в используемых усло-
виях также генерируется катион-радикал с ло-
кализующимися на атомах азота положитель-
ными зарядами.

Обсуждая электрон-донорные возможно-
сти ДИП, отметим, что механизм окисления 
ДИП до сих пор является предметом дискус-
сий. Для вольтамперометрического окисле-
ния ДИП в водном растворе в работе  Tabak 
et al. [30] рассматриваются два последователь-
ных процесса, контролируемых одноэлектрон-
ной диффузией, или одностадийное окисле-
ние с участием двух электронов. Стехиометрия 
анодного окисления ДИП в водном растворе 
отвечает отрыву двух электронов от каждой 
молекулы ДИП, что сопровождается освобо-
ждением одного протона на окисляемую мо-
лекулу  [31]. В работе  David et  al.  [32] предпо-
лагается, что в результате электроокисления 
ДИП происходит реорганизация пипериди-
новых колец, приводящая к появлению по-
ложительного заряда на их атомах азота. До-
нирование электронов молекулой ДИП в 
электрон-транспортную цепь кофакторов RC 
сопровождается образованием восстановлен-
ного гидрохинона (хинола) QB-Н2. Послед-
ний уходит в мембрану, быстро замещаясь 
убихиноном-10 из мембранного пула, размер 
которого составляет 20–30 молекул убихинона 
на один RC [33, 34]. Мембранный комплекс ци-
тохрома bc1 при окислении убихинола в присут-
ствии молекулярного кислорода может проду-
цировать появление аниона супероксида  [35]. 
Сопутствующее такой реакции поглощение мо-

лекулярного кислорода мембранами хромато-
форов пурпурных бактерий в условиях цикли-
ческого транспорта электрона было показано 
уже давно [36]. Появляющийся в мембране су-
пероксид может реагировать с ДИП. Последнее 
было продемонстрировано нами на препаратах 
изолированных RC, способных генерировать 
супероксидный радикал при освещении посто-
янным светом [37]. Тушение свободных ради-
калов молекулой ДИП могло бы быть связано, 
в том числе, с сопряжённым с отрывом элек-
трона переносом протона от различных атомов 
азота [13].

Согласно современным представлени-
ям  [38], в ходе полного реакционного цикла, 
осуществляемого цитохромным bc1-комплек-
сом, две молекулы хинола окисляются до двух 
молекул хинона в Qo-сайте комплекса на сто-
роне мембраны, противоположной месту лока-
лизации хинонного акцепторного участка RC. 
Далее, два электрона из четырёх из Qo-сайта 
могут восстанавливать подвижный перено-
счик электронов для фотоокисленного Р+ – ци-
тохром с2, а другие два электрона восстанавли-
вают 1  молекулу хинона из мембранного пула 
до хинола в Qi-сайте комплекса на другой сто-
роне мембраны. Последнее сопровождается 
дополнительно поглощением двух протонов из 
среды. При наличии молекулярного кислорода 
он легко диффундирует внутрь цитохромного 
bc1-комплекса, где в Qo-сайте в побочной ре-
акции может восстанавливаться до суперок-
сида  [38]. Также сам молекулярный кислород 
может принимать атом водорода от молекулы 
хинола  [35], продуцируя протонированный 
супероксид (О2 Н), который, диффундируя да-
лее в водную фазу, генерирует супероксид при 
депротонировании.

В нашем случае перенос электронов на 
кислород, сопровождаемый протонировани-
ем появляющегося супероксида молекулами 
ДИП, возможно, является одним из источ-
ников наблюдаемой при активации хрома-
тофоров постоянным светом энергизации 
фотосинтетической мембраны в результате по-
глощения и трансмембранного перемещения 
протонов функционирующим цитохромным 
bc1-комплексом. Вероятно также, что элек-
трон-донорная способность ДИП приводит 
к активации индуцируемого светом цикличе-
ского транспорта с участием водорастворимых 
подвижных молекул цитохрома  с2. Последние 
частично теряются в ходе препаративной про-
цедуры выделения хроматофоров  [39]. Оче-
видно, поэтому в исходных препаратах хрома-
тофоров циклическая активность невысокая 
(рис. 2, кривая 1).

7*
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, результаты данного ис-
следования подтверждают, что обсуждаемые 
в литературе возможности влияния ДИП на 
взаимодействия мембранных белков и его 
электрон-донорные свойства могут оказывать 
реальное воздействие на активность функци-
ональных мембранных белков. Это является 
дополнительным аргументом для учёта таких 
возможностей при изучении механизмов те-
рапевтических эффектов ДИП, в том числе, 
включая его воздействие на активность транс-
мембранного белка P-gp, обеспечивающего 
множественную лекарственную устойчивость 
опухолей.
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THE EFFECTS OF DIPYRIDAMOLE ON MEMBRANE 
ENERGIZATION AND ENERGY MIGRATION PROCESSES 

IN THE Rba. sphaeroides CHROMATOPHORES
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The effect of dipyridamole (DIP) at concentrations up to 1 mM on the f luorescent characteristics of the light- 
harvesting complexes LH2 and LH1, as well as on their interaction and on the state of the photosynthetic electron 
transport chain in the chromatophores of bacteria Rba. sphaeroides was studied. DIP affects the efficiency of 
energy transfer from the light-harvesting complex LH2 to the core complex LH1-reaction center and leads 
to the appearance of a long-wave (“red”) shift of the absorption band of light-harvesting bacteriochlorophyll 
molecules in the IR region of the spectrum at 840-900 nm. This shift is associated with the formation of an 
energized state of the membrane. It is shown that DIP is able to reduce the photo-oxidized bacteriochlorophyll 
of the reaction center and this ability leads to an increase in the f low of electrons along the electron transport 
chain and, thus, stimulates the generation of transmembrane potential on the chromatophore membrane. 
The results obtained are important in analyzing the possible mechanisms of the influence of DIP on the activity 
of membrane functional proteins. In particular, they may be important for the interpretation of the numerous 
therapeutic effects of DIP.
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