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При связывании с водорастворимыми белками семейства WSCP молекулы хлорофилла формируют
димеры, структурно сходные со “специальной парой” хлорофиллов (бактериохлорофиллов) в фо-
тосинтетических реакционных центрах. Под воздействием красного света (λ ≥ 650 нм) в бескисло-
родной среде димеры хлорофилла a в холобелке BoWSCP (из Brassica oleracea var. botrytis) сенсиби-
лизировали восстановление цитохрома c. Согласно данным спектроскопии (абсорбционной и кру-
гового дихроизма), фотохимический процесс не вызывал существенным образом деструкции
молекул хлорофилла a и не влиял на структуру их димеров в составе белка BoWSCP. Добавление
трис(гидроксиметил)аминометана в качестве донора электронов для ревосстановления хлорофилла
стимулировало процесс фотовосстановления цитохрома с.
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Хлорофилл-связывающие белки семейства
WSCP (Water-Soluble Chlorophyll Binding Proteins)
обнаружены в высших растениях у представите-
лей порядков Caryophyllales (гвоздичноцветные),
Polygonales (гречихоцветные) и Brassicales (капу-
стоцветные) [1, 2]. Эти белки водорастворимы,
они локализованы вне хлоропластов и не прини-
мают участия в фотосинтетическом процессе, а
их физиологические функции, предположитель-
но, связаны с активностью антистрессовых си-
стем клетки [1–5]. Белки семейства WSCP фор-
мируют гомотетрамеры с молекулярной массой
69–80 кДа, а каждый из гомотетрамеров некова-
лентно связывает до четырех молекул хлорофилла
(Хл) [6–8].

Для тетрамерных ансамблей белков класса II
семейства WSCP показано, что четыре молекулы
Хл организованы в них в виде двух димеров с уг-

лом между плоскостями порфириновых колец
пигментов в димере около 30 градусов [6, 7]. Эти
димеры Хл в WSCP структурно сходны, хотя и не
идентичны, димерам Хл (или бактериохлорофил-
ла), образующим “специальную пару” в реакци-
онных центрах фотосинтетических систем [9].
Именно “специальная пара” (бактерио)хлоро-
филлов при поглощении квантов света (либо в
результате миграции энергии от пигментов ан-
тенны) участвует в ключевом этапе преобразова-
ния энергии – первичном разделении зарядов,
выступая в роли донора электрона, транспорт ко-
торого по цепи переносчиков приводит к образо-
ванию богатых энергией молекул [9].

Задача настоящего исследования состояла в
выяснении способности димера Хл в составе хо-
лобелка WSCP при возбуждении светом сенсиби-
лизировать восстановление акцептора электрона,
в качестве которого использовали цитохром c.
Выявление такой фотохимической активности у
Хл в холобелке WSCP важно для углубления фи-
зико-химической характеристики белков этой
группы и для прояснения их физиологических
функций.

В качестве объекта исследования был выбран
белок BoWSCP из цветной капусты (Brassica oler-
acea var. botrytis), относящийся к подклассу WSCP
IIA, представители которого связывают практи-
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чески только Хл a [1, 5, 10]. Белки родственного
подкласса WSCP IIB способны связывать также и
Хл b, что делает их более сложными объектами
из-за гетерогенного пигментного состава [1, 10,

11]. Белки WSCP филогенетически отдаленного
класса I не рассматривались нами в качестве объ-
ектов исследования ввиду отсутствия достовер-
ных сведений о димерной упаковке молекул Хл a

Рис. 1. Фотосенсибилизированное холоформой белка BoWSCP восстановление цитохрома c. (а) Спектр поглощения
смеси BoWSCP (OD673 = 0.2), 10 мкМ цитохрома c и 150 мМ NaCl в 10 мМ Трис-HCl буфере, pH 8.0, до облучения
(красная линия) и спустя 2, 4, 6, 10 и 15 мин (фиолетовая линия) инкубации на свету (λ ≥ 650 нм, 700 μE м–2 с–1) в ат-
мосфере аргона. На врезке: Пик поглощения восстановленной формы цитохрома c (увеличено). (б) – Разностной
спектр “темнота минус свет” (с обратным знаком) из того же опыта. Цветовое обозначение кривых такое же, как на
панели А. Значения оптической плотности в пробах, не подвергавшихся облучению, отражены в тексте.
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Рис. 2. Фотовосстановление цитохрома с и фотодеструкция Хл при облучении экспериментальной смеси светом раз-
ной интенсивности. Состав смеси и условия эксперимента, как на рис. 1а. (а) – Изменение оптической плотности в
пике поглощения цитохрома c при 550 нм при облучении светом 250 μE м–2 с–1 (1), 420 μE м–2 с–1 (2), 700 μE м–2 с–1 (3),
1080 μE м–2 с–1 (4), 1800 μE м–2 с–1 (5) и без облучения светом (6). (б) – Изменение поглощения Хл в максимуме 673 нм
в пробах при облучении. Интенсивности света – как на панели а.

−0.010

−0.015

−0.020

−0.005

0 (б)

1

2
3

4

5

Δ OD при 673 нм

5 10 15
Время облучения, мин

0

0.006

0.008

0.010

0.002

0.004

0.012 (a)

1

6

2
3

4
5

Δ OD при 550  нм

5 10 15
Время облучения, мин

0



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 509  2023

ДИМЕРЫ ХЛОРОФИЛЛА А В СОСТАВЕ ВОДОРАСТВОРИМОГО БЕЛКА BoWSCP 193

в их составе. Кроме того, наличие у WSCP класса I
фотоконверсии (фотоиндуцированного превра-
щения Хл а в бактериохлорин-подобные продук-
ты) делает невозможным контроль их пигментно-
го состава [1, 12].

Препараты апобелка BoWSCP получали мето-
дом гетерологической экспрессии его структур-
ного гена в штамме Escherichia coli BL 21 DE3. Хра-
нение и выращивание клеток E. coli с плазмида-
ми, несущими гены целевого белка, а также
экспрессию этих генов и выделение препаратов
апобелка проводили согласно методикам, пред-
ставленным в [5, 11] с незначительными модифи-
кациями. Самосборку тетрамерных Хл-белковых
комплексов (холоформ) проводили в растворе
при комнатной температуре, инкубируя апобелки
WSCP с препаратами свежевыделенных тилакои-
дов из листьев шпината. Полученные тетрамер-
ные комплексы, благодаря наличию на C-концах
апобелков шести гистидиновых остатков, очища-
ли аффинной хроматографией на Ni-агарозе [5,
11, 13].

Раствор холобелка BoWSCP (концентрация по
OD673 нм = 0.2), содержащий 10 или 30 мкМ цито-
хрома с из сердца лошади (Sigma-Aldrich, США) в
10 мМ Трис-HCl буфере (Serva, Germany), pH 8.0,
облучали красным светом (светофильтр КС-15,
λ ≥ 650 нм) при непрерывной продувке аргоном.
В качестве источника света использовали галоге-
новую лампу (W = 150 Вт), имеющую сплошной
спектр излучения в видимой и ИК-области. Даль-
нюю инфракрасную часть спектра отсекали вод-
ным фильтром (3 см); свет фокусировали на кю-
вету с реакционной смесью линзой (F = 97 мм).
Квантовую интенсивность излучения измеряли
радиометром LI-250A (LiCOR, USA) с диапазо-

Рис. 3. Спектр кругового дихроизма смеси холофор-
мы Хл-BoWSCP (OD673 = 0.2), 10 мкМ цитохрома c и
150 мМ NaCl в 10 мМ Трис-HCl буфере, pH 8.0, до об-
лучения. На врезке: разностной спектр кругового ди-
хроизма “свет минус темнота” данного образца до и
после облучения 15 мин (λ ≥ 650 нм, 700 μE м–2 с–1).
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Рис. 4. (а) – Участие трис(гидроксиметил)аминометана (основания Трис-HCl буфера) в фотовосстановлении цито-
хрома с при облучении светом (λ ≥ 650 нм, 1800 μE м–2 с–1) в атмосфере аргона. Состав проб: холобелок BoWSCP
(OD673 = 0.2), 30 мкМ цитохром c и 150 мМ NaCl в Na-фосфатном буфере 10 мМ, pH 8.0. Черная линия – без добавле-
ния Трис-HCl, красная линия – при добавлении перед началом инкубации Трис-HCl до 10 мМ, pH 8.0. (б) – Облуче-
ние пробы в фосфатном буфере (условия как на панели а). После 15-й минуты облучения к пробе добавлен Трис-HCl
до 10 мМ, pH 8.0 (момент добавления обозначен пунктирной линией).
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ном чувствительности 400–710 нм. С помощью
нейтральных светофильтров получали плотность
потока квантов на уровне объекта от 250 до
1800 μE м–2 с–1. В пробу добавляли 150 мМ NaCl
для предотвращения коагуляции WSCP и цито-
хрома.

Повышение пика поглощения при 550 нм в
процессе облучения указывало на восстановле-
ние цитохрома с (рис. 1). Без облучения восста-
новление происходило в несколько раз медлен-
нее: за 15 мин инкубации OD550 монотонно воз-
растала до величины, не превышающей 0.003 ед.
При отсутствии в пробе BoWSCP фотовосстанов-
ления цитохрома с не наблюдали. Можно заклю-
чить, что возбуждение светом Хл a в составе
BoWSCP сенсибилизировало восстановление ци-
тохрома с. Таким образом, молекулы Хл a, орга-
низованные в димерные структуры в составе бел-
ка из семейства WSCP, подобно Хл “специальной
пары” фотосинтетических реакционных центров,
сенсибилизировали фотовосстановление акцеп-
торов электрона.

Скорость фотовосстановления цитохрома c
снижалась при интенсивности света, превышаю-
щей 1000 μE м–2 с–1 (рис. 2а). Возможно, это сви-
детельствует о наличии диффузионного ограни-
чения, понижающего эффективность прямого
взаимодействия макромолекул цитохрома c и
WSCP в условиях низкого времени жизни воз-
бужденного состояния Хл, инициирующего фо-
тохимическую реакцию.

Облучение растворов BoWSCP приводило к
незначительной деструкции Хл a и нарушению
димерной организации его молекул. О состоянии
этих параметров судили по снижению поглоще-
ния в пике при 673 нм, а также уменьшению ам-
плитуды характерного для димерной формы Хл
специфического сигнала в спектре кругового ди-
хроизма в области 650–700 нм (рис. 2б и 3).

Облучение в атмосфере аргона данных проб
светом с интенсивностью 700 μE м–2 с–1 в течение
15 мин вызывало деструкцию Хл и нарушение его
димерной структуры не более, чем на 10%, что
свидетельствует о сравнительно высокой фото-
устойчивости тетрамерного холобелка BoWSCP
(рис. 2, 3).

Возникает вопрос, за счет какого источника
происходило ревосстановление Хл, подвергшего-
ся окислению при фотохимической редокс-реак-
ции с цитохромом c? Согласно нашим результа-
там, таким донором служил трис(гидроксиме-
тил)аминометан, присутствовавший в пробах в
качестве основания Трис-HCl буферного раство-
ра. Ранее сообщалось об использовании данного
соединения в качестве донора электрона в фото-
химических экспериментах [14–16].

В пользу участия трис(гидроксиметил)амино-
метана в качестве донора электрона свидетель-

ствуют результаты опытов, в которых буферную
систему (10 мМ Трис-HCl, pH 8.0) заменяли в
пробах на 10 мМ Na-фосфатный буфер, pH 8.0.
В первые минуты облучения красным светом (λ ≥
≥ 650 нм, 1800 μE м–2 с–1) проб, содержавших хо-
лоформы BoWSCP (OD673 = 0.2), 30 мкМ цито-
хром с и 150 мМ NaCl в 10 мМ Na-фосфатном бу-
фере, pH 8.0, оптическая плотность при 550 нм
сначала незначительно повышалась. Далее про-
исходило ее монотонное снижение, свидетель-
ствовавшее об окислении цитохрома с. Причиной
могло служить присутствие в коммерческих пре-
паратах цитохрома c около 2.5% (по массе) при-
меси восстановленной формы, которая окисля-
лась следовыми количествами кислорода, сохра-
нившимися в пробах после продувки аргоном.
При добавлении в пробы Трис-HCl буфера, pH
8.0, до концентрации 10 мМ перед началом свето-
вой инкубации или в ходе облучения, наблюдали
прирост пика поглощения при 550 нм, что указы-
вало на фотовосстановление цитохрома с (рис. 4).

Из рис. 4а видно, что кривая фотовосстановле-
ния цитохрома в присутствии Трис-HCl-буфера
после 4 мин облучения выходит на плато. Воз-
можно, это является следствием более эффектив-
ного окисления цитохрома c в фосфатном буфере,
где была использована более высокая концентра-
ция цитохрома c – 30 мкМ вместо 10 мкМ (рис. 2).

Можно заключить, что трис(гидроксиме-
тил)аминометан выполнял при фотосенсибили-
зированном Хл a восстановлении цитохрома c
роль донора электрона, восстанавливающего мо-
лекулы Хл, подвергшиеся окислению во время
редокс-реакции.

Выявление фотохимической редокс активно-
сти у димеров Хл в составе холобелка BoWSCP
ориентирует на конструирование на этой основе
водорастворимых моделей реакционных центров
фотосинтетических систем с целью исследования
эволюции фотосинтетического аппарата, а также
конструирование искусственных конверторов
солнечной энергии. Очевидно, что реализация
таких моделей и обоснование их плодотворности
потребуют серьезного экспериментального ис-
следования молекулярных механизмов пигмент-
пигментных и пигмент-белковых взаимодей-
ствий в WSCP с использованием спектральных
методик с высоким временным разрешением.
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CHLOROPHYLL A DIMERS HARBORED BY WATER-SOLUBLE PROTEIN 
BoWSCP PHOTOSENSITIZE REDUCTION OF CYTOCHROME C

Yu. N. Obukhova,#, K. V. Neverova, Yu. V. Maleevab, and M. S. Kritskya

a Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” of the Russian Academy of Sciences, 
Moscow, Russian Federation

b Faculty of Biology, Moscow State University, Moscow, Russian Federation
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Presented by Academician of the RAS A.B. Rubin

When bound to water-soluble proteins of the WSCP family, chlorophyll molecules form dimers structurally
similar to “special pair” of chlorophylls (bacteriochlorophylls) in photosynthetic reaction centers. Being ex-
posed to red light (λ ≥ 650 nm) in oxygen-free solutions, chlorophyll a dimers harbored by BoWSCP holo-
proteins (from Brassica oleracea var. botrytis) have sensitized the reduction of cytochrome c. According to ab-
sorption and circular dichroism spectroscopy data, the photochemical process did not significantly impair
the structure of chlorophyll a molecules as well as their dimers harbored by BoWSCP protein. Adding tris(hy-
droxymethyl)aminomethane as an electron donor for chlorophyll recovery stimulated the photoreduction of
cytochrome c.

Keywords: WSCP proteins, chlorophyll a dimer, cytochrome c, photochemistry, tris(hydroxymethyl)amino-
methane
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