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В фотосинтетических мембранах Thiorhodospira (T.) sibirica, независимо от условий культивирова-
ния, всегда собираются два типа комплекса LH2: коротковолновый B800–830 и длинноволновый
B800–850. В данной работе изучено влияние качественного и количественного содержания кароти-
ноидов на сборку этих комплексов. Для уменьшения количества каротиноидов в фотосинтетиче-
ских мембранах и комплексах использовали ингибитор каротиноидгенеза – дифениламин (ДФА).
В клетках T. sibirica А12 ингибирование каротиноидгенеза варьировало в пределах 40–50%. Только
один раз удалось полностью подавить биосинтез каротиноидов, при этом у ДФА-комплексов LH2
изменился спектр поглощения, уменьшилась стабильность структуры, и они легко разрушались в
процессе выделения. Действие ДФА на клетки T. sibirica Kir-3 было более эффективно: из клеток
этого штамма были выделены комплексы В800–850 и В800–830, содержание каротиноидов в кото-
рых было снижено до 80, 50 и 10%. Их спектральные характеристики в ближней ИК-области не за-
висели от количества каротиноидов в комплексах и были аналогичны нативным комплексам дико-
го типа. С увеличением концентрации ДФА в среде культивирования, одновременно с общим
уменьшением содержания каротиноидов, в комплексах появлялись каротиноиды из более ранних
этапов биосинтеза, такие как нейроспорин, ζ-каротин и их гидрокси-производные. Показано, что
эффективность передачи энергии от каротиноидов к бактериохлорофиллу во всех комплексах LH2
не зависела от состава и количества каротиноидов в образцах и составляла около 40%. Поскольку
комплекс LH2 типа В800–850 в ближней ИК-области аналогичен по спектральным характеристи-
кам комплексам В800–850 из Rhodospirillum molischianum, основу структуры которых составляют
8 пар α/β-гетеродимеров, то можно предположить, что структура изучаемого комплекса В800–850
из T. sibirica также состоит из 8 пар α/β-гетеродимеров. Известно, что на один α/β-гетеродимер при-
ходится только одна молекула каротиноида, следовательно, на один комплекс LH2 из T. sibirica с
10% содержанием каротиноидов в среднем приходится менее одной (8 × 0.1 = 0.8) молекулы каро-
тиноида. Это означает, что в популяции комплексов LH2 есть как бескаротиноидные комплексы
LH2, так и комплексы, содержащие одну или более молекул каротиноидов. Очевидно, что комплек-
сы LH2 обоих типов собираются независимо от количества каротиноидов на один комплекс, и ка-
ротиноиды не являются обязательным компонентом для их корректной сборки in vivo.
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Начальный этап фотосинтеза – поглощение
фотона солнечного света у фотосинтезирующих
бактерий – происходит в так называемой антенне,
которая у пурпурных бактерий состоит из пиг-
мент-белковых комплексов: прицентрового (LH1)
и периферийного (LH2) (Cogdell et al., 2006; Ga-
brielsen et al., 2009). Наиболее часто у бактерий
присутствует комплекс LH2 типа В800–850, но
кроме него в мембранах могут также собираться бо-

лее коротковолновые комплексы LH2: В800–840,
В800–830 и В800–820 – у бактерий Allochromatium
(Alc.) vinosum, Rhodopseudomonas palustris и Thior-
hodospira (T.) sibirica (Carey et al., 2014; Muzziottia
et al., 2017). У пурпурных несерных бактерий для
комплекса LH2 типа В800–850 определена про-
странственная структура с высоким разрешением
(McDermott et al., 1995; Koepke et al., 1996; Prince
et al., 2003). Установлено, что он представляет со-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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бой цилиндр, который построен из 8 (Rhodospiril-
lum (Rs.) molischianum) или 9 (Rhodoblastus (Rbl.)
acidophilus) пар α- и β-полипептидов (Koepke et al.,
1996; Prince et al., 2003). В комплексе В800–850 из
Rbl. acidophilus молекулы бактериохлорофилла
(БХл) формируют два кольца, которые называют
по полосам поглощения БХл в ближней ИК-об-
ласти (БХл800 и БХл850). Кольцо БХл800 этого
комплекса состоит из 9 молекул БХл, плоскости
порфириновых колец которых располагаются па-
раллельно плоскости мембраны. Кольцо БХл850
состоит из 18 молекул БХл, и плоскости порфи-
риновых колец этих молекул БХл располагаются
перпендикулярно плоскости мембраны (Papiz et al.,
2003; Cogdell et al., 2006). Комплексы серных бак-
терий изучены хуже, и только для комплекса LH2
из Ectothiorhodospira (Ect.) haloalkaliphila были по-
лучены кристаллы, которые позволили устано-
вить его структуру с разрешением 3.7 Å (Leiger et al.,
2019). Показано, что структура этих комплексов
LH2, также, как и у несерных бактерий, построе-
на из восьми α/β-гетеродимеров, которые связы-
вают 3 молекулы БХл и одну молекулу каротино-
ида. Подобие основных структурных элементов
комплексов LH2 у серных и несерных бактерий
находит дополнительное подтверждение в схоже-
сти их спектральных и биохимических характери-
стик.

Более коротковолновые типы комплексов LH2
(В800–840, В800–830 и В800–820) могут соби-
раться в фотосинтетической мембране в зависи-
мости от условий культивирования. В клетках
штаммов Alc. vinosum ATCC 17899 и D при освеще-
нии ≥1200 лк и в присутствии сульфида натрия со-
бираются преимущественно комплексы В800–850,
а в присутствии тиосульфата натрия и освещении
≤500 лк – комплексы В800–820 и В800–840 (Боль-
шаков и соавт., 2016; Carey et al., 2014). Причиной
сдвига длинноволнового максимума полосы по-
глощения БХл в периферийных комплексах явля-
ется гетерогенный (неоднородный) пептидный
состав этих комплексов. Было показано, что в
клетках Alc. vinosum D присутствуют шесть pucB и
A генов, которые кодируют 6 разных α- и β-поли-
пептидов (Carey et al., 2014). В комплексе B800–850
на α1 приходится около половины присутствую-
щих α-полипептидов, а α2 и α3 составляют
остальную часть. Состав β-полипептидов в этом
комплексе примерно одинаков. В комплексе
B800–820 полипептиды α5 и α6 являются основ-
ными компонентами и присутствуют в одинако-
вых пропорциях (30–40%), тогда как β5 составляет
около половины всех β-полипептидов. В комплек-
се LH2 типа B800–840 основными α-полипепти-
дами являются α1 и α2, а основным β-полипепти-
дом является β5 (Carey et al., 2014). В результате
взаимодействия молекул БХл850 с аминокисло-
тами разных α- и β-полипептидов происходит из-
менение угла наклона плоскости порфиринового

кольца БХл850, что в свою очередь и приводит к
смещению максимума БХл850 в коротковолно-
вую область. Поскольку на положение длинно-
волнового максимума БХл в комплексах LH2
влияет только угол наклона плоскости порфири-
нового кольца молекул БХл (Razjivin et al., 2000;
Niedzwiedzki et al., 2012; Löhner et al., 2015), то, с
высокой долей вероятности, можно утверждать,
что разные типы комплексов LH2 из одной бакте-
рии сформированы одинаковым количеством
α/β-гетеродимеров.

Отметим, что T. sibirica Kir-3 не реагирует из-
менением спектральных характеристик при мо-
дификации состава среды культивирования или
условий освещения. В ее клетках всегда присут-
ствуют два типа комплексов LH2: коротковолно-
вый B800–830 и длинноволновый B800–850. По-
этому можно предположить, что у T. sibirica Kir-3
отсутствует светоиндуцированный синтез разных
типов α- и β-полипептидов. Вероятно, что эти
пептиды синтезируются независимо от интен-
сивности света и состава среды, что и приводит к
сборке сразу двух типов комплексов LH2 (B800–
830 и B800–850). Ранее в работе Разживина и со-
авт. (2007) было высказано предположение, что
эти комплексы образуют прочную связь типа
B800–830–850, однако в настоящей работе пока-
зано, что комплексы B800–830 и B800–850 хоро-
шо разделяются хроматографическими методами
на два отдельных комплекса.

Основными пигментами у фотосинтезирующих
бактерий является БХл, а вспомогательными – ка-
ротиноиды. Молекула каротиноида располагает-
ся в пространстве между α- и β-полипептидами в
так называемом “гидрофобном кармане”. Ее по-
лиеновая цепь контактирует, как минимум, с
15 аминокислотами α/β гетеродимера, в результа-
те приобретая изогнутую S-конформацию (Cog-
dell et al., 2006).

Каротиноиды присутствуют в мембранах всех
фотосинтезирующих организмов, выполняя не-
сколько функций в процессе фотосинтеза: светосо-
бирающую, структурную, защитную и т.д. (Griffiths
et al., 1955; Glaeser, Klug 2005; Telfer et al., 2008;
Gabrielsen et al., 2009). Для изучения различных
аспектов функционирования каротиноидов в
бактериальных антенных комплексах необходи-
мо сравнивать свойства этих объектов с кароти-
ноидами и без них. Имеется много данных о том,
что комплексы LH2 типа В800–850 у бескароти-
ноидных мутантов несерных бактерий не собира-
ются, и на этом основании был сделан вывод, что
каротиноиды необходимы для сборки этих ком-
плексов (Jones et al., 1992; Lang et al., 1994, 1995;
Chi et al., 2014). У серных бактерий ситуация не-
сколько иная, и с помощью ингибирования био-
синтеза каротиноидов дифениламином (ДФА)
можно получить практически бескаротиноидные
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клетки с нормальным набором пигмент-белко-
вых комплексов с нативными спектральными ха-
рактеристиками. К настоящему времени такие
клетки были получены для штаммов двух видов
серных бактерий: Alc. vinosum МГУ (старое назва-
ние Allochromatium minutissimum) и Ect. haloalka-
liphila (Москаленко и соавт., 1991; Makhneva et al.,
2008; Большаков, 2012; Ashikhmin et al., 2014). К
сожалению, использование ДФА имеет ограниче-
ния и подходит не для всех видов серных бакте-
рий. Поэтому поиск серных бактерий, у которых
можно полностью ингибировать биосинтез каро-
тиноидов, является важной задачей. Изучение
структурных и физико-химических свойств бес-
каротиноидных пигмент-белковых комплексов
позволит уточнить свойства и механизмы функ-
ционирования этих пигментов и лучше понять
механизм сборки этих комплексов in vivo.

В настоящей работе представлены данные по
ингибированию биосинтеза каротиноидов в
клетках T. sibirica и выделению из них комплексов
LH2 (В800–830 и В800–850) с разным качествен-
ным и количественным содержанием каротинои-
дов и изучению их свойств.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования и условия культивирова-
ния. Клетки штаммов T. sibirica А12 и Kir-3 выра-
щивали на модифицированной среде Ормерода
(около 2000 лк; 27–30°C), их использовали сразу
или хранили при –20°С (Ormerod et al., 1961). В
качестве источника света использовали лампы
накаливания мощностью 75 Вт. Клетки собирали
в стационарной фазе роста (4–6 сут). Для ингиби-
рования биосинтеза каротиноидов использовали
разные концентрации ДФА: 18, 36, 53 и 71 мкМ.

Для выделения пигмент-содержащих мембран
клетки ресуспендировали в 50 мМ трис-HCl бу-
фере (рН 8.0) и разрушали на ультразвуковом дез-
интеграторе УЗД2-0.1-22 (22 кГц, дважды по 60 с).
Мембраны выделяли методом дифференциаль-
ного центрифугирования, как описано в работе
(Moskalenko et al., 2005). Поскольку комплексы
В800–830 и В800–850 имеют близкую электрофо-
ретическую подвижность и, следовательно, их
нельзя разделить методом электрофореза, то для
их выделения использовали хроматографию на
колонке с DEAE-TOYOPEARL 650 S в градиенте
концентрации NaCl (Большаков и соавт., 2016).
Выделенные мембраны и комплексы хранили
при температуре –18°С.

Анализ каротиноидов проводили методом
ВЭЖХ (Ashikhmin et al., 2014) на колонке Spher-
isorb ODS2, 5 мкм (“Waters”, США). Для разделе-
ния смеси пигментов использовали следующие рас-
творы: Раствор “А”: 23% этилацетат и 77% раствора
“С”. Раствор “B”: чистый этилацетат. Раствор “С”:

90% ацетонитрила и 10% воды. Концентрацию
каротиноидов рассчитывали согласно коэффи-
циентам экстинкции (Gall et al., 2005) и площадей
полос поглощения в области 360–550 нм с помо-
щью программы LC-solution (“Shimadzu”, Япо-
ния).

Методы спектроскопии. Спектры поглощения
клеток пурпурных бактерий, выделенных из них
хроматофоров и пигмент-белковых комплексов
регистрировали при комнатной температуре на
спектрофотометре Cary 50 (“Varian”, Австралия),
спектры флуоресценции (800–870 нм) и возбуж-
дения флуоресценции (область возбуждения
300–650 нм) – на модифицированном спектро-
флуориметре Cary Eclips (“Varian”, Австралия),
спектры кругового дихроизма – на спектрополя-
риметре JASCO – 600 (Япония) в диапазонах
длин волн от 230 до 600 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе работа проводилась на образцах
из штамма T. sibirica A12. Их спектры поглощения
представлены на рис. 1. В спектре поглощения мем-
бран T. sibirica, в отличие от других серных и несер-
ных бактерий, присутствуют четыре Qy-перехода
БХл в ближней ИК-области с максимумами
при 800, 830, 850 и 895 нм, характерные для ком-
плексов LH2 (В800–830 и В800–850) и ансамбля
LH1–RC (В890) соответственно (рис. 1а,
спектр 1). Из этих мембран выделены оба типа
комплексов LH2 (В800–830 и В800–850; результаты
не показаны). Однако в присутствии 71 мкМ ДФА
добиться активного роста культуры в серии прове-
денных опытов удалось только один раз (рис. 1а,
спектр 2). В данной мембране практически полно-
стью отсутствовали окрашенные каротиноиды
(область 420–550 нм). Используя стандартную
методику электрофореза, была выделена смесь
ДФА-комплексов LH2, однако разделить ДФА-
комплексы В800–850 и В800–830 не удалось (рис.
1а, спектр 3). Выделенные ДФА-комплексы спек-
трально отличались от нативных: практически
полностью отсутствовала полоса БХл при 850 нм,
а полоса при 800 нм сместилась в более коротко-
волновую область. Используя метод хроматогра-
фии, выделить из ДФА-мембран комплексы LH2
также не удалось, так как они быстро окислялись
(разрушались). Поскольку рост T. sibirica A12T в
присутствии ДФА был сложно прогнозируемым, то
воспроизвести эти результаты не удалось, и поэтому
дальнейшая работа была проведена на клетках T. si-
birica Kir-3.

Спектры поглощения фотосинтетических
мембран у обоих штаммов T. sibirica были похожи
(рис. 1а и 1б). Из этих мембран были выделены
два типа комплексов LH2 и LH1–RC. В ближней
ИК-области спектра комплексы LH2 имеют две
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Qy полосы поглощения. У комплекса В800–850
они локализованы при 790 и 852 нм, а у комплек-
са В800–830 при 793 и 826 нм (рис. 2). Комплекс
LH1 имеет один Qy переход при 894 нм, а полосы
поглощения РЦ, локализованные при 890, 800 и
756 нм, маскируются полосами поглощения све-
тособирающих комплексов (рис. 2). Комплекс
В800–850 в ближней ИК-области аналогичен по
спектральным характеристикам комплексам
В800–850 из Rs. molischianum, основу структуры ко-
торых составляют 8 пар α/β-гетеродимеров (Koepke
et al., 1996). Можно предположить, что структура
изучаемого комплекса В800–850 также состоит из
8 пар α/β-гетеродимеров.

Спектры поглощения обоих комплексов LH2
совпадают в каротиноидной области (420–
550 нм) по положению и интенсивности полос,
что свидетельствует о близком составе каротино-
идов (рис. 2). Это подтверждается данными
ВЭЖХ анализов (табл. 1). В обоих комплексах
LH2 содержатся практически одинаковые коли-
чества родопина и дидегидрородопина. Неболь-
шое отличие заключается в содержании спирил-
локсантина и ангидрородовибрина (табл. 1). В
спектре поглощения комплекса LH1–RC более
выражена полоса при 544 нм, что указывает на бо-
лее высокое содержание спириллоксантина
(рис. 2, табл. 1).

Обычно для выращивания бактерий Alc. vino-
sum МГУ и Ect. haloalkaliphila с полностью подав-
ленным биосинтезом каротиноидов использова-
ли 71 мкМ (12 мг/л) ДФА (Москаленко и соавт.,
1991; Большаков, 2012; Makhneva et al., 2008; Ash-
ikhmin et al., 2014). Однако при данной концен-
трации ДФА клетки T. sibirica не росли, поэтому
мы провели скрининг разных концентраций
ДФА. При снижении концентрации ингибитора
до 35.5 и 17.75 мкМ были получены клетки с 50 и
80% содержанием каротиноидов соответственно.
ДФА в концентрации 53.25 мкМ тормозил рост
культуры, и ее выход на стационарную фазу был
достигнут только к 16 сут культивирования, зна-
чительно позже чем в контроле (3–4 сут). По на-
шим расчетам общее содержание каротиноидов в
мембранах из этих клеток (рис. 1б, спектр 2) не
превышало 10%, по сравнению с контролем. Из
всех ДФА-клеток были выделены фотосинтети-
ческие мембраны и светособирающие комплексы
(рис. 2, вставка).

Был изучен каротиноидный состав всех ком-
плексов методом ВЭЖХ (рис. 3). В ДФА-комплек-
сах В800–850 и В800–830 c содержанием каротино-
идов 75–80% снижалось содержание спириллоксан-
тина, ангидрородовибрина и дидегидрородопина,
при этом появлялись каротиноиды из более ранних
этапов биосинтеза, которых нет в контрольных
мембранах: ОН-нейроспорин и ликопин
(табл. 1). В ДФА-комплексах c содержанием ка-
ротиноидов ~50% наблюдалось еще более замет-
ное уменьшение содержания основных кароти-
ноидов и увеличение содержания ликопина и
ОН-нейроспорина (табл. 1). В комплексах с ми-
нимальным содержанием каротиноидов (~10%)
количество родопина, дидегидрородопина и ан-
гидрородовибрина не превышало 1–2%, а спирил-
локсантин присутствовал только в следовых коли-
чествах. Основными каротиноидами в этих образ-
цах являлись промежуточные продукты работы
фитоиндесатуразы: ζ-каротин, нейроспорин и их
гидрокси-производные (табл. 1).

В комплексах В800–830 и В800–850 эффек-
тивность переноса энергии с каротиноидов на

Рис. 1. Спектры поглощения контрольной мембраны (1),
ДФА-мембраны (2) и смеси ДФА-комплексов LH2 (3) из
T. sibirica штамм A12 (а); контрольной мембраны (1) и
ДФА-мембраны (2) из T. sibirica штамм Kir-3 (б).
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БХл составила порядка 40% (рис. 4). Даже при
снижении содержания каротиноидов до 10% этот
показатель не изменился и варьировал в пределах
2–3% (на рисунке не показано). Таким образом,
изменение каротиноидного состава не влияло на
эффективность передачи энергии на БХл, что со-
гласуется с результатами более ранних работ в на-
шей лаборатории. При сравнении эффективно-
сти передачи энергии от каротиноидов на БХл во
всех модифицированных комплексах LH2 из

Alc. vinosum не было обнаружено прямой зависи-
мости между уменьшением сопряженных двой-
ных связей (СДС) у каротиноидов и увеличением
эффективности этого процесса (Ашихмин и со-
авт., 2018).

Измерение сигнала кругового дихроизма (КД)
в области 220–600 нм показало зависимость между
содержанием каротиноидов в комплексах и ин-
тенсивностью сигнала КД этих пигментов. В кон-
трольных комплексах В800–830 и В800–850 в

Рис. 2. Спектры поглощения пигмент-белковых комплексов В800–850 (1), В800–830 (2) и В890/LH1–RC (3), выде-
ленных из T. sibirica Kir-3. На вставке показаны спектры поглощения ДФА-комплексов В800–850 (а) и В800–830 (б),
выделенных из контрольных клеток (1) и выращенных в присутствии 12 (2), 36 (3) и 53 (4) мкМ ДФА. Спектры норми-
рованы по Qx полосе БХл (590 нм).
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Таблица 1. Каротиноидный состав (моль, %) комплексов B800–830 и B800–850, выделенных из клеток штамма
T. sibirica Kir-3 и клеток, выращенных в присутствии 18, 36 и 53 мкМ ДФА

* СКК – свободные каротиноидные карманы. Прочерк – каротиноиды не обнаружены.

Каротиноид
Контроль 18 мкМ ДФА 36 мкМ ДФА 53 мкМ ДФА

B800–850 B800–830 В800–890 B800–850 B800–830 B800–850 B800–830 B800–850 B800–830

ζ-Каротин – – – – 3.4 – 3.3 2.9
ОН-ζ-каротин – – – – – – 0.7 0.4
Нейроспорин – – – – – – 0.6 0.5
ОН-нейроспорин – – 9.4 14.0 29.2 22.3 4.1 3.0
Ликопин – – 2.6 1.1 13.9 13.0 Следы Следы
Родопин 30.8 30.8 12.7 43.3 31.4 6.6 9.1 0.7 1.2
Дидегидрородопин 6.0 5.4 7.3 2.6 – – – Следы Следы
Ангидрородовибрин 58.4 53.5 29.4 21.0 21.7 1.9 5.6 0.6 1.8
Спириллоксантин 4.7 10.3 50.6 1.1 6.8 Следы Следы Следы 0.2
СКК* 0 0 20 25 45 50 90 90
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спектрах КД отмечены положительные полосы с
максимумами при 250, 340, 360, 385, 515 и 540 нм
и отрицательные – с максимумами при 225, 315 и
465 нм (рис. 5). Форма КД-спектров комплексов
В800–830 и В800–850 незначительно отличается,
что указывает на сходное пространственное по-
ложение каротиноидов в этих комплексах. В ДФА
комплексах в спектре КД отмечена тенденция к
уменьшению как положительных, так и отрица-
тельных сигналов, что коррелирует с уменьшени-
ем содержания каротиноидов.

Отметим, что обычно при выходе культуры на
стационарную фазу роста в комплексах накап-
ливаются каротиноиды из финальных этапов
биосинтеза, такие как спириллоксантин у Rho-
dospirillum rubrum и сфероиден/сфероиденон у
Rhodobacter sphaeroides (Yeliseev et al., 1996). В слу-
чае T. sibirica на поздних этапах роста в комплек-
сах LH2 присутствуют преимущественно родо-
пин и ангидрородовибрин (суммарно более 80%),
то есть промежуточные продукты биосинтеза ка-
ротиноидов, при этом содержание спирилло-
ксантина не превышает 5–10%. Похожие данные
были получены ранее для бактерий Ect. haloalka-
liphila и Alc. vinosum ATCC 17899 (Ashikhmin et al.,
2014; Большаков и соавт., 2016). Ранее мы условно
разделили биосинтез каротиноидов у Alc. vinosum
МГУ на две ветви с конечными продуктами родо-
пином и спириллоксантином соответственно.
Основанием для такого деления было высокое
содержание родопина в комплексе LH2, а также
встраивание лимитированных количеств спирил-
локсантина в комплекс LH2 (Большаков и соавт.,
2017). На основании указанных результатов было

предположено, что в мембранах Alc. vinosum МГУ
присутствуют два типа комплексов LH2, один из
которых связывает в основном родопин, а второй –
спириллоксантин. Неясно, существует ли такая
же тенденция в комплексах В800–850 и В800–830
из T. sibirica Kir-3, так как они содержат сравни-
тельно мало родопина (30.8%) и много ангидро-
родовибрина (53.5–58.4%), который мы отнесли
к спириллоксантиновой ветви биосинтеза. Воз-
можно, что в эти комплексы можно легко встро-
ить значительные количества спириллоксантина,
но для этого нужны дополнительные экспери-
менты, что является целью дальнейшей работы.

Рис. 3. Часть ВЭЖХ хроматограммы комплексов
В800–830 (а) и ДФА-В800–830 (б) из T. sibirica Kir-3.
Идентификация пиков: 1 – дидегидрородопин, 2 –
родопин, 3 – спириллоксантин, 4 – ОН-нейроспо-
рин, 5 – ОН-ζ-каротин, 6 – ангидрородовибрин, 7 –
нейроспорин, 8 – ζ-каротин. Хроматограмма записа-
на при 270–800 нм.
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Рис. 4. Спектр поглощения комплекса B800–850, вы-
деленного из клеток штамма T. sibirica Kir-3 дикого
типа (1) и спектры флуоресценции (2) и возбуждения
флуоресценции этого комплекса (3) – показан пунк-
тиром.

400 500

586

532

786

862852

501

700 900600 800
Длина волны, нм

П
ог

ло
щ

ен
ие

, о
тн

. е
д.

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
, о

тн
. е

д.

2

1
3

Рис. 5. Спектры КД комплексов В800–850 из T. sibiri-
ca Kir-3: контрольные (1), с 80% (2) и 40% (3) и 10%
(4) содержанием каротиноидов.
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У T. sibirica биосинтез каротиноидов протекает
в несколько стадий. Сначала фитоиндесатураза
последовательно проводит четыре реакции десату-
рации, превращая фитоин в фитофлуин, затем в
ζ-каротин, нейроспорин и, наконец, в ликопин.
На втором этапе, на ликопин последовательно
воздействуют ферменты гидратаза, десатураза и
метилтрансфераза: ликопин → родопин → 3,4-
дидегидрородопин → ангидрородовибрин → ро-
довибрин → ОН-спириллоксантин → спирилло-
ксантин. Промежуточные продукты работы фито-
индесатуразы (ζ-каротин и нейроспорин) никогда
не обнаруживаются в нормальных клетках и мем-
бранах и выявляются только при нарушении био-
синтеза каротиноидов. По факту их можно рассмат-
ривать как каротиноиды-предшественники для ли-
копина. Появление их в ДФА-комплексах LH2
свидетельствует о частичном нарушении в работе
фитоиндесатуразы под действием ингибитора
ДФА. В результате образуются каротиноиды про-
межуточных стадий работы этого фермента. Опи-
раясь на полученные в данной статье результаты
и опыт предыдущих работ, можно утверждать, что
ДФА действует как на фитоинсинтетазу, значитель-
но снижая синтез предшественника С40 каротинои-
дов – фитоина, так и в значительной степени на
фитоиндесатуразу, нарушая ее работу. Однако
очевидно, что другие ферменты каротиноидге-
неза (гидратаза, десатураза и метилтрансфераза)
продолжают быть активными, и поэтому появля-
ются продукты более поздних стадий биосинтеза
(спириллоксантин, ангидрородовибрин, родо-
пин) или новые – ОН-нейроспорин (табл. 1).

Известно, что в комплексах LH2 пурпурных
бактерий один α/β-гетеродимер нековалентно
связывает только одну молекулу каротиноида
(Cogdell et al., 2006; Gabrielsen et al., 2009). Если
предположить, что комплексы LH2 из T. sibirica
состоят из 8 α/β-гетеродимеров, то они должны
содержать и 8 молекул каротиноидов. Таким об-
разом, 100 контрольных комплексов LH2 должны
содержать 800 молекул каротиноидов. В ДФА-
комплексах LH2 с максимальным ингибировани-
ем каротиноидгенеза (90% ингибирование) на 100
комплексов приходится 80 молекул каротиноидов.
Следовательно, только 80 ДФА-LH2 комплексов
из 100 могут содержать по одной молекуле кароти-
ноида, а остальные 20 ДФА-LH2 комплексов – ни
одной. Однако эти представления отражают сред-
нее содержание каротиноидов на один комплекс.
Ранее мы выявили гетерогенность по каротиноид-
ному составу ДФА-комплексов LH2 в мембранах
разных бактерий (Makhneva et al., 2008; Большаков и
соавт., 2015). Было установлено, что в популяции
ДФА-комплексов присутствуют более и менее
термостабильные комплексы, и их термостабиль-
ность возрастает с увеличением количества кароти-
ноидов на комплекс. Например, из ДФА-клеток
Rbl. acidophilus были выделены комплексы ДФА-

В800–850 с ~46% содержанием каротиноидов. Из
этой фракции удалось выделить комплексы LH2 с
содержанием каротиноидов около 90%, тогда как
остальные комплексы LH2 с содержанием каро-
тиноидов менее 1 молекулы на один комплекс
были разрушены. Поэтому можно предположить,
что в исследуемых ДФА-мембранах с 10% содер-
жанием каротиноидов количество комплексов
LH2 без каротиноидов превышает 10%.

Процесс сборки комплексов LH2 in vivo прак-
тически не изучен, однако известно, что при му-
тациях в генах СrtI и СrtB (фитоинсинтетаза и фи-
тоиндесатураза) подобные комплексы в клетках
несерных бактерий не собираются (Jones et al.,
1992; Lang et al., 1994, 1995; Chi et al., 2014). В та-
ких мутантах биосинтез каротиноидов работает
по принципу “всe или ничего”: мутанты, нокау-
тированные по данному гену, сохраняют 100%
синтез каротиноидов, предшествующих этому ге-
ну. Таким образом, у несерных бактерий суще-
ствует простая взаимосвязь: есть 100% синтез ка-
ротиноидов – есть сборка комплексов LH2, нет
синтеза каротиноидов – нет сборки комплексов
LH2. В клетках, выращенных в присутствии ин-
гибитора, состав каротиноидов и их количество в
расчете на один комплекс изменяется в широких
пределах (от 100 до 1–2%). Поэтому возникает во-
прос: сколько каротиноидов нужно для сборки од-
ного комплекса LH2 in vivo? Данные, полученные с
ингибиторами каротиноидгенеза, показывают, что
сборка комплекса LH2 у серных бактерий происхо-
дит независимо от биосинтеза каротиноидов, и
комплексы у серных бактерий собираются в от-
сутствии каротиноидов. Фактически это означа-
ет, что каротиноиды не требуются для его сборки
in vivo. Разница в конечном результате нокаутиро-
вания генов биосинтеза каротиноидов и действия
ингибитора может быть связана с тем, что в первом
случае выключается цепочка: ген (СrtI и СrtB) –
фермент биосинтеза каротиноида – ансамбль фер-
ментов этого биосинтеза – каротиноид. Во втором
случае выключается только последнее звено этой
цепочки, что позволяет нам сделать вполне обосно-
ванное предположение об участии ансамбля фер-
ментов биосинтеза каротиноидов в формировании
места сборки комплексов типа LH2. Вопрос о ме-
ханизме сборки комплексов LH2 in vivo в настоя-
щее время остается открытым и требует дальней-
ших исследований. Однако уже сейчас ясно, что
каротиноиды не являются обязательным компо-
нентом для корректной сборки этих комплексов.
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Abstract—Regardless of cultivation conditions, two types of LH2 complexes are always assembled in photo-
synthetic membranes of Thiorhodospira (T.) sibirica: short-wave B800–830 and long-wave B800–850. The
present work studied the effect of qualitative and quantitative content of carotenoids on assembling of these
complexes. Diphenylamine (DPA), an inhibitor of carotenoid biosynthesis, was used to decrease the content
of carotenoids in photosynthetic membranes and the complexes. In the cells of T. sibirica strain A12T, inhibi-
tion of carotenoid biosynthesis ranged from 40 to 50%. Complete suppression of carotenoid biosynthesis was
achieved only once, which resulted in absorption spectrum changes of the DPA-LH2 complexes and lower
stability of their structure; they were often destroyed during the isolation. The use of DPA with the cells of
T. sibirica strain Kir-3 was more efficient. From inhibited cells of this strain, B800–850 and B800–830 com-
plexes were isolated, in which the carotenoid content decreased to 80, 50, and 10%. Their spectral character-
istics in the near infrared region were independent of the carotenoid quantity in the complexes and were sim-
ilar to those of native complexes of the wild-type. At higher DPA concentration in the cultivation medium,
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accompanied by a decrease of the overall carotenoid content, such carotenoids of the earlier stages of biosyn-
thesis as neurosporene, ζ-carotene, and their hydroxy derivatives, were found in the complexes. The efficien-
cy of energy transfer from carotenoids to bacteriochlorophyll in all LH2 complexes was not shown to depend
on the composition and quantity of carotenoids in the samples and was ~40%. Since the near-infrared spec-
trum of the LH2-complex of the B800–850 type was similar to that of the B800–850 complexes from Rho-
dospirillum molishianum, with 8 pairs of α/β-heterodimers forming the basis of their structure, it is
possible to assume that the structure of the studied B800–850 complex from T. sibirica also consists of 8 pairs
of α/β-heterodimers. A single carotenoid molecule is known to occur per the α/β heterodimer; therefore, on
average less than one carotenoid molecule (8 × 0.1 = 0.8) occurs per an LH2 complex from T. sibirica with
10% carotenoid content. This implies that the population of LH2 complexes contains both carotenoidless
LH2 complexes and the complexes containing one or more carotenoid molecules. Obviously, LH2 complexes
of both types are assembled regardless of the quantity of carotenoids per a complex, and carotenoids are not
the required component for their correct assembly in vivo.

Keywords: bacterial photosynthesis, pigment-containing membranes, light-harvesting pigment-protein
complexes, carotenoid biosynthesis, diphenylamine, an inhibitor of carotenoid biosynthesis, HPLC
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