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Известно, что комплексы ряда металлов являются ингибиторами тех или иных физиологических
процессов в фотосинтезирующих организмах. С целью поиска новых эффективных ингибиторов
синтезированы и исследованы шесть новых комплексов сурьмы(III) на предмет ингибирования фо-
тохимической активности фотосистемы II (ФСII) и ключевых хлоропластных ферментов, таких как
карбоангидраза и глутатионредуктаза. Обнаружено, что ряд комплексов эффективно ингибирует
карбоангидразную активность ФСII, но менее эффективно – фотохимическую активность этой фо-
тосистемы. При этом все комплексы ингибировали активность хлоропластной глутатионредуктазы.

DOI: 10.1134/S1992722320010148

ВВЕДЕНИЕ
Сокращение пригодных для сельского хозяй-

ства земель и увеличение населения земли приво-
дят к увеличению спроса на продукты питания.
Защита посевов от сорняков является одним из
факторов повышения эффективности производ-
ства зерна [1, 2]. Многие сорняки со временем
приобретают устойчивость к гербицидам, поэто-
му актуальной проблемой является синтез новых
ингибиторов роста и развития сорняков. Для этой
цели нужны соединения, которые могли бы эф-
фективно подавлять фотосинтетическую актив-
ность и/или активность ключевых ферментов
растений, важных для поддержания роста и фото-
синтеза сорняков.

Ингибиторы фотосинтеза подавляют течение
световых реакций фотосинтеза, которые реализу-
ются через мультиферментный комплекс, состоя-
щий из двух связанных фотосистем: фотосистема
II (ФСII) и фотосистема I, преобразующие энер-
гию поглощенного света в энергию химических
связей в виде аденозинтрифосфата (АТФ) и вос-
становительных эквивалентов никотинамидаде-
ниндинуклеотидфосфата (НАДФН), потребляе-

мых в темновой фазе фотосинтеза – цикле Каль-
вина [3]. При этом ФСII является одной из
ключевых мишеней действия ингибиторов на
сорняки [4]. Ингибиторы связываются с ключе-
вым белком D1 ФСII, необходимым для нормаль-
ного функционирования фотосистемы, в резуль-
тате снижается поток электронов от воды к
НАДФН и тем самым ингибируется синтез АТФ и
уменьшается содержание восстановительных эк-
вивалентов. Согласно [5, 6] ФСII обладает карбо-
ангидразной активностью. Карбоангидраза –
один из ключевых ферментов во многих биологи-
ческих процессах, который регулирует гомеостаз
и транспорт СО2, что важно для поддержания фо-
тосинтеза и дыхания, уровня рН и секреции элек-
тролитов в различных тканях [7]. Все это предпо-
лагает, что карбоангидраза может быть мишенью
потенциальных ингибиторов, подавляющих ак-
тивность ФСII.

С другой стороны, ингибиторы могут приме-
няться не только для синтеза соединений, обла-
дающих свойствами гербицидов, используемых
для защиты растений от сорняков, но и использо-
ваться для исследования функций конкретных
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ферментов, важных для функционирования фо-
тосинтетического аппарата (ФА), в частности
карбоангидразы и ферментов аскорбат-глутатио-
нового цикла [8–11]. Ферменты метаболизма глута-
тиона могут быть еще одной мишенью для ингиби-
рующего действия новых химических соединений.
Глутатион присутствует в восстановленной (GSH)
и окисленной (GSSG) формах и вместе с фермен-
тами, такими как глутатионредуктаза (ГР) и глу-
татионтрансфераза, является важной частью ан-
тиоксидантной системы защиты растений от
окислительного стресса [12, 13]. При этом важ-
ную физиологическую роль играет восстановлен-
ный глутатион [12]. Глутатионредуктаза играет
ключевую роль в ответе на окислительный стресс
при действии различных стрессовых факторов
окружающей среды, поддерживая основной пул
восстановленного глутатиона [12, 13], и ее инги-
бирование может негативно повлиять на сорняк,
ингибируя активность его антиоксидантной си-
стемы. Так, было показано, что активность ГР иг-
рает важную роль при действии ряда стрессовых
факторов, таких как засуха, экстремальные тем-
пературы и действие гербицидов на растения [14].

Комплексы сурьмы обладают противораковой
и противопаразитарной активностью, поэтому
используются в медицине [15]. Однако они могут
применяться и как ингибиторы фотосинтетиче-
ской активности. Так, на примере клеток Syn-
echocystis sp показано, что сурьма (Sb) подавляет
активность ФСII, ингибируя электронный транс-
порт от QА к QВ, а также подавляет выделение кис-
лорода [16]. Карбоангидразная активность хлоро-
пластов тесно связана с их фотохимической
активностью, в частности карбоангидразная ак-
тивность ФСII необходима для ее оптимального
функционирования [5, 11]. По-видимому, сурьма
ингибирует карбоангидразную активность хлоро-
пластов. Также известно, что комплексы сурьмы
ингибируют активность ГР [17].

В этой связи в настоящей работе было изучено
ингибирующее действие новых металлоoргани-
ческих комплексов на основе сурьмы(III) на фо-
тохимическую активность ФСII и активность
хлоропластных карбоангидразы и глутатионре-
дуктазы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Фотохимически активные фрагменты тилако-
идной мембраны, обогащенные ФСII (мембран-
ные препараты ФСII, далее препараты), получали
из листьев растений гороха Pisum sativum, выра-
щенных в течение двух–трех недель.

Все соединения и ферменты были приобрете-
ны у Sigma-Aldrich (США) и использовались без
дальнейшей очистки. Для приготовления исход-
ных растворов комплексов использовали диме-

тилсульфоксид (ДМСО). Фрагменты тилакоид-
ной мембраны, обогащенные ФСII (далее препа-
раты), выделяли из листьев Spinacia oleraceae
согласно методике [18] и хранили при –80°С.
Концентрацию хлорофилла (а + b) в препаратах
определяли в 80%-ном ацетоне согласно Arnon
[19] с использованием спектрофотометра Shimad-
zu UV-1900 (Япония). Использовали ГР из хлоро-
пластов шпината. Исходный раствор ГР готови-
ли, используя 100 единиц фермента на 10 мл фос-
фатного буфера (0.2 М, рН 7.2), который хранили
при 4°С. Описание методик измерения активно-
стей карбоангидразы и ГР даны в [20]. При этом
вместо α-карбоангидразы растений в качестве
модельного фермента был использован изофер-
мент α-карбоангидразы из бычьих эритроцитов,
аминокислотная последовательность которого
сходна с α-карбоангидразами растений.

Для анализа фотохимической активности
ФСII с помощью флуориметра (XE-PAM, Heinz
Walz, Германия) с использованием программного
обеспечения Power Graph Professional 3.3 измеря-
ли кинетику фотоиндуцированных изменений
выхода флуоресценции хлорофилла ФСII ( ),
связанных с фотовосстановлением первичного
акцептора электронов ФСII, пластохинона QA.
Измерения проводили в 1 см кварцевой кювете
при 20°C и постоянном перемешивании.

Среда для измерения содержала 25 мМ MES–
NaOH (рН 6.5), 10 мМ NaCl и 300 мМ сахарозы.
Общий объем измерительной смеси составлял
1 мл. Концентрация образца по хлорофиллу со-
ставляла 10 мкМ мл–1. В ходе измерений были
определены уровни флуоресценции F0 и Fmax –
минимальный и максимальный выход флуорес-
ценции хлорофилла соответственно, уровень пе-
ременной флуоресценции (  = Fmax – F0), а также
максимальный квантовый фотохимический вы-
ход ФСII ( ). Минимальный выход флуо-
ресценции F0 измеряли при слабых зондирующих
импульсах измерительного света (λ = 490 нм; ин-
тенсивность света – 4 мкмоль фотонов м–2 с–1) в
адаптированных к темноте образцах. Для реги-
страции Fmax образцы, адаптированные к темноте,
подвергали воздействию света насыщающей ин-
тенсивности (1000 мкмоль фотонов м–2 с–1).

Ингибирование фотохимической активности
ФСII регистрировали после 3 мин темновой ин-
кубации препаратов в присутствии комплексов
Sb(III) или 1% ДМСО.

Химические формулы шести комплексов,
включающих Sb(III), использованных в работе,
приведены в табл. 1.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

На основе данных фотоиндуцированных из-
менений выхода флуоресценции хлорофилла в
результате фотовосстановления первичного ста-
бильного акцептора электронов ФСII QA оценили
влияние комплексов Sb(III) на максимальный
квантовый выход ФСII ( ), который отра-
жает фотосинтетическую активность фотосисте-
мы. Величина  уменьшалась при наличии
комплексов Sb(III). Однако достоверные величи-
ны снижения были не столь значительными и на-
ходились в пределах 4–7% (табл. 2). Здесь началь-
ное соотношение  (где Fmax = F0 + ) было
принято за 100%. При этом уровень  уменьшал-
ся (рис. 1), за счет чего снижалось соотношение

, в то время как уровень начальной флуо-
ресценции F0 и наклоны кривых спада флуорес-
ценции в темноте не изменялись (не ускорялись и
не замедлялись) в отличие от вариантов с добав-
ками диурона и феррицианида калия.

Известно, что диурон блокирует, а феррициа-
нид ускоряет окисление восстановленного пер-
вичного акцептора электрона QA. Это проявляет-

v max/F F

v max/F F

v max/F F
v

F
v

F

v max/F F

ся, в том числе, как изменение скорости темного
спада величины Fmax (замедление или ускорение со-
ответственно в присутствии диурона или Fe3Cy).

Подобный эффект может наблюдаться в слу-
чае нарушения работы водоокисляющего ком-
плекса, в результате чего окисление воды в PSII и
выделение O2 ингибируются. По-видимому, вне-
сение экзогенных доноров электрона, таких как
тетраметил-п-фенилендиаминдигидрохлорид и
ферроцианид калия, может восстановить значе-
ние  и квантовый выход ФСII. Для проверки
этого эффекта в реакционную смесь с комплекса-
ми Sb(III) добавляли 1 мМ ферроциананида ка-
лия, что приводило к восстановлению как , так
и величины  (табл. 2).

Влияние комплексов Sb(III) на активность кар-
боангидразы. Влияние комплексов Sb(III) на ак-
тивность карбоангидразы ФСII было изучено при
увеличении времени инкубации. Это связано с
тем, что ингибирующий эффект некоторых со-
единений может возрастать с увеличением време-
ни инкубации, что может косвенно свидетель-
ствовать о необратимом действии этого соедине-
ния [21]. Показано, что некоторые комплексы

v
F

v
F

v max/F F

Таблица 1. Химические формулы исследованных металлоорганических комплексов на основе ионов сурьмы
Sb(III)

Комплекс Химическая формула

1 (Бис-(5-хлор-N-(2-пиримидин)-2-тиофенкарбоксамидтрихлорсурьма(III)
2 N-2-пиримидин-2-пиперидинкарбоксамидтрихлорсурьма(III)
3 NN,N-(1,2-фенил)-2-дипирролинкарбоксамидтрибромсурьма(III)
4 N-2-пиримидин-2-пирролинкарбоксамидтрихлорсурьма(III)

5 2-Амино-5-(1Н-тетразол-5-илтио)-4,6-диметоксипиримидин-2-пирролинкарбоксамидтрихлор-
сурьма(III)

6 N-2-бензотиазол-2-пирролидинкарбоксамидтрибромсурьма(III)

Таблица 2. Изменение величин, характеризующих уровни F0, Fmax, , соотношения  и скорости темно-
вого спада Fm (ΔFmax) кинетик индукции флуоресценции хлорофилла, измеренных в стационарных условиях

Примечание. Снижение активности ФСII (СА) после внесения Sb оценено как  (+Sb)/ , к – контроль, приня-
тый за 100%. Fe – Ferricyanid. Погрешности величин  не превышали 0.005.

Вариант/параметр F0 Fmax ( (Sb)/ (к)) × 100% СА,% Изменение ΔFmax

Контроль 1.0 5.529 4.529 100 0.819 100 –
1 1.0 4.832 3.832 84.6 0.793 96.8±0.2 нет
2 1.0 4.385 3.385 74.7 0.772 94.3±0.3 нет
3 1.0 4.653 3.653 80.7 0.785 95.8±0.2 нет
4 1.0 4.200 3.200 70.7 0.762 93.0±0.4 нет
5 1.0 4.952 3.952 87.3 0.798 97.5±0.2 нет
6 1.0 5.000 4.000 88.3 0.801 97.8±0.2 нет

Диурон 1.8 5.12 3.32 замедление
Fe 1.0 5.34 4.34 ускорение
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Sb(III), такие как 2, 3 и 6, действуют на актив-
ность фермента значительно сильнее при увели-
чении времени инкубации (рис. 2а). При этом
другие комплексы (1, 5) проявляли более сильное
влияние на активность ФСII-карбоангидразы,
чем на активность α-карбоангидразы (рис. 2б).

Влияние комплексов Sb(III) на активность глу-
татионредуктазы. Были получены типичные ки-
нетики окисления НАДФН в результате реакции
восстановления окисленного глутатиона элек-
тронами, получаемыми от восстановленного
НАДФН, катализируемой ГР в отсутствие ком-
плексов Sb(III)) (кинетика 1) и в присутствии
комплекса 6 в концентрации 0.004 мкМ (кинети-
ка 2) (рис. 3). На рисунке можно видеть, что ком-
плекс оказывает значительный ингибирующий
эффект на реакцию окисления. При исследова-
нии ингибирующего действия комплексов Sb(III)
на активность ГР были рассчитаны значения по-
лумаксимального ингибирования IC50, которые
были получено после 5 мин инкубации комплек-
сов Sb(III) с ГР (рис. 3, 4). Комплекс 6 показал
максимальное ингибирование в концентрации
0.01 мкМ, тогда как в присутствии комплекса
Sb(III) 1 в концентрации 0.06 мкМ был обнару-

жен лишь минимальный эффект. У остальных
комплексов выявлены промежуточные между ни-
ми величины (рис. 4).

Также была рассчитана эффективность инги-
бирования комплексами Sb(III) реакции восста-
новления окисленного глутатиона электронами,
получаемыми от восстановленного НАДФН
(рис. 5). Реакция катализировалась ферментом
глутатионредуктазой из дрожжей. Наиболее эф-
фективное ингибирование было с комплексом 2.

Таким образом, тестируемые соединения по-
разному влияют на активность ферментов: соеди-
нение 1 значительно ингибировало активность
глутатионредуктазы хлоропластов, тогда как ком-
плексы 2, 3, 6 были эффективны в отношении ин-
гибирования активности карбоангидразы.

Рис. 1. Типичные кинетики индукции флуоресцен-
ции хлорофилла, связанные с фотовосстановлением
первичного донора электрона, пластохинона QA, из-
меренные в стационарных условиях в отсутствие ин-
гибирующих агентов (кинетика 1) и в присутствии
комплекса Sb(III) 4 в концентрации 0.1 мМ (кине-
тика 2). Концентрация субхлоропластных мембран-
ных частиц (BBY-частиц), измеренная по хлорофил-
лу, равна 10 мкг в мл. Треугольниками показано
включение слабого измерительного света (λ = 490 нм,
4 мкмоль фотонов м-2 с–1), стрелками, направленны-
ми вверх и вниз, соответственно включение и выклю-
чение действующего света (λ > 600 нм, 1000 мкмоль
фотонов м–2 с–1).
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Рис. 2. Влияние исследованных комплексов на осно-
ве ионов сурьмы (Sb(III)) на карбоангидразную ак-
тивность (КАА) α-карбоангидразы из сыворотки бы-
ка после инкубации фермента в присутствии ком-
плекса в течение 2 и 30 мин – соответственно
незаштрихованные и заштрихованные столбцы (а), и
на КАА ФСII, измеренную на BBY-частицах (б).
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ОБСУЖДЕНИЕ

В последнее десятилетие были получены дока-
зательства того, что карбоангидраза и глутатион-
редуктазный пул поддерживают функционирова-
ние ФСII [5, 7, 11, 22]. Однако роль этих фермен-
тов в процессах фотосинтеза мало изучена.

Ингибирующий анализ является одним из
подходов к исследованию функций ключевых
ферментов ФA, в частности карбоангидразы и ГР.
При этом важно использовать ингибиторы, кото-
рые специфически уменьшают только активность
карбоангидразы или ГР, не влияя на фотосинте-
тическую активность. В этом случае важен скри-
нинг большого количества соединений, которые
предположительно могли бы ингибировать ак-
тивности этих ферментов.

Ранее был проведен скрининг 30 новых орга-
нических соединений и их комплексов с атомом
металла в качестве возможных ингибиторов α-
карбоангидразы и β-карбоангидразы, а также фо-
тосинтетической активности ФСII [9]. Было вы-
явлено несколько групп этих соединений, кото-
рые ингибировали разные активности. Авторы
связали различия в ингибирующей активности
соединений с различиями в их структуре. При ис-
следовании ряда комплексов сурьмы также было
показано, что они могут ингибировать фотосин-
тез [10]. В [20] показано, что ряд медьсодержащих
комплексов ингибирует активности глутатионре-
дуктазы и карбоангидразы ФСII, при этом только

некоторые из них ингибировали фотосинтетиче-
ский электронный транспорт.

Известно, что многие комплексы сурьмы об-
ладают противораковой и противопаразитарной
активностью [15]. Менее исследовано направле-
ние по использованию комплексов сурьмы для
ингибирования фотосинтеза [9, 10].

Рис. 3. Типичные кинетики уменьшения поглощения
при 340 нм, связанные с окислением НАДФН в ре-
зультате реакции восстановления окисленного глута-
тиона электронами, получаемыми от восстановлен-
ного НАДФН, катализируемой ферментом глутати-
онредуктазой в отсутствие ингибирующего агента
(иcследуемые комплексов Sb(III)) (кинетика 1), и в
присутствии комплекса 6 в концентрации 0.004 мкМ
(кинетика 2). Стрелкой показан момент внесения
окисленного глутатиона.

20015010050
Время, с

0

1

2

�0.05

П
ог

ло
щ

ен
ие

 п
ри

 3
40

 н
м

�0.10

�0.15

�0.20

�0.25

�0.30

Рис. 4. Величины IC50 – концентрации полумакси-
мального ингибирования исследованными комплек-
сами Sb(III) реакции восстановления окисленного
глутатиона электронами, получаемыми от восстанов-
ленного НАДФН. Реакция катализировалась фер-
ментом глутатионредуктазой из хлоропластов шпи-
ната.
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Рис. 5. Эффективность ингибирования комплексами
Sb(III) (0.1 мМ) реакции восстановления окисленно-
го глутатиона электронами, получаемыми от восста-
новленного НАДФН, Реакция катализировалась
ферментом глутатионредуктазой из дрожжей.
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ХАЛИЛОВА и др.

В настоящей работе путем тестирования инги-
бирующего воздействия шести комплексов
Sb(III) на активность хлоропластной глутатион-
редуктазы и карбоангидразы ФСII продемон-
стрировано различное действие комплексов
Sb(III) на активность этих ферментов. Одно из
соединений 1 значительно ингибировало актив-
ность ГР хлоропластов, тогда как несколько дру-
гих были эффективны в качестве ингибиторов ак-
тивности карбоангидразы. Вероятно, этот эф-
фект зависит от структуры этих соединений.
Например, ингибирование карбоангидразы для
соединения 5 было незначительным.

Возможно, эти вещества ингибируют карбоан-
гидразу путем связывания с активным центром
ионов Zn2+, как это предлагается для ароматиче-
ских и гетероциклических сульфаниламидов [23],
блокируя обмен Н+ или ОН–.

Можно также предположить, что несколько
комплексов Sb(III) могут нарушать GSSG-связы-
вающий сайт ГР, но НАДФН-связывающий сайт
может оставаться активным. Кроме того, свобод-
ные ионы Sb(III) способны вызывать окисли-
тельное повреждение ФА из-за образования ак-
тивных форм кислорода. Так, в корнях и листьях
растений подсолнечника (Helianthus annuus L.)
сурьма вызывала значительное окислительное
повреждение, влияющее на рост растения, на-
копление некоторых минеральных элементов и
эффективность работы ФА [24].

ФСII является одной из самых чувствительных
компонентов ФА при действии различных стрес-
совых факторов благодаря большому количеству
активных форм кислорода (АФК), которые в ней
генерируются [25].

Снижение активности этой фотосистемы в
стрессовых условиях часто бывает следствием
стресс-индуцированных нарушений электронно-
го транспорта как на донорной, так и на акцептор-
ной стороне. При этом изменяются различные флу-
оресцентные показатели, которые характеризуют ее
активность, прежде всего максимальный кванто-
вый выход ФСII . Введение комплексов
Sb(III) приводило только к снижению амплитуды
Fmax, но не изменяло величину F0. Это может сви-
детельствовать об обратимом действии этих ком-
плексов на ФСII, не затрагивающем процесс пе-
реноса энергии на активный центр этой фотоси-
стемы и первичное разделение зарядов в
активном центре. Снижение амплитуды макси-
мальной флуоресценции Fmax является признаком
воздействия стрессора на донорную сторону
ФСII. Обнаруженные восстановление уровня  в
присутствии искусственных доноров электрона и
восстановление величины , отражающей
активность ФСII, подтверждают это предположе-
ние. Следовательно, комплексы Sb(III) подавля-

v max/F F

v
F

v max/F F

ют транспорт электронов на донорной стороне
ФСII.

По-видимому, ионы Sb(III) вытесняют ионы
хлора из их сайтов связывания на донорной сто-
роне ФСII, которые тесно связаны с кластером
Mn4CaO5, следовательно, эта замена может нару-
шить структуру водоокисляющего комплекса
ФСII и ухудшить перенос электрона на донорной
стороне ФСII.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют о

том, что среди новых комплексов сурьмы есть со-
единения, ингибирующие фотохимическую ак-
тивность ФСII, активность карбоангидразы и
глутатионредуктазы и могут найти применение
как прототип гербицидов, подавляющих фото-
синтез. Особенно эффективны в ингибировании
фотохимической активности комплексы 2 (N-2-
пиримидин-2-пиперидинкарбоксамидтрихлор-
сурьма(III)) и 4 (N-2-пиримидин-2-пирролин-
карбоксамидтрихлорсурьма(III)). При этом ком-
плекс 2 эффективен в ингибировании активности
карбоангидразы и глутатионредуктазы. Вероят-
но, это связано с наличием в формуле комплекса
пиперидина, обладающего сильными основными
свойствами. Отсюда следует, что полученные
данные об ингибирующей активности новых
комплексов Sb(III) могут быть полезны при раз-
работке новых лекарств и антибиотиков (фунги-
цидов). Однако для окончательного вывода необ-
ходимы дальнейшие исследования с использова-
нием достаточно широкого набора таких
комплексов.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского научного фонда (грант
№ 19-14-00118). C. Алвасел благодарит Програм-
му стипендирования выдающихся ученых Уни-
верситета короля Сауда, Саудовская Аравия (Dis-
tinguished Scientists Fellowship Program, King Saud
University, Saudi Arabia) за финансовую поддерж-
ку.
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