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Изучено прямое действие синглетного кислорода на бактериохлорофилл (БХл) светособирающих ком-
плексов в мембранах четырех видов пурпурных несерных и серных фотосинтезирующих бактерий с 
каротиноидами и без каротиноидов. Установлено, что БХл в образцах без каротиноидов, как прави-
ло, более устойчив к действию синглетного кислорода по сравнению с контролем. Предполагается, 
что каротиноиды не нужны для защиты БХл светособирающих комплексов бактерий от синглетного 
кислорода, а в классической работе Griffith et al. [1] процесс апоптоза клеток бескаротиноидных мутан-
тов, который включает разрушение комплексов, появление мономерного БХл и генерацию последним 
синглетного кислорода с последующим окислением самого БХл, был ошибочно приписан защитной 
функции каротиноидов. 
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Защитная функция каротиноидов впервые была 
предложена в работе [1]. В настоящее время пред-
полагается, что этот процесс начинается с погло-
щения энергии кванта света бактериохлорофиллом 
(БХл) и перехода пигмента в долгоживущее трип-
летное состояние с последующим взаимодействием 
с кислородом и образованием синглетного кисло-
рода. Последний, в свою очередь, способен окислять 
различные компоненты клетки, включая БХл, что 
вызывает гибель клетки. Поэтому защитная функция 
каротиноидов сводится к тушению триплетов БХл 
или синглетного кислорода и рассеиванию полу-
ченной энергии в виде тепла [2].

Выделение синглетного кислорода с квантовым 
выходом 0,03 ± 0,005 было показано только для изо-
лированных реакционных центров [3, 4]. Аналогич-
ные данные для светособирающих (LH) комплексов 
LH1 и LH2 отсутствуют. Возможно, этот процесс 
имеет место быть in vivo, так как клетки дикого типа 
Rhodobacter (Rba.) sphaeroides 2.4.1 в условиях высо-
кой освещённости генерировали в небольшом ко-
личестве синглетный кислород. Остаётся неясным, 

насколько эффективно каротиноиды способны ту-
шить синглетный кислород in vivo, защищая таким 
образом БХл. Для этого необходимо сравнить 
влияние синглетного кислорода на контрольные 
образцы и образцы без каротиноидов, в которых 
кольцевые агрегаты БХл в светособирающих бакте-
риальных комплексах служат мишенью для синг-
летного кислорода. Работа подобного рода ранее не 
проводилась.

В данной работе представлены результаты по 
прямому воздействию синглетного кислорода на 
БХл LH-комплексов. Было установлено, что комп-
лексы без каротиноидов в мембранах (комплексах) 
у четырёх видов пурпурных фотосинтезирующих 
бактерий, как правило, более устойчивы к действию 
синглетного кислорода по сравнению с контролем.

В качестве объекта исследования использовали 
мембраны серных (Allochromatium (Alc.) vinosum 
штамм МГУ и Ectothiorhodospira (Ect.) haloalkaliphila) 
и несерных (дикий тип Rba. sphaeroides, бескароти-
ноидный мутант Rba. sphaeroides R26.1, Rhodospirillum 
(Rsp.) rubrum и бескаротиноидный мутант Rsp. rubrum 
G9). Для получения бескаротиноидных клеток сер-
ных бактерий их выращивали в присутствии дифе-
ниламина (ДФА-образцы) [5]. В качестве источника 
синглетного кислорода использовали бенгальский 
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розовый (БР). Облучение образцов с БР проводили 
в области ~ 550–580 нм (фильтры СЗС22+ОС13), 
где БХл и каротиноиды имеют небольшое погло-
щение. Скорость выделения синглетного кислорода 
БР составляла около 110 мкМ/мин. Контрольные 
образцы (без БР) облучали в таких же условиях и вы-
цветание пигментов в них, за исключением Alc. 
vinosum, не превышало 3–5% от общей плотности 
образца, а для Alc. vinosum —  9–17%. Спектры по-
глощения регистрировали на спектрофотометре Cary 
50 (“Agilent Technology”, США). Высокоэффектив-
ный жидкостной хроматографический (ВЭЖХ)-
анализ пигментных экстрактов проводили, как опи-
сано в [5].

На первом этапе было изучено действие синглет-
ного кислорода на БХл в мембранах (комплексах) 
Rba. sphaeroides —  культуры, которая использовалась 
в классической работе [1]. Результаты эксперимента 
показаны на рис. 1. Под действием синглетного кис-
лорода уменьшаются три основных полосы в ближ-
ней ИК-области, соответствующие Qy-переходам 
БХл800, БХл850 и БХл870 обоих LH-комплексов, 
и появляется максимум продукта окисления БХл 
(3-ацетил-хлорофилл) при 700 нм. Очевидно, что 
синглетный кислород в используемой системе спо-
собен диффундировать до кольцевых агрегатов, где 
происходит его взаимодействие с БХл. Совершенно 
неожиданным явился тот факт, что БХл в бескаро-
тиноидном мутанте Rba. sphaeroides R26.1 был более 
устойчив к действию синглетного кислорода, чем 
БХл из дикого штамма (рис. 1б). Эти данные всту-
пают в противоречие с общепринятой гипотезой 

о защитной функции каротиноидов от действия 
синглетного кислорода. Поэтому мы проверили 
влияние последнего еще на трёх видах бактерий, 
чтобы понять, имеют ли наши результаты общебио-
логическое значение. Полученные данные сумми-
рованы на рис. 2. Из него следует, что поведение БХл 
под действием синглетного кислорода у трёх видов 
бактерий (Rba. sphaeroides, Rsp. rubrum и Ect. 
haloalkaliphila) однотипно:

1) контрольный свет без БР практически не дей-
ствует на БХл в мембранах с каротиноидами или на 
БХл в аналогичных образцах без каротиноидов;

2) БХл в образцах с каротиноидами более под-
вержен окислению синглетным кислородом, чем 
в бескаротиноидных образцах.

Из этого ряда выпадают результаты с мембранами 
Alc. vinosum МГУ, у которых повышена чувствитель-
ность к действию используемого света без БР и БХл 
бескаротиноидных (ДФА-) образцов легче окисля-
ется синглетным кислородом, чем в контроле. Во 
всех случаях появление продуктов окисления БХл 
(хлорины) можно зарегистрировать не только спек-
трально, но и методом ВЭЖХ (рис. 3). Основным 
окисленным продуктом является 3-ацетил-хлоро-
фил, но могут обнаруживаться и другие продукты, 
которые похожи по спектру поглощения (рис. 3, 
врезка), но отличаются по времени выхода с ко-
лонки.
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Рис. 1. Спектры поглощения контрольных мембран 
Rba. sphaeroides (а) и мембран бескаротиноидного 
мутанта Rba. sphaeroides R‑26.1 (б) до (1) и после (2) 
облучения в течение 30 мин в присутствии 50 мкМ 
БР.
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Рис. 2. Выцветание БХл850 в мембранах серных бак‑
терий при облучении 30 мин. Контроль (без БР):  
1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15; в присутствии 50 мкМ БР: 2, 4, 
6, 8, 10, 12, 14, 16. Бактерии: дикий тип Rba. 
sphaeroides (1, 2); бескаротиноидный мутант Rba. 
sphaeroides R26.1; (3, 4) дикий тип Rsp. rubrum (5, 6); 
бескаротиноидный мутант Rsp. rubrum G9 (7, 8); Ect. 
haloalkaliphila (9, 10); ДФА‑Ect. haloalkaliphila (11, 
12); дикий тип Alc. vinosum МГУ (13, 14), ДФА‑Alc. 
vinosum МГУ (15, 16).
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В данной работе мы смоделировали условия, ко-
торые могут наблюдаться в клетках пурпурных бак-
терий, особенно у бескаротиноидных мутантов, при 
кислородном стрессе, связанные с образованием 
синглетного кислорода и окислением БХл, как 
в классической работе [1]. Применённая нами сис-
тема состояла из трёх компонентов: мембран с пиг-
мент-белковыми комплексами, кислорода и БР —  
фотосенсибилизатора синглетного кислорода. По-
следний имеет короткое время жизни в водных 
растворах, которое существенно возрастает в липид-
ной фазе (мембранах). В подобных условиях синг-
летный кислород может выходить из клетки или 
даже передаваться из клетки в клетку [6]. Понятно, 
что в используемой нами системе путь синглетного 
кислорода от БР до БХл существенно короче, чем 
в цитируемых работах. Следует отметить на примере 
мембран с каротиноидами из Rba. sphaeroides и Alc. 
vinosum МГУ (рис. 1 и 2), что синглетный кислород 
способен окислять БХл в этих образцах.

Мембраны бактерий, используемых в данной 
работе, содержали стандартные комплексы LH2 
(8 гетеродимеров) из Ect. haloalkaliphila и Rba. 
sphaeroides, псевдо-LH2-комплекс типа В860 из Rba. 
sphaeroides R26.1, а также стандартные комплексы 
LH1 у всех этих бактерий, включая Rsp. rubrum и её 

бескаротиноидный штамм G9. Бактерия Alc. vinosum 
МГУ содержала нестандартный LH2-комплекс (ге-
терогенная полоса при 800 нм, 12 гетеродимеров) 
[7, 8]. У серных бактерий бескаротиноидные об-
разцы были получены их выращиванием с ингиби-
тором каротиноидгенеза ДФА. Это самый полный 
набор образцов с каротиноидами и без каротиноидов 
из фотосинтезирующих бактерий, которые доступны 
в настоящее время. Все LH-комплексы вели себя 
одинаково при действии синглетного кислорода: 
полоса поглощения в ближней ИК-области выцве-
тала, и появлялись продукты окисления БХл. Только 
у Rba. sphaeroides одновременно выцветала полоса 
при 800 нм. Комплексы без каротиноидов в мем-
бранах трёх штаммов серных и несерных бактерий 
(Ect. haloalkaliphila, Rba. sphaeroides и Rsp. rubrum) 
более устойчивы к действию синглетного кислорода 
по сравнению с комплексами, выделенными из кле-
ток дикого типа с каротиноидами. Аналогичные 
результаты были получены нами ранее при освеще-
нии красным светом (l > 700 нм, интенсивностью 
2000 Вт/м2) аналогичных образцов: различия в вы-
цветании длинноволновой полосы поглощения 
комплексов с/без каротиноидов составили 0–1% 
для комплексов LH1-RC и 1–8% для комплексов 
LH2 соответственно [9]. Окисление БХл850 в ком-
плексе LH2 было на 10% быстрее в ДФА-мембранах 
Alc. vinosum МГУ, чем в контроле. Данный эффект 
может быть связан с потерей стабильности струк-
туры комплекса LH2 в отсутствие каротиноидов [10]. 
Таким образом, мы получили результаты, которые 
свидетельствуют о том, что БХл в бескаротиноидных 
образцах у трёх видов бактерий был более устойчив 
к действию синглетного кислорода по сравнению 
с БХл контрольных образцов. Они противоречат 
современной теории о защитной функции кароти-
ноидов, связанной с их взаимодействием с синглет-
ным кислородом и его тушением.

В качестве источника синглетного кислорода 
у фотосинтезирующих бактерий рассматривается 
БХл. Он, как и другие компоненты LH-комплексов 
(каротиноиды, полипептиды), уложен в достаточно 
жёсткую структуру комплексов, которая сбаланси-
рована для передачи энергии возбуждения или её 
тушения. Кислород в эту систему попадает за счёт 
диффузии. Мы не знаем пространственной органи-
зации реакции БХл–кислород. Однако если синг-
летный кислород образовался в комплексе в резуль-
тате взаимодействия с БХл, то его основной мише-
нью является сам БХл. Объективные факторы для 
направленного движения синглетного кислорода 
к молекуле каротиноида с последующим его туше-
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Рис. 3. ВЭЖХ анализ пигментов в контрольных мем‑
бранах Ect. haloalkaliphila до (а) и после 30 мин облу‑
чения в присутствии 50 мкМ БР (б). Идентификация 
пиков: 1–7 —  БХл и его производные; 8 — 3‑ацетил‑
хлорофилл; 9 —  родопин; 10 —  спириллоксантин; 11 
и 12 —  производные 3‑ацетил‑хлорофилла; 13 —  ан‑
гидрородовибрин; 14 —  бактериофеофитин; 15 —  
ликопин. Врезка: Спектры поглощения 3‑ацетил‑
хлорофилла и его производных (номера спектров со‑
ответствуют номерам пиков на хроматограммах).
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нием отсутствуют. Он легко может выйти за пределы 
комплекса или даже клетки. Поэтому синглетный 
кислород рассматривается в последнее время как 
сигнальная молекула [11]. Если же он снова диф-
фундирует в комплекс, то фактически его можно 
рассматривать как внешний синглетный кислород. 
Этот случай совпадает с используемой нами систе-
мой подачи синглетного кислорода к комплексам.

Впервые защитная функция каротиноидов 
(от действия синглетного кислорода) была предло-
жена [1]. В настоящее время эта гипотеза общепри-
нята и широко цитируется [2, 12, 13]. Обычно рас-
сматриваются два аспекта проблемы: тушение трип-
летных состояний БХл каротиноидами in vivo или 
тушение синглетного кислорода каротиноидами. 
Тем не менее прямых доказательств второй части 
этой гипотезы для бактериальных LH-комплексов 
в литературе не представлено. Анализ литературных 
данных позволил выявить работу [14], которая не 
анализировалась в рамках рассматриваемой гипо-
тезы. Она была проведена в той же лаборатории, что 
и [1]. В ней представлены результаты двух экспери-
ментов, которые опровергают выводы о защитной 
функции каротиноидов [1]. Первый эксперимент 
с “десенсибилизированными” клетками сине-зёле-
ного мутанта, при котором через культуру в темноте 
пропускали смесь 95% воздуха + 5% CO2. После 
5 мин аэрации культура помещалась на свет. Процесс 
разрушения клеток в такой культуре имел временную 
задержку около 45 мин. Ясно, что процессы генера-
ции 1O2 и окисления БХл должны начинаться сразу 
после включения света и не требуют лаг-фазы. Вто-
рой эксперимент связан с зависимостью процесса 
разрушения клеток от температуры. Разрушение 
клеток мутанта в аэробных условиях замедляется на 
~25% при понижении температуры от 30 до 20 °C, 
а дальнейшее снижение температуры до 6 °C вызы-
вает его остановку. Процессы поглощения света, 
генерации синглетного кислорода и окисления БХл 
не зависят от температуры в указанном интервале. 
Следует подчеркнуть, что защитная функция каро-
тиноидов в цитируемой статье не рассматрива-
лась [14].

Оставался неясным один вопрос: за счёт чего 
происходило уменьшение (окисление) количества 
БХл в клетках сине-зелёного мутанта Rba. sphaeroides 
в анаэробных условиях в работе [1]. Известно, что 
БХл в модельных системах легко окисляется под 
действием света в присутствии кислорода [15]. Мы 
предположили, что в мутантах пурпурных бактерий 
в аэробных условиях на свету происходит разруше-
ние комплексов и появление мономерного БХл, 

который затем окисляется. Чтобы проверить это 
предположение, мы провели дополнительный экс-
перимент на мембранах, в которых комплексы были 
на 60–70% разрушены с образованием мономерного 
БХл (поглощение при 780 нм). Затем образец под-
вергался облучению белым светом или светом ~550–
580 нм в присутствии БР. В обоих случаях отмечено 
быстрое окисление мономерного БХл, а БХл, при-
надлежащий к сохранившейся части комплексов, 
практически не окислялся (результаты не показаны). 
Появление мономерного БХл в комплексе (мем-
бране, клетке) может происходить только вследствие 
разрушения его структуры после включения клеткой 
программы апоптоза. Очевидно, что в работе [1] 
наблюдался именно такой процесс. Согласно нашим 
данным, БХл у бескаротиноидных мутантов более 
устойчив к действию синглетного кислорода, чем 
у контрольных образцов. По-видимому, утверж-
дение, что каротиноиды необходимы для защиты 
БХл от синглетного кислорода в бактериальных све-
тособирающих комплексах требует как минимум 
получения новых прямых доказательств этого фе-
номена.

Источники финансирования. Работа выполнена 
при частичной поддержке грантов РФФИ (18–04–
00684-а, 18–34–00416-мол_а, 17–04–00929-а). 
Представленные на рис. 3 результаты получены 
в рамках Государственного задания № АААА-
А17–117030110140–5.
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BACTERIOCHLOROPHYLL INTERACTION WITH SINGLET OXYGEN  
IN MEMBRANES OF PURPLE PHOTOSYNTHETIC BACTERIA: 

DOES THE PROTECTIVE FUNCTION OF CAROTENOIDS EXIST?
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The direct action of singlet oxygen on the bacteriochlorophyll (BChl) of light-harvesting complexes in the 
membranes of four types of purple non-sulfur and sulfur photosynthesizing bacteria with and without carotenoids 
has been studied. It has been found that BChl in carotenoid-less samples is generally more resistant to the action 
of singlet oxygen compared to the control. It is assumed that carotenoids are not needed to protect BChl of 
bacterial light-harvesting complexes from singlet oxygen, and in the classic work of Griffith et al. [1] the apoptosis 
process in carotenoid-less mutant cells, which involves the destruction of complexes, the appearance of monomeric 
BChl and generation of singlet oxygencaused by BChl, followed by BChl oxidation, was mistakenly attributed to 
the protective function of carotenoids
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