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хлорофиллы (хл) —  C

уникальные тетрапирролы, 
играющие ключевую роль не только 
в жизни фотосинтезирующих 
организмов, но и всей 
биосферы. Их биосинтез связан 
с морфогенезом растительной 
клетки и реакциями 
фотосинтеза — запасанием 
и передачей энергии света. 
Для изучения путей биосинтеза 
и деградации  хл широко 
используются пигментные мутанты 
растений и фотосинтезирующих 
микроорганизмов. Применение 
методов генетики и геномики 
позволило не только 
идентифицировать гены, 
контролирующие ферменты 
метаболизма хл,  но и изучать 
механизмы их регуляции. 
В обзоре представлены история 
и современное состояние 
исследований генетической 
детерминации и эволюции 
процессов хлорофиллобразования.
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Список нестандартных сокращений:
БХЛ — бактериохлорофиллы;
МХ — магний-протопорфирин IX-хелатаза;
Mg-ПП — магний-протопорфирин IX;
Mg-ППМЭ — монометиловый эфир магний-протопорфирина IX; 
ОРС — открытая рамка считывания;
ПБК — пигмент-белковые комплексы;
ПБК2 — ПБК фотосистемы II;
ПП — протопорфирин IX;
Пд — протохлорофиллид;
сПОР — светозависимая Пд-оксидоредуктаза;
тПОР — светонезависимая Пд-оксидоредуктаза;
ФГК — фотосинтетический генный кластер;
ХД — хлорофиллид;
ХЛ — хлорофиллы.

ХлороФиллЫ 

В основе строения основных пигментов фотосинтеза — хлорофиллов (ХЛ) 
две составляющие: Mg-порфириновый скелет с различными заместителями 
и «хвост» — дитерпеновый спирт фитол, придающий молекуле способность 
встраиваться в липидный слой биологических мембран (рис. 1). Из фотосин-
тезирующих организмов выделено более 50 форм ХЛ. Небольшие различия 
в химическом строении приводят к существенным изменениям в спектраль-
ных свойствах этих пигментов, позволяя расширить диапазон светового излу-
чения, используемого при фотосинтезе (табл. 1). XЛа и ХЛb — это пигменты 
растений и зеленых водорослей. У бурых и диатомовых водорослей, а также 
динофлагеллят, вместо ХЛb функционирует ХЛс, а у багрянок и некоторых 
цианобактерий — ХЛd. ХЛf, недавно обнаруженный в строматолитах (иско-
паемых остатках цианобактерий), способен поглощать инфракрасное излу-
чение до 720 нм (Chen et al., 2010).

Эубактерии, осуществляющие бескислородный фотосинтез (пурпурные 
и зеленые бактерии, гелиобактерии), содержат особые формы ХЛ — бак-
териохлорофиллы (БХЛ). Идентифицировано 6 основных видов БХЛ: а,  b, 
с,  d,  e и g. Наличие БХЛа позволяет бактериям поглощать свет с длиной 
волны до 890 нм, а БХЛb сдвигает максимум поглощения в длинноволновую 
область инфракрасного излучения (табл. 1). Основные пигменты зеленых 
бактерий — это БХЛ с,  d или е. БХЛg с максимумом поглощения 790 нм 
обнаружен у гелиобактерий (Brockmann, 1983).

Ежегодно на Земле синтезируется (и подвергается деградации) около 10 9 
тонн ХЛ, большая часть из которых формируется в океане. Растительный 
и бактериальный фотосинтез, в котором ХЛ участвуют в качестве светосбор-
щиков и фотохимически-активных молекул, служит основным поставщиком 
органического материала для гетеротрофов, включая животных и человека. 
ХЛ функционируют в составе пигмент-белковых комплексов (ПБК) фото-
синтетических мембран хлоропластов или хроматофоров.
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историЯ исследоВаниЙ. достижениЯ 
и ПроБлемЫ 

Начало генетике пигментов растений было положе-
но опытами Грегора Менделя по изучению наследова-
ния окраски семян и проростков гороха (Mendel, 1885). 
Этот «менделевский» ген удалось найти более 140 лет 
спустя — им оказался ген SGR (stay green), кодирую-
щий один из белков системы деградации ХЛ (Armstead 
et al., 2007).

В середине 20 века Самуэль Граник впервые показал, 
что гем и ХЛ имеют общий путь биосинтеза (Granick, 
1950). Полученные им бесхлорофильные мутанты хло-
реллы накапливали протопорфирин IX (ПП) — биосин-
тетический предшественник гема.

Спустя 18 лет, в лаборатории А. Сесермана (Săsărman 
et al., 1968) установили, что мутации, вызывающие ды-
хательную недостаточность у E.  coli, нарушают гены 
ферментов биосинтеза гема, начиная от универсального 
предшественника всех тетрапирролов — 5-аминолеву-

Пигмент
*Химическая природа 

радикала R4
Природный 

источник
Максимум поглощения 

в клетке (нм)

Х
ло

ро
ф

ил
л

a Фитол Все аэробные организмы 680–685

b Фитол Зеленые водоросли и  растения 650–660

с1-с3 Фитол
Бурые, диатомовые водоросли, 

динофлаггеляты
ок. 640

d Фитол Багрянки, цианобактерии 710

f Фитол Цианобактерии 706–720

Б
ак

те
ри

ох
ло

ро
ф

ил
л a Фитол или ГГ Пурпурные бактерии 830–890

b Фитол или ГГ Пурпурные бактерии 1020–1030

c Фитол, фарнезол и др. Зеленые и бурые бактерии 750–760

d Фарнезол Зеленые и бурые бактерии 720–740

e – Зеленые и бурые бактерии 710–720

g – Гелиобактерии 770–790

*Фитол — С20Н39ОН; фарнезол — С15Н25ОН; ГГ (геранил-гераниол) — С20Н33ОН

Таблица 1
Светопоглощение. характеристики хлорофиллов и бактериохлорофиллов

Рис. 1. Структурные формулы хлорофиллов
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линовой кислоты (АЛК) до ПП — последнего общего 
предшественника ХЛ и гема (рис. 2). Мутантные штам-
мы E. coli с дефектами отдельных шагов биосинтеза тет-
рапирролов в дальнейшем использовали для поиска го-
мологичных генов у других видов.

Важным событием в генетике фотосинтеза стало 
обнаружение в геноме пурпурной несерной бактерии 
Rhodobacter (R.) capsulatus фотосинтетического генно-
го кластера (ФГК) — участка хромосомы размером около 
45 тпн, содержащего близко-сцепленные гены структур-
ных белков аппарата фотосинтеза и всех ферментов био-
синтеза каротиноидов и БХЛа (Zsebo and Hearst, 1984). 
Секвенирование ФГК и эксперименты по направленной 
инактивации открытых рамок считывания (ОРС) с после-
дующей проверкой мутантного фенотипа позволили впер-
вые получить нуклеотидные последовательности генов, 
контролирующих реакции биосинтеза ХЛ. Позднее, их 
ортологи были найдены в геномах растений и водорослей.

Для клонирования генов, кодирующих все ферменты 
биосинтеза ХЛ у высших растений (табл. 2), потребова-
лось около 20 лет. В 1989 году была опубликована пер-
вая нуклеотидная последовательность гена POR ячменя 
(Schulz et al., 1989), а через 17 лет удалось прочитать 
последний в этом ряду ген арабидопсиса DVR, который 
кодирует фермент, превращающий дивинильные формы 
ХЛа в моновинильные (Nagata et al., 2005).

Несмотря на хорошую изученность ферментативно-
го аппарата (Миронов, 1998; Шестаков, 1998, Tanaka, 
2007), ряд вопросов в генетике биосинтеза ХЛ остают-
ся открытыми до сих пор. Некоторые этапы биосинте-
за у водорослей и растений требуют наличия кислорода 
(табл. 2). Вместе с тем, многие бактерии синтезируют 
БХЛ в отсутствие О2. Такие анаэробные ферменты и ко-
дирующие их гены найдены далеко не во всех извест-
ных случаях. Мало исследованы и механизмы форми-
рования ХЛ в темноте. У покрытосеменных растений 
это светозависимый процесс (Беляева, Литвин, 2007), 
поскольку превращение протохлорофиллида (Пд) в хло-
рофиллид (ХД) осуществляет хорошо изученный фо-
тоэнзим НАДФ: протохлорофиллидоксидоредуктаза 
(сПОР). Спо соб ность большинства фотосинтетиков 
(в том числе голосеменных, мхов, водорослей и фото-

трофных бактерий) зеленеть и в темноте обеспечивает 
альтернативный светонезависимый ферментный ком-
плекс тПОР, кодируемый у эукариот хлоропластными 
генами. При этом у зеленой водоросли хламидомонады 
известны мутации (yellow1-10 и lts3) ядерных генов, 
нарушающие светонезависимый биосинтез ХЛ (Timko, 
1998; Шалыго и др., 1990). Идентификация этих генов 
позволит обнаружить еще неизвестные факторы, участ-
вующие в темновых процессах формирования ХЛ. В на-
стоящее время активно ведется и поиск генетических 
детерминантов, контролирующих регуляцию метаболиз-
ма пигментов и связанных с ним процессов биогенеза 
хлоропластов (Masuda and Fujita, 2008). Значительный 
вклад в решение этой проблемы внесли исследования 
мутантов с нарушенной регуляцией синтеза ХЛ таких 
модельных объектов генетики фотосинтеза, как араби-
допсис (Arabidopsis thalianum), зеленая водоросль хла-
мидомонада Chlamydomonas (С.) reinhardtii и бактерии 
R.  cupsulatus и Synechocystis  sp.  PCC. С накоплением 
экспериментальных данных становится все более оче-
видным, что ферменты и интермедиаты биосинтеза ХЛ 
являются участниками регуляторных процессов, обес-
печивающих системный контроль, — сложный аппарат 
факторов и сигналов, необходимых для оптимальной 
работы генетических механизмов растительной клетки 
в меняющихся условиях ее существования.

генетическиЙ контролЬ ФерментоВ 
Биосинтеза ХлороФиллоВ 

Генетические исследования позволили не только най-
ти гены ферментов метаболизма природных тетрапир-
ролов: ХЛ и гема, но и охарактеризовать их структуру 
и свойства. У фотосинтезирующих эукариот формиро-
вание ХЛ и каротиноидов проходит в хлоропласте. По-
давляющее большинство ферментов их биосинтеза коди-
руются ядерными генами и синтезируются в цитоплазме 
как предшественники, имеющие N-концевые хлороп-
ластные транзитные пептиды, которые обеспечивают их 
транспорт через мембраны пластид. В пути биосинтеза 
молекул ХЛ можно выделить 3 основных этапа:
1. синтез 5-аминолевулиновой кислоты (АЛК) — пер-

вого предшественника всех тетрапирролов;
2. превращение АЛК в протопорфирин IX (ПП) — пос-

ледний общий предшественник гема и хлорофиллов;
3. специфические реакции синтеза ХЛ.

Последовательно рассмотрим каждый из них.

1. Синтез Алк 
Известны два способа образования АЛК, которые 

носят названия С4 и С5 пути. Все эукариоты, не имею-
щие хлоропластов, и α-протеобактерии (включая фо-
тотрофные бактерии рода Rhodobacter) используют 
С4 — путь Шемина, который состоит в конденсации 
глицина и сукцинил-КоА ферментом АЛК-синтетазой 

Рис. 2. Схема биосинтеза природных  тетрапирролов
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(Astner et. al., 2005). В клетках нефотосинтезирующих 
эукариот АЛК образуется в митохондриях и служит 
для биосинтеза гема и цитохромов. Формирование 
АЛК у ХЛ-содержащих организмов (за исключением 
α-протеобактерий) идет по С5-пути из 5-углеродного 
предшественника — глутаминовой кислоты. Он вклю-
чает три энзиматические реакции, в которых участву-
ют 4 функционально-активные молекулы, локализо-
ванные в строме пластид: 3 фермента и глутаминовая 
транспортная РНК (тРНКГлу). Оба пути (С4 и С5) фун-

кционируют у зеленых водорослей: Scenedesmus 
obliquus и Euglena gracilis (Foley et al., 1982).

На  первом  этапе  С
5
-биосинтеза  фермент  глу-

тамил-тРНК-синтетаза  (glutamyl-tRNA  synthase, 
GluRS)  присоединяет  тРНКГлу  к  глутамату.  За-
тем  следует  превращение  глутамил-тРНК-
Глу  в  глутамат-1-полуальдегид  с  освобождением 
тРНКГлу  ферментом  глутамил-тРНК-редуктазой 
(glutamyl-tRNAGlu  reductase,  GluTR)  в  присутствии 
NADPH  и  Mg2+.  далее,  глутамат-1-полуальдеги-

№ Фермент
Гены Обозначение

ферментаA. thaliana Бактерии  Chlamy

1 Глутамил-тРНК-синтетаза GTS gltX GTS GluRS, EC 6.1.1.17

2 Глутамил-тРНК-редуктаза
HEMA1
HEMA2
HEMA3

HemA GTR GluTR, EC 1.2.1.70

3
Глутамат-1-полуальдегидамино- 

трансфераза
GSA1
GSA2

HemL GSA GSA-AT, EC 5.4.3.8

4
АЛК-дегидратаза 

(порфобилиногенсинтетаза)
ALAD1
ALAD2

HemB ALAD PBGS, EC 4.2.1.24

5 Порфобилиногендеаминаза PBGD HemC PBGD PBGD, EC 4.1.3.8
6 Уропорфириноген III-синтетаза UROS HemD UROS UROS, EC 4.2.1.75

7 Уропорфириноген IIIi-декарбоксилаза
UROD1
UROD2

HemE
UROD1
UROD2
UROD3

UROD, EC 4.1.1.37 

8* Копропорфириноген III-оксидаза
Cpo1
Cpo2

Hemf
HemN

CpX1 CPOX, EC 1.3. 3.3 

9* Протопорфириноген IX-оксидаза
ppo1
ppo2

 HemG
HemY

ppX
(PPO)

PPOX, ЕС 1.3.3.4 

10

Mg-ПП-хелатаза субъединица H CHLH BchH CHLH

 МХ, EС 6.6.1.1
Mg-ПП-хелатаза субъединица D CHLD BchD CHLD

Mg-ПП-хелатаза субъединица I
CHLI1
CHLI2

BchI
CHLI1
CHLI2
CHLI3

11
S-аденозил-L-метионин: 

Mg-ПП-метилтрансфераза
CHLM BchM CHLM

Mg-PPMT, 
 EC 2.1.1.11 

12*
Циклаза Mg-ПП-монометилового 

эфира 
CRD1 

(CHl27)
acsf
BchE

CTH1
CRD1

Mg-PPME,
EC 1.14.13.81

13
3,8-дивинилпротохлорофиллид-8-ви-

нилредуктаза 
DVR BchJ DVR DVR, EC 1.3.1.75

14
Светозависимая 

НАДФ:протохлорофиллидокси-
доредуктаза (сПОР)

PORA
PORB
PORC

BchY
BchZ

LPOR LPOR, EC I.3.1.33.

15
Темновая протохлорофиллид- 

оксидоредуктаза (тПОР)

BchL
BchB
BchN

ChlL,
ChlB
ChlN

DPOR

16
Бактериохлорофилл/хлорофилл 

а-синтетаза
CHLG BchG CHLG CHLS, EC 2.5.1.62

17 Хлорофиллид/хлорофилл а-оксигеназа CAO CAO CAO, EC 1.13.12.14
* Ферментативные реакции, проходящие в аэробных и анаэробных условиях. Chlamy — зеленая водоросль C. reinhardtiii

Таблица 2
Генетический контроль  ферментов биосинтеза хлорофиллов
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даминотрансфераза  (glutamate-1-semialdehyde 
aminotransferase,  GSA-АT)  c  кофактором  пиридок-
сальфосфатом  осуществляют  транс-аминирова-
ние  глутамат-1-полуальдегида  за  счет  переноса 
С4  аминогруппы  в  положение  С5  с  образованием 
АЛК. Ферменты С5-пути оказались настолько сход-
ными  для  всех,  изученных  к  настоящему  времени 
видов растений, водорослей и бактерий, что реак-
ционные  компоненты  из  разных  биологических  ис-
точников, объединенные in vitro, способны синтези-
ровать АЛК.

Активируя глутамат, тРНКГлу запускает биосинтез 
тетрапирролов (Huang et al., 1984). Её критическая 
роль в формировании ХЛ была показана при изучении 
бесхлорофильного оранжевого мутанта эвглены, у ко-
торого причиной отсутствия пигмента оказалась точ-
ковая мутация — замена (С-56-U) в Т-петле тРНКGLU 
(Stange-Thomann et al., 1994). Гены тРНКГлу у всех фо-
тосинтезирующих эукариот консервативны и локали-
зованы в хлоропластной ДНК (хлДНК). Поиски тРНК, 
специфичных для синтеза тетрапирролов, к настоящему 
времени не увенчались успехом, и представление о том, 
что одни и те же молекулы участвуют в образовании 
ХЛ и синтезе белков, остается актуальным. Исключе-
нием из этого правила стала бактерия Acidithiobacillus 
ferrooxidans, у которой один из трех генов тRNAГлу коди-
рует молекулу, не имеющую сродства к ферменту GluTR 
(Levicán et al., 2005). В хлоропласте тРНКГлу узнается 
тремя белками: GluRS, GluTR и фактором элонгации 
EF-Tu, и, по-видимому, служит предметом конкурирова-
ния синтезов белков и тетрапирролов, координируя тем 
самым оба этих процесса при формировании ПБК фото-
синтетических мембран. Установлено ее участие в регу-
ляции транскрипции генов хлоропласта (Hanaoka et al., 
2005), которую ведут две РНК-полимеразы: NEP (nuclear 
encoding RNA polimerase) и PEP (plastid encoding RNA 
polimerase), кодируемые, соответственно, геномами 
ядра и хлоропласта. В процессе индуцируемого светом 
синтеза хлоропластных мембран тРНКГлу связывается 
с NEP, ингибируя ее активность, и тем самым осущест-
вляет переключение на PEP, которая преимущественно 
транскрибирует гены, контролирующие фотосинтез.

GluRS как и остальные аминоацил-тРНК-синтетазы, 
участвует в синтезе белков. Первый специфичный для 
синтеза тетрапирролов фермент — это GluTR. История 
клонирования кодирующих его генов началась с экспе-
риментов по трансформации мутанта E. coli hemA, аук-
сотрофного по АЛК, геномной библиотекой E. coli. В ре-
зультате были получены прототрофные трансформанты, 
у которых фрагмент ДНК, встраивание которого вело 
к компенсации эффекта мутации hemA — восстанов-
лению синтеза АЛК, содержал ген, кодирующий GluTR. 
Он получил название HemA (Li et al., 1989). Этим мето-
дом геномной комплементации, — по способности ком-
пенсировать мутантный фенотип штамма E.  coli  hemA 

(Pontoppidan and Kannangara, 1994), гены, гомологич-
ные HemA, были найдены у целого ряда растений (ара-
бидопсиса, ячменя, огурцов и др.). GluTR — ключевой 
фермент в регуляции биосинтеза ХЛ (рис. 3). Его актив-
ность ингибируется гемом и Пд через регуляторные бел-
ки (Srivastava et al., 2005). Экспрессию генов, кодирую-
щих GluTR, контролируют свет и растительные гормоны 
(McCormac et al., 2001).

Фермент GSA-AT впервые был выделен из стромы 
хлоропластов ячменя (Grimm et al., 1989). Вслед за ус-
тановлением первичной структуры, по последователь-
ности аминокислот этого белка были сконструированы 
праймеры для ПЦР-амплификации фрагмента кДНК 
кодирующего его гена, который послужил зондом для 
скрининга библиотеки кДНК. Итогом работы стало по-
лучение полной нуклеотидной последовательности гена 
GSA, которую далее использовали для поиска ортологич-
ных генов у E. coli и цианобактерии Synechococcus PCC 
6311 (Grimm et al., 1991). К ауксотрофности по АЛК 
у E. coli приводят мутации в двух генах: уже упомянутом 

Рис. 3. Механизмы регуляции биосинтеза хлорофиллов.  
Биосинтез АЛК посттрансляционно регулируется 
сигналами (стрелки) от двух ветвей тетрапиррольного 
метаболизма — гемом и Пд. Гем, накапливаясь в из-
бытке, репрессирует активность фермента глутамил-
тРНК-редуктазы  (GluTR); свободный Пд через белок 
FLU также репрессируeт GluTR. В овалах — ключе-
вые ферменты биосинтеза: GluTR, Пд-оксидоредук-
таза (POR), хлорофиллид/хлорофилл а-оксигеназа 
(CAO)
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HemA, кодирующем GluTR, и HemL, первоначально на-
званным PopC (Wulff, 1967). Геномная комплементация 
мутанта popC показала, что дефектный у него ген HemL 
кодирует фермент GSA-АT (Ilag et al., 1991). В дальней-
шем, его ортологи были изолированы у многих объектов 
(Timko,1998).

Белок GluTR представляет собой V-образный ди-
мер, и его пространственная структура предполагает 
способность к образованию стабильного комплекса 
с молекулой GSA-AT (рис. 4). Модель их совместного 
функционирования подтверждают результаты экспери-
ментов in vitro — рекомбинантные белки обоих фермен-
тов С. reinhardtii образуют физический и функциональ-
ный комплекс (Nogaj, Beale, 2005).

2. Синтез протопорфирина IX из Алк
При конденсации восьми молекул АЛК образует-

ся первый порфирин порфобилиноген, который затем, 
в четыре энзиматических шага, превращается в ПП. 
Все имеющиеся данные указывают на абсолютную уни-
версальность этих биосинтетических реакций как у про- 
так и у эукариот. На этом этапе порфирины становятся 
гидрофобными и фотореактивными, что делает их опас-
ными для растительной клетки. ПП и его производные — 
сильные фотосенсибилизаторы, — соединения, способ-
ные под действием света генерировать активные формы 
кислорода: синглетный кислород и (или) перекисные 
радикалы. Они, окисляя липиды, разрушают мембраны 
хлоропласта (Шалыго, 2004).

2.1. От АЛК к уропорфириногену III 
Конденсацию  двух  молекул  АЛК  с  образованием 

пиррольного  кольца  порфобилиногена  осуществля-
ет  фермент  порфобилиногенсинтетаза,  называ-
емый  АЛК-дегидратазой  (ALA-dehydratase,  ALAD). 

Реакция  проходит  в  присутствии  двухвалентных 
катионов  цинка  или  магния.  у  высших  растений 
и  водорослей  фермент  активируется  Mg 2+,  тог-
да  как  у  животных  и  цианобактерий  —  Zn 2+.  да-
лее,  порфобилиногендеаминаза  (porphobilinogen 
deaminase,  PBGD)  ведет  полимеризацию  4  молекул 
порфобилиногена  с  образованием  нестабильно-
го  линейного  тетрапиррола  гидроксиметилбила-
на, —  субстрата  уропорфириноген  III-синтетазы 
(uroporphyrinogen  (co)synthase,  UROS),  формирую-
щей  макроцикл  уропорфириногена  III. Все  эти  фер-
менты локализованы в строме хлоропласта и име-
ют слабое сродство с мембранами.

Первые работы по клонированию генов, кодирую-
щих ALAD, PBGD и UROS, были выполнены на мутан-
тах E. coli K12, неспособных синтезировать гем. Их от-
бирали по признаку дыхательной недостаточности (гем 
входит в состав цитохромов), с последующей проверкой 
ауксотрофности по АЛК и промежуточным субстратам 
биосинтеза гема (Alefounder et al., 1988). Гены E.  coli: 
hemB, hemC, HemD, кодирующие вышеперечисленные 
ферменты, были найдены в результате экспериментов 
по трансдукции геномной библиотекой таких мутантов, 
образующих мелкие колонии, и оценке уровня соот-
ветствующей ферментативной активности у трансдук-
тантов, формирующих колонии нормального размера. 
Вскоре гены, кодирующие PBGD, были клонированы 
и у ХЛ- содержащих организмов: эвглены (Sharif et al., 
1989), шпината и др. (Timko, 1998). Мутации в этом гене 
у арабидопсиса ведут к нарушениям вегетативного роста 
и репродуктивных функций растений (Quesada et al., 2013). 
У C. reinhardtii был клонирован только ген Alad АЛК-де-
гидратазы (Matters, Beale, 1995). Кодирующие UROS 
гены клонированы у цианобактерии Anacyistis nidulans 
(Jones et al., 1994) и ряда нефотосинтезирующих орга-
низмов. В ядерных геномах C. reinhardtii и арабидопсиса 
обнаружены их ортологи.

2.2. Путь от уропорфириногена III (УРО III) 
к протопорфирину IX (ПП) 

Превращения УРО III  происходят или за счет его 
последовательного метилирования либо декарбоксили-
рования. В ходе метилирования синтезируются фактор 
F430 и корриноиды (производные витамина B12). Второй 
путь ведет к образованию гема и ХЛ (рис. 2).

Молекулы ПП образуются из уРО III в результате 
трех  ферментативных  реакций. Фермент  уропор-
фириноген  III-декарбоксилаза  (uroporphyrinogen  III 
decarboxylase,  UROD)  конвертирует  уРО  III  в  ко-
пропорфириноген  III.  Затем  копропорфирино-
ген  III-оксидаза  (coproporphyrinogen  III  oxidase, 
CPOX)  последовательно  декарбоксилирует  два 
остатка пропионовой кислоты боковых цепей ко-
лец I и II (при C

3
, а затем при С

8
) до винильных групп 

с образованием бесцветного протопорфириногена IX. 

Рис. 4. Комплекс ферментов: глутамил-тРНК-редуктазы 
GluTR (темно-серый цвет) и глутамат-1-полуальдегид 
аминотрансферазы — GSA-AT (светло-серый цвет). 
Модель создана на основе рентгеноструктурного ана-
лиза белка GluTR из M. kandleri и белка GSA-AM из 
Synechococcus (по: Lüer C. et al., 2005)
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Третий фермент — протопорфириноген IX-оксида-
за  (protoporphyrinogen  IX  oxidase, PPOX)  окисляет 
его до красного пигмента ПП. При наличии молеку-
лярного  кислорода  это  окисление  может  происхо-
дить химически.

UROD из клеток млекопитающих — предмет актив-
ного изучения медицинской генетики. Нарушения его 
функциональной активности в результате мутаций в гене 
UROD, ведут к развитию тяжелых заболеваний — пор-
фирий, наследуемых по аутосомно-доминантному типу 
(Brancaleoni et al., 2007). Наряду с бесхлорофильными 
организмами, у которых фермент кодирует ген hemE, ор-
тологичные ему гены были клонированы и секвенирова-
ны у Synechococcus PCC7942 (Kiel et al., 1992), табака 
и ячменя (Mock et al., 1995).

Фермент CPOX у большинства фотосинтетиков ак-
тивен только в присутствии кислорода. Способность 
некоторых анаэробных бактерий синтезировать гем 
и ХЛ, указывала на существование иных механизмов 
образования протопорфириногена IX. Изучение меха-
низма окислительного декарбоксилирования у E. coli 
и S. typhimurium показало, что за аэробную и анаэроб-
ную реакции отвечают разные ферменты, кодируемые 
негомологичными генами hemF и hemN соответственно 
(Xu, Elliott, 1993; 1994). В геноме арабидопсиса есть 
последовательность, гомологичная бактериальному гену 
hemN анаэробного фермента, но не получено доказа-
тельств ее функциональной активности. У С. reinhardtii 
найден только ген аэробного фермента Cpx1, гомологич-
ный hemF (Hill and Merchant, 1995). Гены, кодирующие 
UROD и CPOX, клонированы и секвенированы у ряда 
растений, начиная с сои (Madsen et al., 1993) и табака 
(Kruse et al., 1995).

Два изоэнзима PPOX (хлоропластный и митохонд-
риальный) первоначально были обнаружены в листьях 
ячменя (Jacobs,  1987), а гены, кодирующие этот фер-
мент, впервые были клонированы у бактерий: E.  coli 
(Sasarman et al., 1993) и Bacillus (B.) subtilis (Hansson, 
Hederstedt, 1994). Они получили названия hemG 
и hemY, соответственно. Это разные гены, контроли-
рующие две ферментные системы. Впервые у растений 
нуклеотидная последовательность гена PPOX протопор-
фириноген IX- оксидазы была прочитана после секвени-
рования клона из к ДНК- библиотеки арабидопсиса, ко-
торый компенсировал эффект мутации ауксотрофности 
hemG по гему у E. coli (Narita et al., 1996). Тем же ме-
тодом геномной комплементации были найдены 2 гена 
PPOX1 и PPOX2  табака Nicotiana  tabacum, кодирую-
щие ферменты хлоропласта и митохондрий, соответ-
ственно (Lermontova et al., 1997). Для поиска этого гена 
у С.  reinhardtii была использована иная стратегия, — 
когда мутанты по интересующему гену получают как 
штаммы, устойчивые к ингибиторам кодируемого им 
фермента. PPOX является мишенью для габакулина 
и ацифлюорфена — фототоксичных гербицидов из груп-

пы дифениловых эфиров. При обработке гербицидами 
в растительной клетке накапливается его субстрат — 
протопорфириноген IX, который, окисляясь химически, 
превращается в фотосенсибилизатор ПП. Был получен 
устойчивый к ацифлюорфену мутант Rs3, у которого до-
минантная мутация в ядерном гене нарушала взаимодейс-
твие фермента с гербицидом. Фрагмент геномной ДНК 
размером 10 тпн, содержащий ген устойчивости Rs3, был 
клонирован и секвенирован. Rs3 оказался геном PPX, ко-
дирующим PPOX С. reinhardtii, точковая мутация G → A 
в котором определяет устойчивость к ацифлюорфену 
в результате замены V-389-M в аминокислотной после-
довательности белка (Randolph-Anderson et al., 1998).

ПП — последний общий предшественник в биосин-
тезе гема и ХЛ становится субстратом для двух хелатаз, 
встраивающих в его молекулу катионы железа (Fe 2+) 
или магния (Mg 2+). Несмотря на сходные функции 
и один и тот же субстрат, Mg-ПП-хелатаза (МХ) и Fe-
хелатаза — разные по структуре и свойствам ферменты. 
В условиях in vitro включение Fe 2+ происходит самопро-
извольно и не требует энергии АТФ. Fe-хелатаза пред-
ставляет собой полипептид длиной от 308 (у B. subtilis) 
до 466  (у арабидопсиса) аминокислотных остатков, ко-
дируемый геном HemH. У фотосинтетиков фермент ло-
кализован в пластидах и в митохондриях, но основной 
синтез гема происходит в пластидах (Masuda et al., 2003). 
Напротив, встраивание Mg 2+ в порфириновое ядро явля-
ется сложной АТФ-зависимой реакцией и осуществляет-
ся только в хлоропласте (Walker, Willows, 1997).

3. Специфические реакции образования хлоро-
филлов 

3.1. Ранние этапы биосинтеза ХЛ
К ним относят реакции, ведущие к формированию 

протохлорофиллида (Пд) из ПП. Они не требуют света 
и проходят одинаково у всех фотосинтезирующих орга-
низмов как про- так, и эукариот.

Первый  специфический  фермент  биосинтеза 
ХЛ  —  Мg-ПП-хелатаза  (МХ)  встраивает  магний 
в молекулы ПП. Это гетеромультимерный комплекс, 
состоящий из трех субъединиц: I, D и H, кодируемых 
генами:  CHLI,  CHLD  и  CHLH  соответственно.  Эн-
зиматическая реакция начинается с формирования 
Mg 2+- и АТФ-зависимого комплекса субъединиц I и D, 
который затем взаимодействует с субъединицей H, 
связывающей  ПП. Продукт  реакции  —  Mg-ПП. Ме-
тилирование остатка пропионовой кислоты в по-
ложении 6 макроцикла Mg-ПП, ведет к образованию 
его монометилового эфира. Реакцию осуществляет 
фермент  S-аденозил-L-метионин:  Mg-протопор-
фирин  IX-метилтрансфераза  (Mg-protoporphyrin  IX 
methyltranspherase,  Mg-PPMT),  используя  S-адено-
зил-L-метионин, как донор метильных групп. цик-
лизация монометилового эфира Mg-ПП (Mg-ППМЭ) 
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с  образованием  дивинилпротохлорофиллида  — 
трехступенчатая реакция, которую катализирует 
окислительная  циклаза  Mg-протопорфирин  IX- мо-
нометилового  эфира  (Mg-protoporphyrin  IX 
monomethyl ester cyclase, Mg-PPME).

Белки CHLI и CHLD имеют в своем составе N-кон-
цевые Mg-АТФ-связывающие модули AAA+ (ATPases 
Associated  with  diverse  cellular  Activities), при объ-
единении формирующие три димерных структуры, кон-
формация которых зависит от присутствия АТФ или 
АДФ. Молекула D-белка содержит пролин-богатый 
участок и С-концевой домен интегрин I, через который 
происходит объединение субъединиц I и D с образовани-
ем комплекса АТФ-I-D (Lundqvist, 2010). Субъединица 
H образует комплекс с субстратом, связывая ПП свои-
ми N и С-концевыми участками. В отсутствии ПП белок 
подвергается деградации (Sirijovski et al., 2008). Работа 
фермента зависит не только от наличия АТФ, но и от це-
лостности мембран хлоропластов — функциональный 
комплекс МХ ассоциирован с мембранами через регу-
ляторный белок GUN4 (Adhikari, 2011). Этот фермент 
сходен с белками, вовлеченными в биосинтез двух других 
классов металлопорфиринов: корриноидов и фактора 
F430. Все три субъединицы МХ ортологичны белкам Ni-
хелатазы (Beale, 1999).

Помимо выполнения ферментативных функций МХ 
участвует в распределении молекул ПП по двум био-
синтетическим «ветвям». При снижении ее активнос-
ти, незадействованный ферментом ПП становится суб-
стратом для биосинтеза гема, который, накапливаясь 
в избытке, репрессирует активность GluTR — первого 
фермента пути биосинтеза ХЛ. Так на метаболическом 
уровне происходит регулирование уровня синтеза моле-
кул ХЛ (рис. 3).

Первые данные о генах, кодирующих МХ, появи-
лись в связи с обнаружением ФГК в геномах бакте-
рий R. capsulatus и R. sphaeroides. Он включает около 
30 ОРС, которые были клонированы в составе плаз-
мид и использованы для сайт-специфического мутаге-
неза. Блокирование трех ОРС приводило к появлению 
мутантов, накапливающих ПП (Bollivar et al.,  1994). 
Эти три гена получили названия bchD, bchH и bchI, а ко-
дируемые ими белки — BchD, BchH и BchI  оказались 
субъединицами МХ, поскольку в экспериментах in vitro 
демонстрировали ферментативную активность в при-
сутствии АТФ и катионов магния (Gibson et al.,  1995). 
Гены, кодирующие МХ высших растений, были найдены 
при изучении бесхлорофильных инсерционных мутан-
тов. У Т-ДНК-мутанта Ch42 (cs) арабидопсиса, ина-
ктивированным оказался ортолог гена bchI малой (I) 
субъединицы Rhodobacter (Koncz et al.,  1990), а у му-
танта Antirrhinum  majus (львиный зев), полученного 
в результате Tam3-транспозонного мутагенеза, блоки-
рованный ген olive кодировал белок CHLH большой 
субъединицы МХ (Hadson et al., 1993). Генетические 

исследования бесхлорофильных оранжевых мутантов 
зеленой водоросли C.  reinhardtii  позволили идентифи-
цировать 2 гена, блокирование которых ведет к накопле-
нию ПП в темноте, — CHLH и LTS3 (Чекунова и Квитко, 
1986; Wang et al., 1974). Мутации в гене CHLH вызывали 
гибель клеток при освещении, а lts3-мутанты сохраняли 
способность зеленеть на свету. Клонирование гена CHLH 
показало, что он кодирует большую субъединицу МХ, 
а мутации chl1 и brs-1 являются вставками (+1) в экзо-
нах 9 и 10 этого гена (Chekunova et al., 2001). Фактор, 
кодируемый геном LTS3, оказался регулятором транс-
крипции генов, кодирующих белки МХ, — в темноте он 
активирует их экспрессию (Чекунова, Савельева, 2010). 
Если гены CHLH и CHLD у арабидопсиса и C. reinhardii 
однокопийны, то малую субъединицу CHLI у них, соот-
ветственно, кодируют два и три гена: CHLI (1–2) и CHLI 
(1–3),  по-видимому, появившиеся в результате дуп-
ликации (Apchelinov et al.,  2007). Субъединица CHLH, 
а также субстрат и продукт ее функционирования — 
ПП и Mg-ПП, задействованы в пути передачи сигналов 
из хлоропласта в ядро за счет взаимодействия со связы-
вающим ПП белком GUN4 (Sobotka et al., 2008). Неспо-
собность к образованию таких комплексов у большинс-
тва известных мутантов по гену CHLH арабидопсиса: cch 
(P-642-L), gun5 (A-990-L) и brs-1 хламидомонады ведет 
к блокированию этого сигнального пути (Masuda, Fujita, 
2008). Фитогормон абсцизовая кислота (АБК) подавля-
ет метаболизм фотосинтезирующей клетки, обеспечивая 
адаптацию растений к неблагоприятным условиям среды. 
Поиски рецепторов АБК у арабидопсиса привели к выде-
лению белка, названного ABAR (abscisic acid receptor), 
который оказался молекулой CHLH (Shen et al., 2006). 
Эффекта связывания АБК с H-субъединицей МХ ячменя 
не было установлено (Müller, Hansson, 2009), и участие 
этого белка в гормональной регуляции еще предстоит 
выяснить. Малая субъединица МХ — CHLI оказалась 
способной связываться с тиоредоксинами, участвую-
щими в редокс-регуляции белков хлоропласта (Ikegami 
et al., 2007). Недавно появились данные о взаимодейс-
твии CHLH и сигма фактора SigE, связывание которых 
у Synechocystis ингибирует транскрипцию SigE-зависи-
мых генов (Osanai et al., 2009). По-видимому, CHLH — 
ключевой компонент в пути биосинтеза ХЛ. Помимо 
выполнения ферментативных функций, он участвует 
в передаче сигналов от хлоропласта к ядру, задействован 
в транскрипционной регуляции и является звеном в пу-
тях гормонального и редокс-контроля.

Ген bchM, кодирующий Mg-PPMT, впервые был най-
ден в геноме R. capsulatus при инсерционном анализе 
ФГК, — его продукт в  экстрактах E.  coli метилировал 
Mg-ПП (Gibson et al.,  1995). Ортолог этого гена — 
chlM вскоре обнаружили у Synechocystis PCC 6803 ме-
тодом функциональной комплементации мутанта bchM 
R. capsulatus (Smith et al., 1996). Сравнительно недавно 
ген CHLM, кодирующий этот фермент у арабидопсиса, 
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был найден как гомолог гена chlM Synechocystis sp, — 
инсерционный мутант по этому гену накапливал Mg- ПП 
и белок CHLH и демонстрировал высокий уровень 
репрессии ядерных генов, участвующих в фотосинтезе 
(Pontier et al.,  2007). Сниженный уровень экспрессии 
генов коровых белков обеих фотосистем и светособи-
рающего комплекса установлен и для бесхлорофильных 
мутантов по гену CHLM C. reinhardtii, которые в темно-
те накапливали субстрат фермента — Mg-ПП и гибли 
на свету (Meinecke et al., 2010). Также как и МХ, фер-
мент Mg-PPMT в клетке имеет «двойную» локализа-
цию: в оболочке хлоропласта и в мембранах тилакои-
дов в соотношении, близком к 1:30 (Block et al., 2002). 
Накапливаются данные, свидетельствующие о тесном 
физическом взаимодействии этих ферментов (Alawady 
et al.,  2005). При определении трехмерной структуры 
CHLH было показано, что продукт каталитической реак-
ции — Mg-ПП подвергается метилированию, оставаясь 
связанным с CHLH (Sirijovski et al., 2008).

Mg-PPME у растений и водорослей активен только 
в присутствии кислорода и при сохранении целостности 
хлоропластных мембран. У фототрофных бактерий его 
кодирует ген анаэробного фермента bchE (Yang, Bauer, 
1990). При мутационном анализе ФГК пурпурной бак-
терии Rubrivivax  gelatinosus  был получен  мутант  acsF, 
который накапливал Mg-ППМЭ в условиях аэробного 
роста, а при анаэробном выращивании не отличался от ди-
кого типа по уровню ХЛ (Pinta et al.,  2002). Напротив, 
мутации в гене bchE приводили к такому фенотипу только 
в анаэробных условиях или при низком содержании О2. 

Двойной мутант acsF/bchE накапливал Mg-ППМЭ при 
всех условиях, демонстрируя, что за аэробную и анаэроб-
ную циклизацию отвечают разные гены. Нуклеотидные 
последовательности этих двух генов оказались различны, 
также как и характер их экспрессии: транскрипция гена 
acsF была чувствительной к кислороду, а bchE — не за-
висела от О2 (Ouchane et al., 2004). Так были получены 
генетические доказательства существования двух био-
синтетических путей циклизации Mg-ППМЭ: аэробно-
го и анаэробного. Ортологи «анаэробного гена» bchE 
не найдены у зеленых водорослей и высших растений. 
Последовательности, гомологичные гену AcsF  обнару-
жены у многих организмов, включая пурпурные бакте-
рии, цианобактерии (за исключением строгого анаэро-
ба  Chlorobium  tepidum),  зеленые водоросли и высшие 
растения. В геноме C. reinhardtii есть два ортолога гена 
AcsF: Crd1 и Cth1 (Moseley et al., 2000), а у арабидопси-
са только один — CHL27 (Tottey et al., 2003). Первичная 
структура продукта гена AcsF позволяет отнести фермент 
к классу металлосодержащих монооксигеназ, к которым 
также относятся аэробные копропорфириногеноксидаза 
(HemF) и рибонуклеотидредуктаза (NrdB) E. сoli.

У большинства фотосинтетиков ХЛa представляет 
собой гетерогенную смесь моно- и дивинильных форм мо-
лекул, финальная композиция которых зависит от вида, 

условий роста и стадии развития организма (Rebeiz et al., 
1994). Конверсию 3,8-дивинил-тетрапирролов до 3-мо-
новинилтетрапирролов осуществляет фермент 3,8-диви-
нилпротохлорофиллид-8-винил редуктаза, кодируемый 
геном DVR (Nagata et al., 2005).

3.2. Заключительные стадии синтеза ХЛ
Они включают восстановление протохлорофиллида 

(Пд) до хлорофиллида (ХД) и этерификацию его фитолом 
с образованием ХЛ.

Превращение Пд в Хд катализируют две различ-
ные  Пд-оксидоредуктазы:  светозависимая  сПОР 
и  функционирующий  в  темноте  комплекс  тПОР. 
у голосеменных, мхов, лишайников, водорослей и эу-
бактерий, оба этих фермента определяют способ-
ность  зеленеть  как  на  свету,  так  и  в  темноте. 
Эволюционно более молодые покрытосеменные рас-
тения утратили тПОР, и при росте в темноте они 
формируют этиолированные ростки (желтые, на-
капливающие  Пд).  Свет  активирует  сПОР,  запус-
кая процесс зеленения — синтез Хд и далее ХЛ. Хотя 
оба фермента выполняют одну функцию — редук-
цию двойной связи в IV пиррольном кольце макроцик-
ла,  они  различаются  структурно  и  по  механизму 
действия.  Последний  этап  формирования  молекулы 
ХЛ  —  это  этерификация  фитолом  —  присоедине-
ние  фитольного  «хвоста»  к  остатку  пропионовой 
кислоты в позиции С17.

Ген POR, кодирующий фотоэнзим сПОР, впервые был 
клонирован у ячменя (Schulz et al., 1989). Авторам уда-
лось выделить фермент из листьев растений в количестве, 
достаточном для создания антител, которые далее исполь-
зовали для изоляции гена POR из кДНК экспрессирую-
щей библиотеки методом иммунодетекции. Позднее этот 
ген был найден по гомологии у различных растений: пше-
ницы, овса, гороха, арабидопсиса, сосны и др. (Reinbothe, 
1996). История его клонирования у С. reinhardtii связана 
с мутантами класса yellow (желтый в темноте, зеленый 
на свету). Фенотип такого температурочувствительно-
го мутанта y-1–4, неспособного зеленеть на свету при 
рестриктивной температуре, оказался результатом одной 
мутации pc-1 — сдвигу рамки считывания в ядерном гене 
POR1, кодирующем сПОР (Li, Timko,  1996). В геноме 
арабидопсиса найдено несколько паралогов этого гена: 
PORA,  PORB,  PORC  (Oosawa et al.,  2000), также как 
и у ячменя (Holtorf, Apel, 1996), и некоторых голосемен-
ных (Skinner, Timko, 1999), а у цианобактерий и хламидо-
монады он уникален.

С. Граник (Granick, 1959) первым обнаружил, что 
добавление экзогенной АЛК к растущим в темноте 
этиолированным проросткам, вызывает накопление 
предшественников ХЛ (от ПП до Пд). Позднее было 
установлено, что механизм, в норме препятствующий 
накоплению этих фототоксичных соединений, состоит 
в обратном ингибировании синтеза АЛК протохлоро-
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филлидом (рис. 3), и обнаружен белок FLU, который 
через взаимодействие с ферментом GluTR ингибирует 
синтез АЛК (Meskauskiene et al.,  2001). Мутанты ара-
бидопсиса с нарушенной регуляцией хлорофиллобразо-
вания накапливали в темноте избыточное количество Пд 
и имели повышенную активность синтезирующих АЛК 
ферментов. Они были названы flu (fluorescent), из-за яр-
ко-красной флюоресценции Пд при облучении этиоли-
рованных проростков синим светом (λ400–450 нм), и несли 
аллельные мутации в ядерном гене FLU. Для его изоля-
ции использовали стратегию позиционного клонирова-
ния и установили, что этот ген кодирует белок размером 
316 аминокислот. Вскоре два белка, гомологичные FLU, 
были найдены и у С. reinhardtii. Эти белки FLP (Flu-Like 
Protein) протяженностью 373 и 386 аминокислот — ре-
зультат альтернативного сплайсинга транскриптов ядер-
ного гена FLP (Falciatore et al., 2005). Иммунодетекция 
показала, что они локализованы в мембранах хлороп-
ласта и способны специфически связывать фермент 
GluTR, ингибируя синтез АЛК. Экспрессия гена FLP 
позитивно регулируется светом, а в условиях темнового 
роста — интермедиатами биосинтеза хлорофилла: ПП, 
Mg-ПП и Пд. У описанного еще в 1974 году мутанта яч-
меня tigrina-d, накапливающего Пд в темноте (Nielsen, 
1974), затронутый мутацией ген, оказался ортологом 
гена FLU арабидопсиса (Lee et al., 2003).

Обнаружено три гена, обеспечивающих превраще-
ние Пд в темноте. У Rcapsulatus они были обозначены 
как: bchB, bchL и bchN, а их ортологи, позднее найденные 
в геномах хлоропластов эукариот, получили названия: 
chlB, chlL и chlN. Эти гены кодируют три субъединицы 
(B, L, N) фермента тПОР, аминокислотные последова-
тельности которых сходны с субъединицами: NifK, NifH, 
NifD нитрогеназы соответственно (Armstrong, 1998).

Недавно у R  capsulatus был найден еще один, по-
добный нитрогеназам фермент, участвующий в био-
синтезе БХЛа — ХДа-оксигеназа (chlorophyllide 
oxydoreductase, COR). Три гена: BchX,  BchY,  BchZ 
из ФГК бактерии кодируют его субъединицы (Nomata 
et al., 2006).

Фермент, осуществляющий присоединение фитольно-
го «хвоста» к молекуле ХД, был выделен из R. capsulatus 
и назван бактериохлорофилл а-синтетазой. Найден был 
и кодирующий его ген BchG (Bollivar et al., 1994). Впос-
ледствии в геномах C. reinhardii и высших растений были 
обнаружены его ортологи — СHLG (Garcia-Gil et al., 
2003).

Фитол — мононенасыщенный спирт (С20 Н39 ОН) — 
синтезируется из геранилгеранил-дифосфата (ГГ-ДФ), 
который подвергается редукции ферментом геранилгера-
нилредуктазой с образованием фитил-дифосфата (фитил-
ДФ). Он кодируется генами: bchP/CHLP (у бактерий и эу-
кариот соответственно) и участвует также в биосинтезе 
каротиноидов. ХЛ-синтетаза в качестве субстрата может 
использовать оба изопрена: фитил-ДФ и ГГ-ДФ.

На тилакоидных мембранах хлоропластов световая 
энергия адсорбируется светособирающими ПБК двух 
фотосистем. Типичный апопротеин ПБК2 связыва-
ет 17 молекул пигментов, из которых 3 — каротинои-
ды (ксантофилы) и 14 молекул хлорофиллов (8 — ХЛа 
и 6 — ХЛb).

ХЛб — дополнительный пигмент растений, водорос-
лей и прохлорофит, доля которого составляет 15–50 % 
от общего содержания ХЛ. В  процессе его  биосинте-
за происходит последовательное двухступенчатое 
окисление  метильной  группы  в  положении  7  мак-
роцикла  до  формильной.  Реакцию  катализирует 
фермент  хлорофиллид/хлорофилл  а-оксигеназа 
(chloropyllide/chlorophyll  a  oxygenase,  CAO)  в  при-
сутствии  кислорода.  Субстратом  для  него  могут 
служить как ХДа, так и ХЛа.

Мутанты без хлорофилла «б» впервые были полу-
чены на арабидопсисе (Hirono, Redei, 1963). Позднее 
их нашли у многих других высших растений, включая 
ячмень, кукурузу и рис. Генетический анализ таких му-
тантов ячменя показал, что к утрате ХЛб ведут мута-
ции из одной группы комплементации, свидетельствуя, 
что синтез ХЛб контролируется одним генетическим 
локусом (Simpson et al.,  1985). Первый мутант хла-
мидомонады без ХЛб был описан в 1976 году (Лады-
гин В. Г., 1976), а гибридологический анализ подобных 
мутантов показал, что отсутствие ХЛб обусловлено 
рецессивными мутациями в ядерном гене Cbn1 (Мир-
ная и др.,  1990). После молекулярной идентифика-
ции с помощью инсерционных мутантов C.  reinhardii, 
не способных синтезировать ХЛб, ген получил назва-
ние CAO (chlorophyll «a» oxygease) — по кодируемо-
му ферменту хлорофиллид/хлорофилл а-оксигеназе 
(Tanaka et al., 1998). В дальнейшем его нуклеотидную 
последовательность использовали для поиска гомоло-
гичных генов у других объектов. Синтез ХЛб в расти-
тельной клетке регулируется на уровне транскрипции 
гена CAO и посттрансляционно, — избыточное его 
накопление запускает механизм протеалитической де-
стабилизации фермента хлоропластной протеазой CLP 
(Tanaka, 2007).

катаБолизм молекул ХлороФиллоВ 

Деградацию ХЛ наблюдают как потерю зеленой ок-
раски (пожелтение) в разные периоды жизни растений: 
во время старения, созревания плодов и/или при гибели 
листьев от внешних факторов, включая экстремальные 
температуры и воздействия патогенов. Быстрое раз-
рушение свободных ХЛ — адаптивное свойство, кото-
рое предотвращает фотодинамические повреждения, 
способствуя выживанию клетки. Ежегодно на планете 
подвергается распаду около 1,2 миллиардов тонн ХЛ 
(Hendry et al., 1987). В изучении механизмов этого про-
цесса решающую роль сыграли мутанты с нарушенным 
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катаболизмом пигмента, исследования которых позво-
лили обнаружить ферменты деградации ХЛ (рис. 5) и ко-
дирующие их гены (Hörtensteiner, 1999; 2006).

ХЛ разрушается до водорастворимых бесцветных 
форм, которые накапливаются в вакуолях. Продукты 
его распада были установлены хроматографически при 
сравнительных исследованиях пигментного состава жел-
теющих в темноте (в процессе старения) нормальных 
растений и мутантов stay  green, сохраняющих в этих 
условиях зеленую окраску. Среди множества продук-
тов деградации 14С-меченных ХЛ были обнаружены 
три формы, которые накапливались в листьях мутан-
тов: фитолы, красные водорастворимые тетрапирролы 
и бесцветные катаболиты ХЛ, представленные двумя 
группами — флуоресцирующие и нефлуоресцирующие 
(Matile et al., 1996).

образование окрашенных катаболитов хл
Деградация ХЛ начинается с потери «фитольного 

хвоста» и центрального атома магния, в результате чего 
образуются светло-зеленые пигменты феофорбиды. 
Хлорофиллаза (chlorophyllase, CHL) — один из первых 
ферментов, выделенных из растений (Willstatter, Stoll, 
1913), отщепляет фитол от молекул ХЛ и феофитина — 
ХЛ, лишенных магния. К концу XX века этот белок был 
изучен методами биохимии, и кодирующие хлорофиллазу 
гены арабидопсиса (AtCLH1) и лимона (CHLASE1) были 
идентифицированы на основе первичной структуры это-
го белка (Tsuchiya, et al., 1999; Jakob-Wilk et al., 1999). 
Позднее была найдена еще одна хлорофиллаза араби-
допсиса — CLH2, и показано, что мутанты, лишенные 
обоих ферментов, способны к деградации ХЛ (Schen 
et al., 2007). Эти данные заставили вновь начать поиск 
фермента хлоропласта, необходимого для катаболизма 
ХЛ во время старения листьев. Такой белок — феофи-
тиназа (pheophytin pheophorbide hydrolase, PPH), был 
найден благодаря методам биоинформатики и обратной 
генетики (Schelbert et al., 2009). Зная функции фермен-
та, авторы нашли в протеоме арабидопсиса 462 α/β- гид-
ролаз, из которых 30 имели хлоропластную локализа-
цию. Среди кодирующих их генов только три активно 
экспрессировались в период старения, и инсерционное 
(Т-ДНК) блокирование одного из них вело к мутантному 

(stay  green) фенотипу. Оказалось, что этот разрушен-
ный вставкой ген — PPH, кодирует фермент, способный 
отщеплять фитол от феофитина — не содержащих маг-
ний молекул ХЛ. Обнаружение феофитиназы позволило 
предположить, что деградация ХЛ начинается с потери 
магния, а образовавшийся при этом феофитин теряет 
фитол, превращаясь в феофорбид, под действием фер-
мента PPH (рис. 5).

Изъятие магния из порфиринового кольца осущест-
вляет магний-дехелатаза. К настоящему времени этот 
фермент не выделен, хотя накоплены данные об его ак-
тивности и локализации (Suzuki et al., 2005).

образование неокрашенных катаболитов хл
Потеря зеленой окраски листьев в процессе де-

градации ХЛ связана с «раскрытием» порфиринового 
кольца феофорбида между пиррольными кольцами I и II 
ферментом феофорбид а-оксигеназой (pheophorbide 
A  oxygenase, PAO) с образованием красных катаболи-
тов ХЛ, которые далее разрушаются редуктазой красных 
катаболитов ХЛ (red  chlorophyll  catabolite  reductase, 
RCCR). Мутанты по этим этапам, как правило, имеют фе-
нотип stay green. Причиной подобного фенотипа у мутан-
та риса (Oryza sativa japonica) стала рецессивная мута-
ция в гене, соответственно названном SGR — stay green 
(Cha et al., 2002). Вскоре были найдены его ортологи: 
у овсяницы луговой (Festuca pratensis) — Senescence-
induced-deficiency, арабидопсиса — Non  yellowing, 
у томатов — Green fresh и перцев — Chlorophyll retainer 
(Armstead et al., 2006; Barry et al., 2008). Причиной мен-
делевского признака зеленой окраски семян гороха так-
же оказалась мутация в гене SRG (Armstead et al., 2007; 
Sato et al., 2007). С использованием стратегии позици-
онного клонирования было установлено, что белок риса 
SGR не является, как ожидалось, ферментом РАО, а ре-
гулирует катаболизм ХЛ, разрушая хлорофилл-связыва-
ющие белки ПБК2 (Aubry et al., 2008).

PAO — зависимая от кислорода и ферредоксина 
монооксигеназа, наиболее активная в период старе-
ния листьев, была найдена при анализе мутантов: acd1 
(accelerated cell death) арабидопсиса и lls1 (lethal  leaf 
spot) кукурузы (Gray et al., 1997; Pružinská et al., 2003). 
В условиях вызванного темнотой старения их листья со-

Рис. 5. Пути деградации молекул хлорофиллов (ХЛ). В рамочках указаны ферменты: хлорофиллаза (CHL), магний-дехе-
латаза (-Mg2+), феофитиназа (PPH), феофорбид a-оксигеназа (PAO), редуктаза красных катаболитов ХЛ (RCCR), 
хлорофилл б-дегидрогеназа/редуктаза (NYC1), и хлорофилл б-редуктаза (NOL)
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храняли зеленую окраску, а на свету покрывались некро-
тическими пятнами из-за накопления фотохимически-
активного феофорбида «а». Обнаружение еще одного 
типа мутантов риса, сохраняющих зеленую окраску при 
помещении в темноту: nyc1 и nol1–3, их картирование 
и поиск генов, затронутых мутациями, привели авторов 
к заключению, что гены: NYC1 (non-yellow  coloring) 
и NOL (Nyc1-like) кодируют короткоцепочечную хло-
рофилл б-дегидрогеназу/редуктазу и хлорофилл б-ре-
дуктазу соответственно. Эти пластидные ферменты 
взаимодействуют in vivo и, по-видимому, обеспечивают 
превращение ХЛб в 7-гидроксиметил-ХЛа (Kusaba et 
al., 2009).

Генетические исследования процессов деградации ХЛ, 
начавшиеся в самом конце XX столетия, сейчас находят-
ся на той стадии, когда все ферменты этого пути найдены. 
Предстоит выяснение механизмов их регуляции в разные 
периоды жизненного цикла растений, при адаптации их 
к экстремальным внешним условиям и защите от пато-
генов. Фундаментальные работы в этой области имеют 
и очевидные прикладные аспекты — они открывают воз-
можности путем генетических манипуляций замедлять 
или ускорять созревание плодов и сохранять зеленой ок-
раску листьев во время длительного хранения растений.

ЭВолюЦионнЫе асПектЫ метаБолизма 
ХлороФиллоВ 

Эволюция генов, контролирующих ферменты мета-
болизма ХЛ, по-видимому, шла по пути приспособления 
к изменяющимся условиям внешней среды и решения 
«внутренних проблем», главной из которых стала за-
щита от фотодинамического действия свободных пор-
фиринов. В соответствии с теорией Беркнера и Мар-
шалла (Berkner, Marshall, 1965), не утратившей своей 
актуальности по сей день, формы существования биоты 
и ее эволюция определяются состоянием атмосферы. 
По данным палеонтологии, зарождение жизни произош-
ло в археозое (около 4,0 миллиардов лет назад), и пер-
выми обитателями Земли были анаэробные гетеротро-
фы, которые существовали в условиях бескислородной 
восстановительной атмосферы под слоем воды 10–50 м, 
защищавшем их от губительного действия жесткого уль-
трафиолетового излучения (Иорданский, 2001). Около 
3,4–3,2 миллиардов лет назад некоторые из них при-
обрели способность к аноксигенному фотосинтезу, осу-
ществляемому одной фотосистемой I. Донором электро-
на при таком фотосинтезе обычно служит сероводород, 
а продуктами выделения — сера или сульфат. Для ути-
лизации световой энергии древние фототрофы исполь-
зовали родопсин, сохранившийся у современных гало-
фитов, и более эффективные тетрапирролы БХЛ — при 
хлорофильном фотосинтезе на один поглощенный квант 
через мембрану переносится не один ион Н+, как при 
родопсиновом фотосинтезе, а два (Скулачев, 1997). Фи-

логенетический анализ магниевой ветви биосинтеза тет-
рапирролов позволил установить, что наиболее древние 
фототрофы — это пурпурные бактерии (Xiong, Bauer, 
2002). «Изобретателями» оксигенного фотосинтеза ста-
ли цианобактерии, которые 2,6 миллиардов лет назад 
научились использовать воду в качестве доноров элек-
тронов. Фотохимическое разложение воды в процессе 
их жизнедеятельности сопровождалось выделением 
кислорода (Battistuzzi, 2004), и наиболее эффективным 
средством нейтрализации токсичного молекулярного 
кислорода стало кислородное дыхание. Интересно, что 
центральный блок системы аэробного дыхания — цепь 
переноса электронов — сформировалась у цианобакте-
рий (и у ряда других, в том числе пурпурных бактерий) 
на основе электронно-транспортной цепи фотосинтеза. 
Сначала, по-видимому, осуществлялось простое «сжи-
гание» органики с единственной целью обезвредить кис-
лород. Лишь в дальнейшем была открыта возможность 
синтезировать АТФ в этом процессе. С увеличением кон-
центрации абиогенного кислорода в атмосфере до так 
называемой «точки Пастера», когда его содержание до-
стигло 1 % от современного уровня, у биоты появилась 
возможность использовать в энергетических целях аэ-
робную диссимиляцию (дыхание), которое в 14 раз эф-
фективнее анаэробного брожения.

В истории Земли известны два периода резкого по-
вышения концентрации О2 в атмосфере. Первая «кис-
лородная катастрофа» (точка Постера), произошла при-
мерно 2,4–2,2 млрд лет назад благодаря оксигенному 
фотосинтезу цианобактерий. К этому времени абиоген-
ный кислород сформировал озоновый слой, защищаю-
щий Землю от солнечного ультрафиолета, что позволи-
ло обитателям планеты расширить пространство своего 
обитания — подняться в верхние слои океана. В этот пе-
риод возникают гены, кодирующие аэробные ферменты: 
HemF, HemG, AcsF. Второй «кислородный взрыв», около 
800– 542 млн лет назад вызвал, по-видимому, «поздне-
кембрийский взрыв формообразования» (Frei, 2009).

Фотосинтезирующие эукариоты появились на плане-
те 1,5–1,2 млрд лет назад в результате вторичного эн-
досимбиоза с цианобактериями. Наиболее вероятными 
предками пластид считают азотфиксирующие цианобак-
терии Nostoc  sp.  и Anabaena  variabilis (Deusch et al., 
2008). Преобразование ХЛ-содержащих бактерий в хло-
ропласты сопровождалось переносом большинства их ге-
нов, контролирующих реакции фотосинтеза и биосинтез 
тетрапирролов в ядро (Bock R., Timmis J. N., 2008). При 
этом, по-видимому, произошла утрата генов цианобакте-
рий: bchE и bchX, Y, Z, ортологов которых нет в геномах 
эукариот. К приобретениям этого времени можно отнес-
ти появление аэробных ферментов биосинтеза ХЛb  — 
дополнительного светособирающего пигмента.

Следующий важный этап эволюции растений —  
возникновение многоклеточности. Ее датиру-
ют появлением харовых водорослей (Charophyta) 
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450– 410 млн лет назад. Выход растений на сушу ок. 420 
млн лет назад изменил формы их взаимодействия с ок-
ружающей средой. Концентрация углерода в атмосфере 
того периода (ок. 3000 ppm) значительно превышала его 
сегодняшний уровень (ок. 400 ppm), что стимулирова-
ло развитие механизмов фиксации углерода (Beerling, 
Berner, 2005). С этим периодом также связывают появ-
ление механизма сбрасывания таллома, установленного 
для примитивного дерева Archaeopteris, существовавше-
го уже 359– 349 млн лет назад (Raven, 1986). Концент-
рация углерода оставалась высокой вплоть до позднего 
девона (40– 50 млн лет назад), а затем резко снизилась, 
что привело к замене микрофилии макрофилией (появ-
лением крупных листовых пластин). Покрытосеменные 
появились в юрском периоде (150 млн лет назад), и спус-
тя 120 млн лет заняли лидирующее положение в гло-
бальной флоре. Их хлоропластные геномы утратили гены 
chlL, B, N, кодирующие тПОР (темновую Пд-оксидоре-
дуктазу) — последнего в ряду ферментов, ведущих свое 
происхождение от анаэробных нитрогеназ цианобакте-
рий, но приобрели способность к старению — деграда-
ции ХЛ и преобразованию хлоропластов в этиопласт, на-
зываемых в этих случаях герантопластом. Полагают, что 
эволюция генов катаболизма ХЛ началась с появлением 
эукариот — кодируемые ими ферменты были необходи-
мы для обеспечения перехода от фото- к гетеротрофным 
условиям (Thomas et al., 2009).

Увеличение содержания кислорода в атмосфере вы-
нуждало фотосинтезирующие организмы искать защит-
ные механизмы метаболической и сигнальной регуляции, 
позволяющие предотвратить накопление в их клетках 
свободных фотореактивных молекул порфиринов. В хло-
ропластах ХЛ оказались связаны с белками и каротино-
идами, а на метаболическом уровне эту защитную функ-
цию стал выполнять механизм обратного ингибирования 
первого предшественника тетрапирролов — АЛК ко-
нечными продуктами светонезависимого биосинтеза — 
Пд и гемом (рис. 3).

заключение 

Синтез тетрапирролов у растений и водорослей про-
исходит в пластидах, откуда они транспортируются к мес-
ту своей локализации: ХЛ остаются в хлоропластах, гемы 
и сирогемы работают во всех клеточных компартментах, 
а фитохромы — в цитоплазме и ядре. Метаболизм фото-
синтезирующей клетки зависит от функциональной ак-
тивности всех тетрапирролов, биосинтез которых необ-
ходимо регулировать (Юрина и др., 2012). Механизмы 
такой регуляции координируют множество процессов, 
включая утилизацию световой энергии, поддержание 
оптимального баланса содержания гемов и ХЛ, предо-
твращение накопления молекул свободных порфиринов, 
баланс биосинтезов белков и пигментов (ХЛ функциони-
руют в составе ПБК).

Реализация генетических процессов, контролирую-
щих метаболизм ХЛ, находится под системным контро-
лем целого ряда факторов (свет, кислород, содержание 
сахаров и т. д.), определяющих физиологическое состо-
яние хлоропластов, в которых осуществляется фотосин-
тез. Исследования мутантов с нарушенной регуляцией 
показало, что физиологический статус хлоропласта ре-
гулирует экспрессию «фотосинтетических» генов ядра 
через сигнальную систему, в работе которой, помимо 
белков, участвуют тетрапирролы ПП и Mg-ПП. Вероят-
но, ключевая роль здесь принадлежит МХ, хотя молеку-
лярные механизмы этих процессов еще не выяснены.

По данным массового анализа экспрессии, основ-
ными мишенями транскрипционной регуляции у араби-
допсиса являются гены: HEMA1,  CHLH,  CHL27,  CAO, 
GUN4 и CHLP. Они ко-экспрессируются под действием 
света и циркадных ритмов (Masuda T., Fujita Y., 2008). 
В контроле метаболизма ХЛ задействован механизм об-
ратного ингибирования (feed back) активности комплекса 
ферментов, синтезирующих АЛК (рис. 3). Молекулярные 
механизмы, координирующие работу МХ и синтез АЛК, 
еще не исследованы. Генетические процессы световой, 
ретроградной, гормональной и метаболической регуля-
ции, редокс-контроля и апоптоза в фотосинтезирующей 
клетке тесно связаны и образуют единую сеть, контроли-
рующую метаболизм пигментов хлоропласта. В послед-
ние годы удалось обнаружить несколько ее элементов, 
но большинство факторов этой регуляторной машины, 
обеспечивающих транскрипционный и посттрансляцио-
ный контроль, найти еще предстоит.
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GENETIC CoNTroL oF ChLorophyLL mETaBoLISm 

Chekunova E. M.

SUmmary C : Chlorophylls (Chl) are unique tetrapyrrole molecules, 

essential not only for photosynthesizing organisms but for the whole 

Biosphere. Chlorophyll biosynthesis is closely connected with plant cell 

morphogenesis and photosynthetic reactions - storage and transfer-

ring of light energy. Pigment mutants of plant and microorganisms are 

successfully used for investigation of Chl biosynthesis and degradation 

pathways. The genetic approaches appeared to be very productive for 

identification of the genes, encoding the enzymes of Chl metabolism and 

for elucidation of the mechanisms there regulating. History, recent find-

ings and evolution of genetic determination of Chl formation processes 

are presented in this review.
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