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ПРЕДИСЛОВИЕ

Исследование механизмов преобразования энергии при ды-
хании и фотосинтезе в значительной степени основано на ана-
лизе кинетики окислительно-восстановительных реакций пере-
носчиков электронов в окислительной (дыхательной) и фото-
синтетической электронтранспортных цепях. Эти переносчики
расположены в энергопреобразующих мембранах и, как прави-
ло, объединены в мультиферментные комплексы строго опреде-
ленного состава и структуры, в которых задана последователь-
ность переноса электронов от одной молекулы к другой. Для
анализа транспорта электронов в таких комплексах непримени-
мы как обычный кинетический анализ, основанный на предпо-
ложении о столкновительном характере взаимодействия моле-
кул, так и обычный термодинамический анализ, поскольку ско-
рость переноса электронов в комплексах не зависит от объемной
концентрации индивидуальных переносчиков, а определяется
концентрацией комплексов в соответствующих состояниях.

Нами подробно излагается способ описания кинетики транс-
порта электронов в комплексах переносчиков. Он может быть
непосредственно обобщен для любых ферментативных реакций,
протекающих в мультиферментных комплексах; применение
его иллюстрируется на примере анализа фотосинтетического
транспорта электронов.

В первой главе рассмотрены современные представления об
организации фотосинтетических и дыхательных электронтранс-
портных цепей. Особое внимание уделено структурно-функцио-
нальным особенностям электронтранспортных комплексов у раз-
личных групп организмов и их сопоставлению друг с другом.

Главы, со второй по восьмую, посвящены формулировке и
анализу кинетической модели переноса электронов в комплек-
сах, сравнению различных кинетических моделей транспорта
электронов в биологических системах, а также вопросам термо-
динамического описания окислительно-восстановительных реак-
ций в комплексах.

Введение понятия состояния всего комплекса как упорядо-
ченного набора состояний отдельных переносчиков позволяет
сформулировать кинетическую модель в виде цепи Маркова с
дискретным набором состояний и непрерывным временем, опи-
сываемой системой линейных обыкновенных дифференциальных



уравнений первого порядка. Разработанная модель позволяет
прямо учесть кооперативные эффекты, заключающиеся в том,
что скорость переноса электрона между двумя переносчиками
зависит от состояния и других переносчиков, входящих в дан-
ный комплекс. Специфическими особенностями описания явля-
ются независимость скорости переноса электронов от концент-
рации переносчиков, а также то, что число состояний комплекса
и соответственно число уравнений экспоненциально возрастают
при увеличении числа переносчиков в комплексе.

При анализе данного описания будут рассмотрены, в частно-
сти, следующие вопросы.

Как связаны между собой закон действующих масс, приме-
нимый к подвижным переносчикам, и модель, описывающая пе-
ренос электронов в структурных комплексах?

В каких случаях вместо уравнений относительно состояний
всего комплекса можно использовать уравнения относительно
состояний отдельных переносчиков, составляющих комплекс?

В чем различие между обычным термодинамическим описа-
нием окислительно-восстановительных реакций подвижных пе-
реносчиков и описанием переноса электронов в комплексах пере-
носчиков?

Основное внимание будет уделено переносу электронов при
фотосинтезе, поскольку в фотосинтетической электронтранс-
портной цепи имеется уникальная возможность практически
мгновенно «запускать» процесс переноса электронов с помощью
света, что является неоспоримым преимуществом при кинетиче-
ском анализе.

Первые восемь глав посвящены общим вопросам переноса
электронов в биологических системах и поэтому могут предста-
вить интерес для всех, кто в своей работе сталкивается с необ-
ходимостью кинетического анализа транспорта электронов. В по-
следующих пяти главах рассмотрены вопросы, касающиеся опи-
сания переноса электронов в комплексах реакционных центров
при фотосинтезе.

Сформулирована обобщенная модель переноса электронов в
ближайшем донорно-акцепторном окружении фотосинтетиче-
ских реакционных центров (ФРЦ). На основе этой модели рас-
смотрены стационарные и переходные характеристики переноса
электронов в ФРЦ. Проведенный кинетический анализ показы-
вает, что функциональное устройство ФРЦ обеспечивает его го-
товность к использованию очередного кванта света за счет под-
держания донорной части в восстановленном, а акцепторной — в
окисленном состояниях. Далее рассмотрена кинетика редокс-
превращений переносчиков ФРЦ в хроматофорах пурпурных
бактерий в окислительных и восстановительных условиях. Осо-
бое внимание уделяется анализу функционирования вторичного
хинонного акцептора ФРЦ пурпурных бактерий. Подробно оха-
рактеризованы двухтактные колебания концентраций семихинон-



ной формы вторичного хинона и на основе кинетического анали-
за оценен квантовый выход разделения зарядов в реакционных
центрах.

Книга основана на исследованиях, проводившихся в послед-
ние 10 лет на кафедре биофизики биологического факультета
МГУ. Написание книги стало возможным лишь благодаря мно-
голетнему сотрудничеству и многочисленным дискуссиям с
П. С. Бенедиктовым, которому авторы выражают свою при-
знательность.

Авторы считают своим приятным долгом выразить благодар-
ность А. А. Кононенко, чьи советы во многом способствовали
нашей работе над книгой, а также А. А. Константинову, сделав-
шему ряд ценных замечаний по первой главе.

В процессе работы над книгой мы пользовались помощью и
советами целого ряда товарищей и сотрудников, которым выра-
жаем свою искреннюю признательность: С. И. Аксенову,
С. Д. Варфоломееву, М. И. Верховскому, Т. Н. Воробьевой,
А. Я. Мулкиджаняну, И. И. Поттосину, Н. Ф. Пытьевой,
Г. Ю. Ризниченко, В. Д. Следь, А. Д. Соловьеву, О. Н. Шинка-
ревой.
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Глава 1

ПЕРЕНОС ЭЛЕКТРОНОВ
И ПРЕОБРАЗОВАНИЕ ЭНЕРГИИ

В этой главе кратко рассмотрены свойства и характеристики
электронтранспортных цепей митохондрий, хлоропластов и хро-
матофоров, в которых энергия окислительно-восстановительных
реакций используется для синтеза АТФ.

1.1. Общая характеристика
преобразования энергии в биомембранах

В течение последних 15—20 лет стало ясно, что процессы пре-
образования энергии при электронном транспорте в мембранах
митохондрий, хлоропластов, хроматофоров и некоторых бакте-
рий обладают фундаментальным сходством [Грин, Гольдбергер,
1968; Скулачев, 1972; Ленинджер, 1974; Рэкер, 1979]. Было вы-
яснено, что во всех этих системах реализуется единый принцип
сопряжения переноса электронов по цепи электронного транспор-
та с синтезом АТФ [Скулачев, 1972; Mitchell, 1966; Harold, 1977;
Hauska, Trebst, 1977; Рэкер, 1979]. Этот принцип иллюстрирует
рис. 1, на котором показано, что перенос электронов по электрон-

АТФ

I
W

i
А ТФаза

Мембрана

Рис. 1. Схема превращения энергии в биомембранах [Skulachev, 1981]
Цепь электронного транспорта (/), используя энергию окислительно-восстановительных
реакция, транспортирует протоны через мембрану против их электрохимического потен-
циала. Образующаяся таким образом трансмембранная разность электрохимических по-
тенциалов ионов водорода используется АТФ-синтетазой (2) для синтеза АТФ из АДФ
и Фн



транспортной цепи приводит к переносу протонов через гидро-
фобный барьер мембраны. В результате энергия окислительно-
восстановительных реакций трансформируется в трансмембран-
ную разность электрохимических потенциалов ионов водорода
(ДцН+), которая затем используется для синтеза АТФ из АДФ
и Фя с помощью особого фермента — АТФ-синтетазы.

Если сам принцип сопряжения переноса электронов с синте-
зом АТФ, выдвинутый Митчелом [Mitchell, 1961, 1966], доста-
точно хорошо обоснован экспериментально [Скулачев, 1972;
Clayton, Sistrom, 1978; Schafer, Klingenberg, 1978; Lee et al., 1979;
Рэкер, 1979; Skulachev, Hinkle, 1981], то механизмы сопряжения
переноса электронов с трансмембранным переносом протонов, а
также механизм использования АТФ-синтетазой энергии протон-
ного градиента по существу неясны.

Рассмотрим вначале цепи электронного транспорта (ЦЭТ)
митохондрий.

1.2. Цепь электронного транспорта
во внутренней мембране митохондрий

Превращения энергии, происходящие в митохондриях, можно
схематически представить в виде следующих трех стадий [Грин,
Гольдбергер, 1968; Ленинджер, 1974; Рэкер, 1979; Уайт и др.,
1981].

1. Образование доноров электронов для ЦЭТ (НАДН, сукци-
нат и др.).

2. Перенос электронов по ЦЭТ от НАДН и сукцината к ки-
слороду, сопряженный с образованием трансмембранной разно-
сти электрохимических_потенциалов ионов водорода (Дц.Н+).

3. Использование ДцН+ для синтеза АТФ из АДФ и Ф„.
Все стадии, кроме первой, протекают во внутренней мембра-

не митохондрий. Таким образом, основной энергетической функ-
цией ЦЭТ митохондрий является использование энергии редокс-
реакций для синтеза АТФ, причем образующаяся в процессе этих
реакций Дц,Н+, необходимая для синтеза АТФ, может непосред-
ственно использоваться для совершения химической и осмотиче-
ской работы и других процессов [Скулачев, 1972; Skulachev,
1980, 1981].

Суммарная реакция окисления НАДН кислородом, осущест-
вляемая митохондриями, есть реакция горения водорода, кото-
рая в митохондриях происходит в несколько этапов, причем на
каждую молекулу НАДН, окисляемую дыхательной цепью в со-
пряженных условиях, образуется не менее трех молекул АТФ
[Рэкер, 1979].

Скорость переноса электронов между переносчиками ЦЭТ
митохондрий различна и в среднем увеличивается при приближе-
нии к акцепторной стороне, где происходит восстановление Ог.



В стационарных условиях электронный поток по ЦЭТ является
достаточно быстрым, 10—100 электронов в секунду [Chance
et al., 1980].

1.3. Переносчики цепи электронного транспорта
митохондрий

Молекулы переносчиков представляют собой основные эле-
менты структуры митохондрий, на которые приходится около
25% белка митохондриальных мембран [Ленинджер, 1966].

Известно около 20 переносчиков электронов, составляющих
ЦЭТ митохондрий (табл. 1). Среди переносчиков только НАД,
флавины и убихинон являются двухэлектронными, в то время
как остальные компоненты ЦЭТ — одноэлектронные.

Большинство компонентов дыхательной цепи содержат ато-
мы переходных металлов, претерпевающих редокс-превращения.
Так, ряд белков содержит атомы железа, связанные с атомами
кислотолабильной серы [Palmer, 1975; Орм-Джонсон, 1978;
Лихтенштейн, 1979]. Это так называемые железо-серные центры
(иначе их называют белками, содержащими негем(ин)овое же-
лезо-, или железо-серосодержащими белками). Как правило,
железо-серные центры являются одноэлектронными переносчи-
ками, однако в определенных условиях они могут иметь несколь-
ко степеней окисления [Орм-Джонсон, 1978; Лихтенштейн,
1979].

Большую группу переносчиков электронов составляют цито-
хромы, которые содержат гемовую(железо-порфириновую) про-
стетическую группу [Ленинджер, 1974; Рэкер, 1979]. Цитохро-
мы подразделяются на три основных класса (а, Ъ, с) согласно
типу гема, а также их характерному спектру поглощения в вос-

Таблица 1. Потенциалы полувосстановления митохондриальных переносчиков*

Переносчик электронов Е° (рН 7,2),

—0,32
—0,30
—0,305
-0,245
-0,020
-0,045

—0,03

+0,03

рН зависи-
мость

мВ/ед рН

0,
60,
60

—
—
—
—

рН 7;
рН 7
рН7

Переносчик электронов
рН зависи-

мость
мВ/ед рН

НАД
Флавопротеид
FeS центры 1а+16
FeS центры 3+4
FeS центр 2
Флавопротеид
(СДГ)
Цитохром бдев

FeS центр (СДГ)
Убихинон (KoQ)
Цитохром с1

Цитохром с
FeS центр «Риске»
Цитохром а
Си
Цитохром а3

+0,03
+0,045
+0,215
+0,235
+0,280
+0,210
+0,245
+0,385

60
0
0

~20
0

-0, рН7;
60, рН 7

• Таблица составлена по данным работы Вилсона с соавторами [Wilson et al., 1974].



становленной форме [Dickerson, Timkovich, 1975; Харбури,
Маркс, 1978; Bartsch, 1978].

Белковые компоненты переносчиков электронов необходимым
образом модифицируют редокс-свойства металлов, а также обес-
печивают им соответствующее диэлектрическое и химическое
окружение [Лихтенштейн, 1979; Эйхгорн, 1978; Chance et al.,
1980].

Подробное описание свойств индивидуальных переносчиков
электронов можно найти в литературе [Ленинджер, 1974; Эйх-
горн, 1978; Лихтенштейн, 1979; Adman, 1979].

На рис. 2 показана упрощенная схема расположения перенос-
чиков электронов в дыхательной цепи. Первым субстратом ЦЭТ
является НАДН, с которого электроны переходят на ФМН и да-
лее через несколько железосерных центров переносятся на уби-
хинон и цитохромы Ъ. Затем через цепь цитохромов электроны
переносятся на кислород.

Как правило, в ЦЭТ переносчики электронов расположены
в последовательности, при которой их редокс-потенциалы воз-
растают от некоторого отрицательного значения, приблизительно
соответствующего потенциалу водородного электрода, до значе-
ния, близкого к потенциалу, при котором происходит восстанов-
ление кислорода до воды.

Энергия электрона при переносе от НАДН к кислороду изме-
няется приблизительно на 1,1—1,2 эВ; эта разность и есть та
движущая сила, которая в конечном итоге приводит к синтезу
АТФ. В табл. 1 приведены редокс-потенциалы некоторых компо-
нентов дыхательной цепи. Эти значения являются приближенны-
ми и варьируют при изменении рН, ионного состава среды, тем-
пературы и др. Кроме того, редокс-потенциалы переносчиков, в
силу их белкового характера, естественно зависят от источника
и способа выделения митохондрий и их фрагментов. Поскольку
переносчики электронов расположены асимметрично в мембране
[Рэкер, 1979], их редокс-потенциалы зависят также от величины
трансмембранного и поверхностного электрических потенциалов
[Hinkle, Mitchell,1970; Walz, 1979; Itoh, 1980].

1.4. Комплексы переносчикоз —
основные структурные единицы ЦЭТ

Большинство переносчиков ЦЭТ митохондрий организовано
в мультиферментные комплексы определенного состава, в кото-
рых задана последовательность переноса электронов между пе-
реносчиками [Hatefi et al., 1962; Hatefi, Galante, 1978; Грин,
Флейшер, 1964; Ленинджер, 1966; Грин, Гольдбергер, 1968].
При обработке внутренних мембран детергентами полная элек-
тронтранспортная цепь может быть разделена на четыре муль-
тиферментных комплекса, обозначаемых римскими цифрами:
I. НАДН: убихинон-оксидоредуктаза; II. сукцинат: убихинон-



Рис. 2. Упрощенная схе-
ма последовательности
переноса электронов в
дыхательной цепи ми-
тохондрий

Таблица 2. Свойства
комплексов цепи
переноса электронов
митохондрии

Сунцинат
\ ,

ФАД^-цит Ь5575

I
Ss-2 F e S s - i

\
S

цит В.562. •цит с,-
FeS R

Ратенон Антиницин А

-цит с—*~цит а—*~цит а3 -г-^г

со.сг

Комапекс

I. НАД Н:Ко<Э-оксидоредуктаза

П. Сукцинат:KoQ-оксидоредуктаза

III. Ко<ЭН2:цитохром с-оксидоредук-
таза

IV. Цитохром с:О2-оксидоредуктаза

Относи-
тельное

содержание

1

2

3

7

Молеку-
лярный вес.

кД

<700

200

250

150—200

Количество
полнпепти-

дов

16-18

4

8—9

7

Компонент

ФМН
Негемовое железо
Убихинон, липиды
ФАД
Негемовое железо
Цитохром Ь
Липиды
Цитохром Ь
Цитохром сх

Негемовое железо
Убихинон
Липиды
Цитохром а
Цитохром а3

Медь
Липиды

Содержание
компонен-
тов, моль

1
16-18

4
1

7—8
1

2
1
2

2̂ 1

1
1
2

Специфические ингибиторы

Ротенон, амитал, пирицидин

а-Теноилтрифторацетон

Антимицин А

Цианид, азид, СО
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Рис. 3. Мультиферментные комплексы, составляющие дыхательную цепь ми-
тохондрий

оксидоредуктаза; III. убихинол: феррицитохром с-оксидоредук-
таза; IV. цитохром с: кислород-оксидоредуктаза.

Некоторые их свойства приведены в табл. 2, составленной по
данным работы [Hatefi, Galante, 1978]. Из указанных комплек-
сов путем реконструкции (где необходимо — в присутствии цито-
хрома с) можно получить полную электронтранспортную систему
или ее отдельные сегменты [Hatefi et al., 1962; Грин, Флейшер,
1964; Hatefi, Galante, 1978]. Расположение этих комплексов в
дыхательной цепи показано на рис. 3. Каждый комплекс состоит,
как правило, не менее чем из пяти субъединиц. Часть из них не-
сет на себе кофакторы, между которыми возможен перенос элек-
тронов. Важно отметить, что комплексы входят в ЦЭТ в различ-
ных соотношениях [Грин, Гольдбергер, 1968; Hatefi, Galante,
1978].

Электроны между комплексами переносятся с помощью под-
вижных переносчиков — убихинона и цитохрома с. Двигаясь
диффузно через липидный слой мембраны, убихинон связывает
между собой комплексы I и III, а также II и III [Грин, Флейшер,
1964; Грин, Гольдбергер, 1968; Kroger, KHngenberg, 1973; Gut-
man, 1980]. Цитохром с выполняет аналогичную челночную
функцию на участке между комплексами III и IV, диффундируя
вдоль поверхности мембраны [Грин, Гольдбергер, 1968; Chance
et al., 1980]. Возможен также непосредственный перенос элек-
тронов от одного комплекса к другому [Ragan, Heron, 1978; He-
ron et al., 1978; Trumpower, 1981a].
_ Три комплекса — I, III и IV — играют роль генераторов

ДцН+, сопрягающих перенос электронов с трансмембранным пе-
реносом протонов. Была показана способность этих комплексов
генерировать трансмембранную разность электрохимических по-
тенциалов ионов водорода при встраивании их в липосомы из
фосфолипидов [Hinkle et al., 1972; Ragan, Hinkle, 1975; Kagawa,
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Таблица 3. Свойства железосерных центров дыхательной цепи митохондрий

Комплекс

I

II

III

Центр

N 1а
N 1в
N 2
N 3
N 4

S1
S2
S3

«Риске»

Тип * кластера

2Fe—2S
2Fe—2S
4Fe—4S
4Fe—4S
4Fe-4S

2Fe—2S
2Fe—2S
4Fe—4S

2Fe—2S

Среднеточечный
(pH 7) •• редокс-

потенциал, мВ

—370
-245

- 2 0
—245
—245

0
-260

+60

+280

pH ••• зависимость.
мВ/ед рН

60
0

G0
0
0

0
0
0

О, рН<8; 60, рН>8

• Тип кластера приведен по работе Альбрехта и Субраманиана [Albracht, Subramanlan, 1977].
•* Величины среднеточечных редокс-потенциалов центров N 1 — N 4 приведены по следую-

щим работам: [Ingledew, Ohnishl, 1980], центров Si, S2 —[Ohnishi et al . , 1976b], центра
S3 —[Ohnishi et al., 1976a], Риске — [Prince, Dutton, 1976].

*•• рН-Зазисимость редокс-потенциала железосерного белка Риске определена в работе [Prince,
Duttcn, 1976], а остальных центров — [Ingledew, Ohnishi, 1980].

1980; Рэкер, 1979]. Таким образом, эти комплексы не только осу-
ществляют перенос электронов, но и являются функциональной
единицей сопряжения переноса электронов с образованием АТФ.
Поэтому расположение внутримембранных белков, составляю-
щих комплекс, определяется, помимо всего прочего, необходи-
мостью векторного переноса электронов (протонов).

Рассмотрим более подробно характеристики каждого из этих
комплексов.

Комплекс I (НАДН: убихинон-оксидоредуктаза) состоит
(табл. 2) из большого числа компонентов [обзор см.: Ragan,
1976; Hatefi, Galante, 1978; Рэкер, 1979; Gutman, 1980; Ragan
et al., 1981]. Он катализирует перенос электронов от НАДН к
убихинону, причем эта реакция специфически ингибируется ро-
теноном, пирицидином и др. [Ragan, 1976; Gutman, 1980]. Вос-
становление убихинона комплексом I требует присутствия липи-
дов [Рэкер, 1979]. Комплекс I содержит ФМН, а также несколь-
ко железосерных центров. Основные сведения о железосерных
центрах получены с помощью метода ЭПР при низких темпера-
турах (табл. 3). Имеется некоторая неопределенность относи-
тельно числа и стехиометрии ЭПР-регистрируемых центров.
Центр N1 состоит из двух компонентов Nla и N I B , которые име-
ют сходный сигнал ЭПР, но различные редокс-потенциалы [Oh-
nishi, 1975]. Наиболее высокопотенциальный центр N2, по-ви-
димому, непосредственно взаимодействует с хиноном (см.
рис.2).

В литературе имеются указания на то, что редокс-потенциа-
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лы некоторых центров изменяются при добавлении АТф [Gut-
man et al., 1972; Ohnishi, 1975; Ingledew, Ohnishi, 1980].

Встроенный в липосому комплекс функционирует как редокс-
зависимая протонная помпа [Ragan, Hinkle, 1975; Ragan, 1976]
и в присутствии АТФ-синтетазного комплекса осуществляет син-
тез АТФ, сопряженный с окислением НАДН с помощью KoQt.

Следует отметить полную неясность механизма трансформа-
ции энергии в комплексе I, особенно с учетом определенного в
последнее время соотношения Н+/2ё, равного 3—4 [Lehninger
et al., 1979; Coin, Hinkle, 1979; Hinkle, 1981].

Для объяснения механизма сопряжения двухэлектронных
ФМН и KoQ с одноэлектронными железосерными центрами и вы-
сокого значения Н+/2е была предложена гипотеза [Hinkle,
1981] о том, что электроны в комплексе I переносятся цикличе-
ски, так же, как в Q-цикле Митчела (см. описание комплекса
III).

Комплекс II (сукцинат: убихинон—оксидоредуктаза), катали-
зирующий окисление сукцината убихиноном, состоит из четырех
полипептидов (табл. 2) [Capaldi et al., 1977; Hatefi, Galante,
1978]. Два из них (70 и 27 кД) представляют собой сукцинат-
дегидрогеназу. Большая субъединица содержит ФАД, ковалент-
но связанный с белком, и 4 атома железа и кислотолабильной
серы, которые образуют два железосерных центра [Ohnishi
et al., 1976b]. Меньшая субъединица сукцинатдегидрогеназы
представляет собой железосеросодержащий белок [Ohnishi
et al., 1976a]. Следовательно, сукцинатдегидрогеназа содержит
три железосерных центра (табл. 3): два железосерных центра
типа 2Fe—2S в большой субъединице и один центр типа 4Fe—
4S в малой [Capaldi et al., 1977; Ohnishi et al., 1976b; Hatefi,
Galante, 1978]. Два других полипептида ^13—15 кД или один
из них принадлежат низкопотенциальному цитохрому Ььььъ [Ha-
tefi, Galante, 1978]. Функция его не совсем ясна.

Использование антител к отдельным полипептидам, а также
неспецифического непроникающего реагента, "Б-диазобензо-
сульфоната, позволило установить, что комплекс II пересекает
внутреннюю мембрану митохондрий, причем полипептид, содер-
жащий флавопротеид, обращен к матриксной, а субъединица
»15 кД — к цитоплазматической стороне [Merli et al., 1979].

Как показано для митохондрий Neurospora crassa, все субъ-
единицы комплекса II синтезируются в цитоплазме [Weiss et al.,
1979].

Недавно изолирован митохондриальный белок (QP— S) с
молекулярным весом » 1 5 кД, который восстанавливает сукци-
нат-убихинон-редуктазную активность у частично очищенной
сукцинатдегидрогеназы. Предполагается, что этот белок являет-
ся специфическим убихинонсвязывающим белком, необходимым
для связи сукцинатдегидрогеназы с цитохромами б и с , комп-
лекса III [Yu, Yu, 1981]. Этот белок, по-видимому, идентичен
одному из низкомолекулярных компонентов комплекса II. В этой

13



связи уместно отметить, что по крайней мере два термодинами-
чески стабильных семихинона обнаружены в комплексе II [Ru-
zicka et al., 1975; Salerno et al., 1977; Gutman, 1980; Trumpower,
1981; С Yu, L. Yu, 1981 ]. Анализ ЭПР спектров в ориентированных
мультислоях, полученных из митохондрий, позволил установить,
что кольца хинонов перпендикулярны плоскости мембраны [Sa-
lerno et al., 1977]. Оценка расстояния между семихинонами дает
величину « 8 A [Ruzicka et al., 1975].

Комплекс III (убихинол : цитохром с-оксидоредуктаза) ката-
лизирует перенос электронов от восстановленного убихинона
(убихинола) к цитохрому с. Этот комплекс (табл. 2) состоит из.
7—9 полипептидов [Rieske, 1976; Marres, Slater, 1977; Hatefi,
Galante, 1978; Bell, Capaldi, 1976; Bell et al., 1979; Bill et а Ц
1982], содержит цитохромы b и с, в соотношении 2 : 1, железосер-
ный белок Риске (FeSR) и убихинон [Rieske, 1976]. Цитохромы
Ъ представлены двумя формами, отличающимися спектрами ш>
глощения, сигналами З П Р и редокс-потенциалами [Wikstrom,
1973]; цитохром Ь6Ы (Ьт или bL— низкопотенциальный) и цито-
хром &5в2 (bh- или &н-высокопотенциальный).

Данные экспериментов по химической модификации мембран
митохондрий и СМЧ с помощью непроникающего реагента 3 6S-
диазобензосульфоната [Bell et al., 1979] и сшивающих агентов
[Smith et al., 1978] приводят к выводу о трансмембранном рас-
положении комплекса III во внутренней мембране митохондрий.
Этот вывод подтверждается также данными электронной микро-
скопии мембранных кристаллов комплекса III у Neurospora cras-
sa [Weiss et al., 1979; Kevin et al., 1981], согласно которым боль-
шая часть комплекса расположена вне мембраны. На рис. 4
показано предполагаемое расположение комплекса III в мембра-
не митохондрий.

Комплекс III занимает центральное место в энергетическом
обмене не только в ЦЭТ митохондрий, но и у хлоропластов, хро-
матофоров, а также у некоторых бактерий. В связи с этим рас-
смотрим более детально редокс-превращения компонентов комп-
лекса III.

Долгое время считали, что последовательность переноса
электронов в дыхательной цепи и в частности в комплексе III,
является линейной [Chance, Williams, 1956; Ленинджер, 1966,
1974]:

НАДН -> - KoQ -> Ъ -> сг -> с-* > О2. (1.1

t
t '

Сукцинат

Эта схема хорошо согласуется с наблюдением, что ингибирова-
ние электронного переноса в митохондриях антимицином увели-
чивает восстановленность убихинона и цитохромов b и уменьша-
ет восстановленность цитохромов с и е , [Chance, Williams, 1956].
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Рис. 4. Предполагаемая организация электронтранспортных комплексов /—IV
и АТФазы во внутренней мембране митохондрий

Перенос электронов между комплексами / и ///, // и /Я осуществляется через убвхи-
нон (не показам), либо непосредственно, перенос электронов между комплексом /// и
IV с помощью цитохрома с. Размеры и приблизительная форма комплекса IV даны по
работе Фуллера и др [Fuller et al., 1979], комплексов II и III — по работе Вейса и др.
IWeiss et al., 1979]. С и М — соответственно цитоплазматичесчая и матриксная стороны
мембраны митохондрий

Вместе с тем чрезвычайно сложный характер редокс-превраще-
ний цитохромов b в митохондриях (см. с. 16) приводит к необхо-
димости отказа от указанной линейной схемы или ее существен-
ной модификации. Одним из наиболее удивительных особенно-
стей кинетического поведения цитохромов Ъ является эффект
«сверхвосстановления» цитохромов Ь под действием окислите-
лей. Суть этого эффекта состоит в том, что в присутствии сукци-
ната и антимицина А добавление кислорода [Rieske, 1971; Wik-
strom, Berden, 1972] или феррицианида [Rieske, 1971] приводит
к восстановлению цитохромов Ъ, в то время как, согласно линей-
ной схеме (1.1), должно наблюдаться их окисление. Некоторые
другие эксперименты, непосредственно не укладывающиеся в
традиционную линейную схему переноса электронов, описаны
ниже. Эффект «сверхвосстановления» цитохромов Ъ был объяс-
нен Викстремом и Верденом [Wikstrom, Berden, 1972] исходя
из схемы, предполагающей ступенчатое окисление убихинона.
Рассматриваемая ниже схема (1.2) несколько отличается от
исходной схемы Викстрема и Вердена. В ней восстановление ци-
тохромов Ь осуществляется парой Q'H/Q(Q7Q), а не QH2/Q'H
[Mitchell, 1976, Trumpower, 1976], как это предполагалось вна-
чале и, кроме того, введен железосерный белок Риске, необходи-
мый, как показано в работах [Trumpower, 1976, 1981b], для вос-
становления цитохрома с, (см. ниже).
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Некоторые факты относительно кинетики
редокс-реакций комплекса III

1. Добавление антимицина А к митохондриям в присутствии кислорода
приводит к восстановлению цитохромов b и убихинона и к окислению цитохро-
ма с [Potter, Reif, 1952; Chance, Williams, 1956].

2. Кинетика восстановления цитохромов Ь сукцинатом трехфазна: бы-
строе частичное восстановление сменяется окислением с последующим более
медленным восстановлением [L. Yu, С. Yu, 1981; Zhen et al., 1981].

3. «Сверхвосстановление» цитохромов Ь в присутствии антимицина А и
сукцината, вызванное добавлением окислителей (феррицианида или кислоро-
да) [Rieske, 1971; Wikstrom, Berden, 1972; Wilson et al., 1972; Eisenbach, Gut-
man, 1975; Trumpower, Katki, 1975].

4. Добавление кислорода к митохондриям, в которых цитохромы Ь пол-
ностью восстановлены, вызывает окисление последних, чувствительное к анти-
мицину [Erecinska et al., 1973].

5. Удаление железосерного белка Риске (FeSii) из сукцинат: цитохром
с-оксидоредуктазы не нарушает сукцинат-убихинон-редуктазную активность
[Trumpower et al., 1980], но приводит к:

а) ингибированию быстрого восстановления цитохрома С\ сукцинатом как
в присутствии, так и в отсутствие антимицина [Trumpower, 1976];

б) ингибированию в присутствии антимицина быстрого восстановления
цитохромов Ь сукцинатом (в отсутствие антимицина ингибирования нет)
[Trumpower, 1976];

в) блокированию индуцированного окислителями сверхвосстановления
цитохромов Ъ [Bowyer et al, 1981].

6. Индуцированное окислителями восстановление цитохромов Ь в присут-
ствии антимицина А ингибируется (ср. с пукнтом 5, в); а) британским анти-
люизитом (2,3-меркаптопропанолом) [Ксезенко, Константинов, 1980];

б) аналогом убихинона УГДБТ (5-и-ундецил-6-гидрокси-4,7-диоксобензо-
тиазол) [Bowyer, Trumpower, 1980; Bowyer et al., 1981].

7. Быстрое восстановление цитохромов Ъ сукцинатом ингибируется при
совместном действии антимицина и (ср. с пунктом 5, б) британского антилюи-
зита [Deul, Thorn, 1962; Ксезенко, Константинов, 1980], ингибирующего пере-
нос электронов на уровне железосерного белка Риске [Slater, Vries, 1980;
Slater, 1981].

8. Замедление в присутствии антимицина восстановления цитохромов Ь
сукцинатом или убихиноном в условиях, когда цитохром С\ (и FeSii) восста-
новлен (эффект динамического контроля) [Eisenbach, Gutman, 1975; Trumpo-
wer, Katki, 1975].

9. Энергозависимое восстановление цитохромов Ь при добавлении АТФ в
митохондриях и СМЧ [Dutton, Wilson, 1974; Каменский и др., 1975; Konstanti-
novet al., 1981].

10. Антимицин А не ингибирует быстрого восстановления цитохрома ct

сукцинатом в полностью окисленном сукцинат: цитохром с-оксидоредуктаз-
ном комплексе [Bowyer, Trumpower, 1981].

Эта схема [подробнее см.: Ксезенко, Константинов, 1980;
Konstantinov et al., 1981] близка к очень популярному в настоя-
щее время так называемому Q-циклу (см. далее). Однако в от-
личие от последнего схема (1.2) существенно проще.

Действительно, восстановление цитохромов Ь и окисление
цитохромов с и d, наблюдаемое в митохондриях [Ленинджер,
1966; Chance, Williams, 1956] при добавлении антимицина, обус-
ловлено согласно схеме (1.2) блокированием переноса электро-
нов между цитохромами Ъ и с. Восстановление цитохромов Ь, в
свою очередь, тормозит реакцию восстановления железосерного
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белка Риске, что в конечном итоге приводит к окислению цито-
хромов с и с,.

Столь же естественно объясняется эффект сверхвосстановле-
ния цитохромов Ь. В присутствии антимицина А добавление
окислителя вызывает окисление железосерного центра Риске,
что обусловливает образование Q, который и восстанавливает
цитохромы Ъ. Эффект динамического контроля (смотри пункт 8
на с. 16) также находит объяснение в этой схеме.

Восстановление железо-
серного центра Риске долж- ч 2

но привести к замедлению
восстановления цитохромов Ан

Ь, поскольку в этом случае | j ^ * > ^ 0 (i,2)
не может образоваться вое- 1 *" "н *~
становитель Q (QH). Вместе Q
с тем схема (1.2) не объяс-
няет того факта, что ингибиторы железосерного белка Риске
приводят, подобно антимицину, к окислению цитохромов с ь с и
восстановлению цитохромов Ь [Ксезенко, Константинов, 1980;
Konstantinov et al., 1981].

Для объяснения сложного поведения цитохромов Ь в комп-
лексе III Митчелом [Mitchell, 1975, 1976] была предложена схе-
ма так называемого «Q-цикла» (рис. 5), во многом сходная со
схемой 1.2:

S > сх - > с - > • • • - > О 2

(1.3)

Наиболее существенные черты ее следующие.
1. В отличие от линейной схемы и схемы 1.2 цитохромы b к

c{ct) взаимодействуют друг с другом через убихинон. Отметим,
что независимо от Митчела такое предположение было сделано
в работе Либермана с сотр. [Либерман и др., 1976].

2. Как и в схеме 1.2, предполагается, что убихинон окисляет-
ся в двух последовательных одноэлектронных реакциях.

3. Убихинон не только восстанавливает цитохромы Ь, но и
окисляет их. Эти две реакции осуществляются в так называемых
центрах i и о, локализованных, по-видимому, на противополож-
ных сторонах мембраны.

4. В центре о убихинол окисляется до убихинона с освобож-
дением двух протонов, причем первый электрон поступает к же-
лезосерному белку Риске и затем к цитохрому c(d), а второй
поступает к цитохрому Ььее.

5. Цитохром Ьш, в свою очередь, восстанавливает цито-
хром bit2.

6. Цитохром &S62 восстанавливает убихинон д центре L
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Сунцинат Фумарат

Мембрана.

С-сторона

Рис. 5. Схема Q-цикла Митчела

Согласно схеме (1.3) цитохром bse2 окисляется семихиноном
(либо хиноном) в центре i в антимицинчувствительной реакции
(рис. 5). Интересно, что методом ЭПР действительно был обна-
ружен антимицинчувствительный семихинон [Konstantinov,
Ruuge, 1977; Ohnishi, Trumpower, 1980; De Vries et al., 1980].
Концентрация этого семихинона сопоставима с концентрацией
комплекса III [De Vries et al., 1980], поэтому предполагают, что
он связан с белком [L. Yu, С. Yu, 1981].

Отметим, что схема Q цикла не объясняет того факта, что
добавление кислорода к митохондриям, у которых цитохромы
b полностью восстановлены, вызызает их окисление, чувстви-
тельное к антимицину (см. эксперимент 4 на с. 16). Согласно
схеме Q-цикла (рис. 5) окисление цитохрома с, должно приво-
дить к образованию семихинона, который восстанавливает цито-
хромы Ь.

Таким образом, в настоящее время неизвестен механизм
функционирования комплекса III митохондрий. В описанном
выше Q-цикле и в его различных вариантах [Mitchell, 1976;
Trumpower, 1976, 1981; Slater, 1981; Konstantinov et al., 1981;
Bowyer, Trumpower, 1981b; Cutman, 1980] наиболее доказанным,
на наш взгляд, является участие железосерного белка Риске в
восстановлении цитохромов Ь.
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Однако семихинон, соответствующий центру «о», пока не об-
наружен. Неясно также, как образуется семихинон в центре L
На приведенной на рис. 5 схеме предполагается, что он образу-
ется в реакции диспротюрционирования Q и QH2.

Основные эксперименты по кинетике редокс-превращений ци-
тохромов b в комплексе III выполнены в присутствии ингибито-
ров, механизм действия которых до конца неясен. Данные тако-
го рода следует интерпретировать с осторожностью. Известно,
например, что антимицин вызывает длинноволновый сдвиг мак-
симума поглощения цитохрома Ъььг [Berden, Opperdoes, 1972;
Brandon et al., 1972; Dutton et al., 1972], стимулирует образова-
ние H2O2 и супероксид-анион-радикала кислорода [Boveris,
Chance, 1973; Erecinska, Wilson, 1976], модифицирует редокс-
зависимое связывание протонов цитохромами b [Artzatbanov,
Konstantinov, 1980], а также перенос электронов между цито-
хромами b и убихиноном (см. обзор: Slater, 1973; Erecinska, Wil-
son, 1976]. Наиболее надежными, с нашей точки зрения, явля-
ются эксперименты по выяснению временной последовательности
переноса электронов. Поэтому представляется весьма плодотвор-
ной попытка реконструкции комплекса III с фотосинтетическим
реакционным центром пурпурных бактерий [Packham et al.,
1980; Matsuura, Dutton, 1981], поскольку в данном случае мож-
но практически мгновенно перенести определенное (1, 2, ...)
число электронов в комплекс III.

Рассмотрим теперь терминальный электронтранспортный
комплекс дыхательной цепи.

Комплекс IV (цитохром с оксидаза) является терминальным
компонентом дыхательной цепи и осуществляет перенос элек-
тронов от цитохрома с к кислороду, сопряженный с переносом
протонов наружу:

2 цит cHip + 4Н£„ +0,5 О2ВН -> 2цит с3»^ + 2Н£ар + Н2ОВН.

Мономерная форма цитохромоксидазы, выделенная из митохонд-
рий, представляет собой липопротеиновый комплекс (табл. 2),
который содержит 4 редокс-компонента, цитохромы а и а3 и два
атома меди [см. обзор Malmstrom, 1973, 1979; Уорто», 1978; Ку-
лиш, Миронов, 1979; Wikstrom, Krab, 1979; Chance, 1979, 1981;
Azzi, 1980; Wikstrom et al., 1981; Wainio, 1983]. Компонент,
взаимодействующий с О2 или с СО, называется цитохромом а„
а не взаимодействующий с ними — цитохромом a (Keilin, 1966).
Используя различные методы, удается выделить, как правило,
семь [King et al., 1979; Wikstrom et al., 1981] или более [Buse
et al., 1978; Kadenbach, Merle, 1981; Wikstrom et al., 1981] поли-
пептидов, составляющих цитохромоксидазу. Сводки различных
выделений цитохромоксидазы содержатся в ряде работ [King et
al., 1979; Kadenbach, Merle, 1981; Wikstrom et al., 1981]. Так как
темы а и медь теряются при выделении субъединиц, то неясно, с
какими субъединицами они связаны. Имеются убедительные
данные [Kadenbach, Merle, 1981] о том, что два атома меди и
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м-сторона.

Рис. 6. Цитохромоксидаза
редоксзависимая протонная
ла [Константинов, 1977]

как
пом-

два гема а находятся• в двух
больших субъединицах. В этой
связи уместно заметить, что у
прокариот цитохромоксидаза со-
держит только две субъединицы,
сходные с двумя большими субъ-
единицами эукариог [Ludwig,
1980; Sone, 1981; Kadenbach, Mer-
le, 1981; Wikstrom et al., 1981].

Недавно были обнаружены
три интересных и необычных ас-
пекта функционирования цито-
хромоксидазы.

1. Эксперименты с интактны-
ми митохондриями, СМЧ и цито-
хромоксидазой, встроенной в ли-
посомы из фосфолипидов, позво-

лили предположить, что цитохромоксидаза является протонной
помпой, функция которой заключается не только в поглощении
протонов, необходимых для восстановления кислорода до воды,
но и в переносе протонов из внутренней фазы наружу [Кон-
стантинов, 1977; Wikstrom, Krab, 1979; Krab, Wikstrom, 1979;
"Wikstrom, 1981; Wikstrom et al., 1981]. Неясно пока, каким обра-
зом происходит транспорт протонов против поля. Предполага-
ется, что наиболее гидрофобная третья субъединица цитохромок-
сидазы формирует редокс-зависимый протонный канал [Azzi
et al., 1979; Wikstrom, 1981; Wikstrom et al., 1981]. В пользу
этого говорит факт подавления функции цитохромоксидазы как
протонной помпы в присутствии ДЦКД, который избирательно
связывается с третьей субъединицей [Azzi et al., 1979; Azzi,
1980; Casey et al., 1980]. Однако обнаружено [Prochaska et al.,
1981) связывание ДЦКД и с другими субъединицами. Об этом
же свидетельствует отсутствие переноса протонов через мембра-
ну, если встроенная в липосомы цитохромоксидаза лишена
третьей субъединицы [Coin, Hinkle, 1979; Saraste et al., 1981;
Wikstrom, 1981]. Важную роль в транслокации протона, по-ви-
димому, играют редокс-превращения гема а [Константинов,
1977; Artzatbanov et ai., 1978; Wikstrom, 1981], на что указывает
чувствительность этого цитохрома к протонам матрикса и зави-
симость его редокс-потенциала от наличия третьей субъединицы
(рис. 6).

2. Неожиданным оказалось сходство по аминокислотному со-
ставу субъединицы II цитохромоксидазы с медьсодержащими
белками типа пластоцианина, субъединицы V с гемоглобином и
одной из субъединиц VII — с цитохромом с555 Chlorobium limico-
la [Buse et al., 1978; Steffens, Buse, 1979; Azzi, 1980].

3. Обнаружено также, что изменение редокс-состояния одно-
го из гемов влияет на редокс-потенциал второго [Malmstrom,
1973; Nicolson, Peterson, 1974; Wikstrom et al., 1976; Babcock et
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al., 1978; Wikstrom el al., 1981]. Молекулярная основа такого ро-
да взаимодействия неясна.

Использование ЭПР и других методов позволило оценить рас-
стояние между различными редокс-центрами, а также располо-
жение комплекса IV в мембране [см. обзор: Wikstrom et al.,
1981]. Как и другие комплексы, он расположен трансмембранно,
причем, как и в комплексе III, большая часть его находится вне
мембраны (см. рис. 4 и 6).

Расстояние между гемом а и Си0, по данным рентгенострук-
турного анализа (EXAFS), составляет более 5 А, а расстояние
между гемом а3 и Сиаз—3,75 A [Powers et al., 1981]. Предпола-
гают [Chance, 1981; Powers et al., 1981], что реакционный центр
цитохромоксидазы представляет собой железомедный биядер-
ный комплекс (Fea3Cua3).

Последовательность переходов его из одного состояния в дру-
гое при восстановлении кислорода может быть представлена в
виде следующей схемы [Chance, 1981]:

/ R

F e 3 +

5+

2e
Г R 1

Fe2+ S{
L \cu 1 + J

0"

4 Н + |
•ie j

Cu2 +
3+

4 0"

О

F e 2 + /

o2

]

О

R 3+

\

Cu1+J

Перейдем к анализу фотосинтетического переноса электронов.

1.5. ЦЭТ фотосинтезирующих бактерий

В этом параграфе кратко рассмотрен транспорт электронов у
фотосинтезирующих бактерий, общая характеристика которых
приведена ниже (см. [Gromet-Elhanan, 1977], а также [Кон-
дратьева, Горленко, 1978]).

Пурпурные бактерии
Характеристика

Типичные роды

Пигменты

Используемые
доноры электро-
нов

Зеленые серные
бактерии

Chlorobiaceae

Chlorobium
Chloropseudomo-
nas
Бактериохлоро-
филлы с или d
Моноцикличе-
ские каротино-
иды

H2S, S, [S.OJ-
или Н-

серные
Chromatiaceae

Chromatium
Thiospirillum

несерные
Rhodospiri 1 laceae

Rhodospirillum
Rhodopseudomonas

Бактериохлорофиллы а или b

Ациклические каротиноиды

H2S, S, iSaO^-, Ha

и органические сое-
динения

Органические сое-
динения (у некото-
рых видов На)
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Зеленые серные Пурпурные бактерии
Характеристика бактерии серные несерные

Cnlorobiaceae Chromatiaceae Rhodospirillaceae

Отношение к Облигатные Облигатные анаэ- Многиэ виды явля-
кислороду анаэробы робы ются факультатив-

ными аэробами
Рост в темноте Отсутствует Отсутствует Происходит в при-

сутствии кислорода

Некоторые представители фотосинтезирующих бактерий (в
основном принадлежащие Rhodospirillaceae) способны не толь-
ко к фотосинтезу, но и к дыханию, причем ЦЭТ в ряде случаев
по набору переносчиков электронов [Baccarini-Melandri, Zanno-
ni, 1978; Родова, 1980], их ориентации в мембране [Prince et al.,
1975; Takemoto, Bachman, 1979], чувствительности транспорта
электронов к ингибиторам [Dutton, Prince, 1978; Bowyer et_al.,
1980; Bowyer, Crofts, 1981], способности к образованию АцН+

[Либерман, Цофина, 1969; Liberman, Skulachev, 1970; Скулачев,
1972; Остроумов и др., 1979; Самуилов, 1982] очень напоминает
таковую у митохондрий.

Локализация некоторых ферментов во внутренней мембране митохондрий
и в мембранах фотосинтезирующих бактерий

Местоположение*

Фермент

Fi-АТФаза

НАДН-дегидрогеназа

Сукцинатдегидрогеназа
Цитохром с (с8)

мито-
хондрии

м

м
м
с

хрома-
тофоры

м

м

м
с

Литературный источник **

Reed et a!., 1975; Takemoto,
Bachman, 1979
Collins et al., 1980
Takemoto, Backman, 1979
Takemoto, Backman, 1979
Prince et al., 1975

• Сторона мембраны, обращенная внутрь митохондрий или клетки бактерий, обозначена М, а об-
ращенная наружу — С.

** Ссылки приведены только для фотосинтезирукщих бьктерьй. Обзор доказательств указанной
локализации ферментов у митохондрий содержится в ряде работ [Harmcn et al., 1974; Рэкер,
1979; Gazzottl, 1980].

Общее представление о фотосинтезе

Фотосинтез осуществляют высшие растения, водоросли и не-
которые бактерии [см. обзор Баславская, 1974; Рубин, Гаври-
ленко, 1977; Тарчевский, 1977; Clayton, Sistrom, 1978; Clayton,
1980; Hatch, Boardman, 1981]. Основной смысл фотосинтеза за-
ключается в трансформации поглощенной световой энергии в хи-
мическую энергию органических молекул.

Суммарное уравнение фотосинтеза для организмов, ассими-
лирующих углекислый газ, можно записать схематически сле-
дующим образом:

2ДН2 + СО2 - 2 5 . - * (СН2О) + 2Д + Н2О,
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где ДН2—донор водорода (электрона). Для большинства расте-
ний и водорослей (в том числе синезеленых) донором электро-
нов является вода. Поэтому в процессе фотосинтеза, включаю-
щего две последовательные фотохимические реакции, выделяет-
ся кислород. При бактериальном фотосинтезе донор электронов
отличен от воды ([Кондратьева, 1972] см. также с. 21). Процесс
бактериального фотосинтеза включает только одну фотохимиче-
скую реакцию [Parson, Cogdell, 1975].

Превращение энергии в первичных процессах бактериально-
го фотосинтеза (а также фотосинтеза растений и водорослей)
можно кратко суммировать в виде следующей последовательно-
сти событий.

1. Поглощение света молекулами хлорофилла и вспомога-
тельных пигментов и миграция поглощенной энергии (10~14—
10~м с) к ФРЦ, где происходит первичное разделение зарядов
(10-12—10-" с) (Borisov, Godik 1973; Борисов, Годик 1975; Kauf-
mann et al., 1975; Rockley et al., 1975; Rubin, 1978; Рубин, 1980;
Шувалов, Красновский, 1981].

2. Перенос электронов (10~8—10~' с) по градиенту редокс-по-
тенциалов, созданному первичным разделением зарядов, сопря-
женный с образованием трансмембранной разности электрохи-
мических потенциалов ионов водорода (Дц.Н+) (10~5—10"1 с)
[Jackson, Dutton, 1973; Drachev et al., 1976; Petty, Dutton,
1976a, b; Dutton, Prince, 1978; Prince, Dutton, 1978; Petty et al.,
1979, Drachev et al.. 1981; Baccarini-Melandri et al., 1981; Либер-
ман, Цофина, 1969; Скулачев, 1972; Самуилов, 1982].

3. Использование Дц.Н+ для синтеза АТФ из АДФ и Фя

(10-3— Ю-1 с) [Baltscheffsky, 1978; Petty, Jackson, 1979; Oren et
al., 1980; Baccarini-Melandri et al., 1981] и (у пурпурных бакте-
рий) восстановления НАД(Ф) [Борисов и др., 1970; Gest, 1972;
Knaff, 1978; Самуилов, 1982].

Структурные элементы фотосинтетических мембран, в кото-
рых происходят указанные процессы, перечислены ниже.

1. Пигмент-белковые комплексы, ответственные за поглоще-
ние и миграцию энергии к ФРЦ [Clayton, Clayton, 1972; Ерохин
и др., 1977; Drews, 1978; Sauer, Austin, 1978; Cogdell, Thornber,
1979; Thornber, Barber, 1979; Davidson, Cogdell, 1981; Brunisholz
et al., 1981]. У большинства пурпурных бактерий имеется в ос-
новном только два типа светособирающих хлорофилл-белковых
комплексов [см. обзор: Cogdell, Thornber, 1979]: а) комплекс
В890, молекулярный вес которого « 2 0 кД, содержит две моле-
кулы бактериохлорофилла а и один каротиноид; б) комплекс
В800—850, состоящий из двух различных полипептидов с моле-
кулярным весом ~10 кД каждый, содержит три молекулы бак-
териохлорофилла а и один каротиноид.

2. Пигмент-белковые комплексы ФРЦ, в которых происходит
первичное разделение зарядов и их стабилизация [Blankenship,
Parson, 1979b; Feher, Okamura, 1978; Рубин, 1980; Шувалов,
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Красновский, 1981], а также компоненты ЦЭТ, расположенные
вне реакционного центра [Dutton, Prince, 1978].

3. Н+-АТФ-синтетаза — мембранный белок, использующий
ДцН+ для синтеза АТФ из АДФ и Фн [Johansson, Baltscheffsky,
1975; Baltscheffsky, 1978; Miiller, Baltscheffsky, 1979; Schneider
et al., 1980].

Таким образом, в результате начальных стадий фотосинтеза
энергия света трансформируется и аккумулируется в таких про-
дуктах, как АТФ и НАД(Ф)Н. В последующих темновых реак-
циях фотосинтеза АТФ и НАД(Ф)Н обеспечивают восстановле-
ние СО2 до углеводов и другие биохимические превращения.

Сопоставление последовательности первичных процессов фо̂
тосинтеза с последовательностью событий при окислительном
фосфорилировании у митохондрий показывает, что наиболее су-
щественное и принципиальное различие в процессах преобразо-
вания энергии при дыхании и фотосинтезе заключено в способе
образования доноров и акцепторов электронов. В случае мито-
хондрий— это субстраты типа НАДН или сукцината, окисляе-
мые (посредством ЦЭТ) кислородом воздуха, в случае хромато-
форов — это восстановленные акцепторы и окисленные доноры,
образованные под действием света.

Состав и организация фотосинтетических
реакционных центров пурпурных бактерий

Рассмотрим организацию ФРЦ пурпурных бактерий [см. об-
зор: Барский и др., 1976; Лоч, Хейлс, 1979; Рубин, 1980; Шува-
лов, Красновский, 1981; Самуилов, 1982; Коркин, Ионов, 1981,
1982а, б; Clayton, 1973; Parson, Cogdell, 1975; Clayton, Systrom,
1978; Rubin, 1978; Blankenship, Parson, 1979b; Clayton, 1980].

В первичном акте разделения зарядов участвуют не все моле-
кулы бактериохлорофилла, а только те из «их, которые входят в
состав ФРЦ. Основная же масса бактериохлорофилла и вспомо-
гательных пигментов собирает и передает энергию на реакцион-
ный центр. С помощью детергентов из различных видов пурпур-
ных бактерий были получены препараты ФРЦ, свободные от пиг-
ментов светособирающей антенны [см. обзор: Feher, Okamura,
1977, 1978; Parson, Cogdell, 1975]. Наиболее полно охарактери-
зован состав ФРЦ бескаротиноидного мутанта Rhodopseudomo-
nas sphaeroides R-26 [Feher, Okamura, 1977, 1978]: 1) три бел-
ковые субъединицы—28, 24, 21 кД (соответственно Н, М, L-
субъединицы); 2) четыре бактериохлорофилла а (димер бакте-
риохлорофилла а (Бхл)2 с максимумом в спектре поглощения
при 865 нм (Р87О), и две молекулы с максимумом при 800 нм
(Р800)); 3) два бактериофеофетина а с максимумом поглощения
при 760 и 535 нм; 4) два убихинона [Okamura et al., 1975];
5) один атом железа.

ФРЦ других фотосинтезирующих бактерий имеют сходный
состав [Steiner et al., 1974; Feher, Okamura, 1978], за исключени-
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ем того, что у диких штаммов в реакционном центре содержится
специфический каротиноид [Jolchine, Reiss-Husson, 1975].
У Chromatium vinosum вместо убихинона обнаружен менахинон
[Feher, Okamura, 1978]. Для осуществления первичных фотохи-
мических реакций (фотоокисление Р870 постоянным светом) до-
статочно лишь L- и Af-субъединиц [Feher, Okamura, 1978]. Отме-
тим, что распределение указанных выше компонентов по субъ-
единицам еще не установлено. Тем не менее с помощью метода
фотоаффИ'Шюго связывания радиоактивного аналога хинона (2-
азидоантрахинона) показано, что после экстракции первичного
хинона метка связывается в основном с М субъединицей [Mari-
netti et al., 1979]. Поэтому был сделан вывод, что первичный хм-
нон расположен либо в М субъединице, либо в непосредственной
близости от нее. Кроме того, путем удаления и реконструкции Я
субъединицы [Debus et al., 1981] показано, что Я субъединица
необходима для переноса электрона на вторичный хинон.

Много усилий было направлено на выяснение расположения
ФРЦ в мембране и организации пигментов в нем. Некоторые
данные такого рода собраны нами в табл. 4. Они позволяют за-
ключить, что Н, М и L субъединицы пересекают всю толщу мем-
браны. Причем М и L субъединицы более экспонированы с внут-
ренней стороны мембраны хроматофоров. М субъединица, по-ви-
димому, несколько более «выступает» с внешней стороны хрома-
тофоров, нежели L субъединица.

Согласно данным по дифракции нейтронов [Pachence et al.,
1981], ФРЦ, встроенный в бислойную мембрану, пронизывает
всю ее толщу, и его масса асимметрично распределена вдоль нор-
мали к плоскости мембраны.

Для определения взаимного расположения субъединиц ФРЦ
использовали различные бифункциональные реагенты [Rosen et
al., 1979; Wiemken et al., 1981]. При обработке бифункциональ-
ными агентами ФРЦ и цитохрома с лошади преимущественно
связывались друг с другом L- и Я-субъединицы, а также цито-
хром с с L- и М-субъеди«ицами [Rosen et al., 1979]. В одной из
работ [Wiemken et al., 1981] глутаровый альдегид сшивал все
три субъединицы реакционного центра; гидрофобный агент ди-
тио-бис-сукцинимидилпропанат в больших концентрациях сши-
вал L- и М-субъединицы со светособирающим пигмент-белковым
комплексом. При малых его концентрациях Я-субъединицы свя-
зывались либо друг с другом, либо с другими мембранными бел-
ками, но не с L- или Af-субъединицами [Wiemken et al., 1981].
Схема организации ФРЦ пурпурных бактерий, основанная на
этих данных, представлена на рис. 7.

Расстояния между различными компонентами ФРЦ пурпур-
ных бактерий оценивали с помощью методов ЭПР, кругового
дихроизма и др.

Глубину погружения первичного хинона (Qj) в белок реак-
ционного центра оценивали по действию парамагнитных ионов
(Gd3+) на сигнал ЭПР (g=l,82) [Case, Leigh, 1974] и по эф-
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Таблица 4. Определение расположения в мембране субъединнц фоюсшпетичесвого реакционное центра несерных пур пурных
бактерий по кх доступности для протеаз, антител и меток *

Метод

Обработка протеаздми

трипсин

а-химотрипсин

лроназа

протеиназа К

Связывание антител

к Н субъедйнице

к М субъединице

к L субъединице

Мечение
5-["У]-йодонафтнл^-азид (гидрофоб-

ный)

флуорескамнн (гидрофобный)

пнридоксальфосфат •+- [ 3Н]КВН 4

йоднрованче ]1 3 1J]

йодирование [ M i J]

Объект

Rh. sphaeroides
То же

>
Rs. rubrum

Rs. sphaeroides
To же

>

Rs. rubrum

Rs. rubrum

Rs. sphaeroides

To же
Rs. rubrum

Rp. spharoides

To же

Прелфат

Хроматофоры
Сферопласты
Хроматофоры
Сферопласты
Хроматофоры

j

Хроматофоры
Сферопласты

Хроматофоры
Сферопласты

Хроматофоры
Сферопласты

Хроматофоры

Сферопласты
Хроматофоры

»
Сферопласты

Су&ъеднницы

Н М L

_н_ — —
+н
+4- —V —V
++ + - + -

± | =z ~-

— tt zz

++
—г- + + -)•+

t+ — ~+

++
Т _ 3 _ - 1 -

п — п ~т~
++ -Ь+ ++

ЛнтературныЛ источник

Halt et al., 1978
Bach man et al., 1981
To же

»
Hall et al., 1978
Wiemken et al., 1981

fValkirs et al., 1976
{Feher, Okamura, 1978
IValkirs. Feher, 1981
Valkirs, Feher, 1981
To же

•
3

Мейер и др., 1972
Odermatt at al . , 1980
Bachofen, 1979

Francis, Richards, 1980

To же

/Zurrer et al., 1977
\Мейер я др., 1979

Bachrrann et al., 1981

To же

• Знаками njiioc ( + ) ч цивус ( - ) отмечена соответственно достушость или аедхтугаюстЕ. для cootBtioTuyioittero реагента.
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Рис. 7. Предполагаемая пространственная организация фотосинтетического
реакционного центра пурпурных бактерий Rhodospseudomonas sphaeroides

L, M, H — легкая, средняя и тяжелая субъединицы ФРЦ (применение обозначений С
и М сторон — по аналогии с рис. 4)

Рис. 8. Предполагаемая схема расположения основных «фотоактивных» моле-
кул в бактериальных фотосинтетических реакционных центрах

Р, и Р2 — макроциклы молекул бактериохлорофилла, входящих в состав первичного до-
нора электронов; В, и В2 — макроциклы молекул бактериочлорофилла, поглощающих
при 810 им и при 800 нм соответственно; Бф — бактериофеэфетин, Ол— первичный хи-
HOHHbiii акцептор электронов [Шувалов, 1982]

фективности переноса электронов от бактериохлорофилла к нит-
роксидзамещенной стеариновой кислоте, у которой нитроксид-
ное кольцо присоединено на различном расстоянии от карбо-
ксильной группы [Giangrande, Kevan, 1981]. Оба метода дали
значение около 10—15 А.

Расстояние димера бактериохлорофилла Р870 от поверхно-
сти мембраны, определенное по влиянию ионов феррицианида на
сигнал ЭПР катион-радикала, составляет около 10 А [Богаты-
ренко и др., 1982]. Как показал иммунологический анализ, цито-
хром с2 (у Rp. sphaeroides и Rp. capsulata) находится на внут-
ренней стороне хроматофоров [Prince et al., 1975].

Расстояния между редокс-компонентами ФРЦ пурпурных
бактерий, а также их взаимную ориентацию оценивали в основ-
ном по их магнитному взаимодействию [Tiede et al., 1976; Tiede
et al., 1978; Hales, Gupta, 1979; Okamura et al., 1979; Лихтен-
штейн и др., 1981].

Расстояние между цитохромом с и бактериохлорофиллом
(Бхл)2 у Chr. vinosum составляет не менее 13—15 A [Tiede et al.,
1978], расстояние между бактериофеофетином и первичным хи-
ноном около 8—10 A [Okamura et al., 1979; Лихтенштейн и др.,
1981]. Расстояние между димером бактериохлорофилла и пер-
вичным хиноном (Rs. rubrum), оцененное по температурной за-
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висимости спин-решеточной релаксации (Бхл)2

+, составляет 30—
36 А [Куликов и др., 1979; Лихтенштейн, 1979; Богатыренко
и др., 1982].

Ориентацию бактериохлорофиллов и бактериофеофетина ис-
следовали с помощью линейного оптического дихроизма в плен-
ках хроматофоров Rp. sphaeroides [Vermeglio, Clayton, 1976,'
Rafferti, Clayton, 1979], а также в хроматофорах и реакционных
центрах, ориентированных в полиакриламидном геле [Абдурах-
манов и др., 1980; Ганаго и др., 1980; Абдурахманов, 1981]. Срав-
нение спектров ориентированных хроматофоров и препаратов
ФРЦ показало, что длинная ось белка ФРЦ образует с плос-
костью мембраны малый угол [Абдурахманов, 1981; Erokhin et
al., 1981].

Сведения об ориентации первичного хинона противоречивы.
Указывается [Hales, Gupta, 1979] у Rs. rubrum на параллель-
ное и у Chr. vinosum —на перпендикулярное [Tiede, Dutton,
1981] расположение плоскости молекулы, относительно плоско-
сти мембраны. Для цитохромов, непосредственно донирующих
электроны бактериохлорофиллу реакционного центра, было уста-
новлено, что плоскости гемов высокопотенциального цитохрома
приблизительно перпендикулярны [Tiede et al., 1978; Vermeglio
et al., 1980a], в то время как низкопотенциального — приблизи-
тельно параллельны плоскости мембраны [Tiede et al., 1978].

Обзор данных о взаимодействии пигментов в ФРЦ пурпур
ных бактерий, полученных с помощью оптических методов (кру.
говой дихроизм, фотодихроизм и линейный дихроизм ориентиро-
ванных реакционных центров), приведен в работе В. А. Шувало-
ва и А. А. Красновского [1981]. На рис. 8 показана схема взаим-
ного расположения «фотоактивных» пигментов ФРЦ пурпур-
ных бактерий (содержащих бактериохлорофилл а) [Шувалов,
1982].

Перенос электронов в ФРЦ

В настоящее время не совсем ясно, каким образом участвуют
в первичном разделении зарядов все пигменты ФРЦ. Предпола-
гается, что за время 1—2 пс электрон от димера бактериохлоро-
филла переходит на одну из молекул Р800, откуда через ~ 7 пс
электрон переносится на одну из двух молекул бактериофеофе-
тина [Holten et al., 1980; Клеваник и др., 1981; Клеваник, 1982;
Шувалов, 1982]. Далее, за время 100—200 пс он переносится на
первичный хинон (Q,) [Шувалов и др., 1978; Kaufmann et al.,
1975; Rockley et al., 1975; Pellin et al., 1978; Шувалов, 1982].

Таким образом, последовательность переноса электронов в
ФРЦ пурпурных бактерий можно представить в следующем виде
[Шувалов, 1982]:
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Окисленный бактериохлорофилл ФРЦ может, в свою очередь,
получить электрон от цитохрома типа с через 0,5—20 мкс (в за-
висимости от вида бактерии) [Kihara, Chance, 1969; Parson,
Case, 1970; Dutton, Prince, 1978; Overfield et al., 1979]. От пер-
вичного хинона электрон может быть перенесен на вторичный
хинон (Qn) за время 10—200 мкс [Parson, 1969; Chamorovsky
et al., 1976; Vermeglio, Clayton, 1977]. Опуская, для простоты,
бактериохлорофилл Р800, эти реакции могут быть представлены
в следующем виде [Blankenship, Parson, 1979b]:

Qn Qn Qn Qn Qn Qii

Q : hv Q j ~ 1 0 n c Q, ~200nc Qj 1 — 20 мкс Qx 10 — 200 мкс Q1

Бф
P
С

Бф
P*
С

Бф~

P +

С

Бф

Р+

С

Бф
Р
С+

Бф
Р
С+

(1.4)

Здесь Р — димер бактериохлорофилла, являющийся первич-
ным донором электронов; Бф — бактериофеофетин; Qi, Qn—
первичный и вторичный хиноны, ассоциированные с железом;
С — цитохром. В ряде работ дан обзор кинетики первичных ста-
дий переноса электронов в бактериальных ФРЦ [Рубин, 1980;
Шувалов, Красновский, 1981; Blankenship, Parson, 1979b; De
Vault, 1980].

Хинонные переносчики электронов
в бактериальном фотосинтезе

В фотоиндуцированном транспорте электронов у фотосинте-
зирующих бактерий участвуют, по крайней мере, четыре различ-
ных популяции хинонов [Wraight, 1979a].
1- Первичный метастабильный акцептор электронов ФРЦ (Qi).
2. Вторичный акцептор электронов ФРЦ (Qn).
3. Компонент Qz, функционирующий в 0}Ь/сг оксидоредуктазе.
4. Большой пул хинонов (~25 молекул на ФРЦ).

После активации ФРЦ вспышкой света электрон от комплек-
са пигментов за 100—200 пс [см. обзор: Blankenship, Parson,
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1979b] попадает на первичный хинон, при этом образуется Qi~
[Wraight, 1979a].

Эксперименты по экстракции хинонов показали, что вторич-
ным акцептором электронов у Rp. sphaeroides, Rs. rubrum и
Chr. vinosum является убихинон [Cogdell et al., 1974; Halsey,
Parson, 1974; Parson, 1978]. Вторичный хинон, в отличие от пер-
вичного, может функционировать как двухэлектронный пере-
носчик [Wraight, 1979a]. В присутствии донора электронов пос-
ле продолжительной темновой адаптации в препаратах ФРЦ
наблюдаются двухтактные колебания концентрации семихинон-
ной формы Qu, индуцируемые последовательными вспышками
света [Vermeglio, 1977; Wraight, 1977]: под действием нечетных
вспышек света происходит образование семихинона (анион-ра-
дикала) Qn, а под действием четных — его исчезновение, обус-
ловленное восстановлением до хинола.

При рН меньше 8 скорости переноса электронов от Qi к Qn
на четную и нечетную вспышки света близки друг к другу —
около 200 мкс при рН 7,5 [Wraight, 1978; 1979b]. При более вы-
соких значениях рН скорость переноса электронов на четные
вспышки света меньше, чем на нечетные, и существенно зависит
от рН [Wraight, 1979b]. При рН среды больших 6 происходит
захват протонов препаратами ФРЦ после активации их единич-
ной вспышкой света. Поскольку в этих условиях Qn находится
в анион-радикальной форме, то отсюда следует, что под дейст-
вием единичной вспышки света происходит протонирование не-
которой группы белка [Wraight, 1978, 1979b], а не хинонных ак-
цепторов, как это предполагалось ранее [Petty, Dutton, 1976a].

До сих пор неясна роль железа, взаимодействующего с пер-
вичным и вторичным хинонами. В ФРЦ железо находится в вос-
становленном (Fe2+) высокоспиновом состоянии [Debrunner et
al., 1975; Butler et al., 1980; Boso et al., 1981]. С железом взаи-
модействуют оба хинона ФРЦ [Wraight, 1979a], образуя ферро-
хиноновый комплекс [Okamura et al., 1975]. Блэнкеншип и Пар-
сон [Blankenship, Parson, 1979a] обнаружили, что при удалении
железа из ФРЦ появляются центры, в которых невозможен пе-
ренос электронов от Qi к Qn. Вместе с тем удаление железа со-
провождается отщеплением тяжелой (Я) субъединицы ФРЦ
[Debus et al., 1981], что не позволяет сделать однозначный вывод
о функциональной роли железа. С помощью различных методов
[Butler et al., 1980; Eisenberger et al., 1982; Bunker et al., 1982]
было показано, что хиноны не являются непосредственными ли-
гандами железа, поскольку удаление хинонов не меняет сущест-
венно координационной сферы железа. Были предложены моде-
ли, в которых взаимодействие железа с белком ФРЦ осущест-
вляется за счет атомов азота имидазольного кольца гистидина
[Bunker et al., 1982; Eisenberger et al., 1982].
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Циклический транспорт электронов

Имеющиеся в настоящее время данные свидетельствуют о
том, что циклический транспорт электронов у пурпурных бакте-
рий осуществляется комплексом переносчиков, сходным с комп-
лексом III дыхательной цепи митохондрий [Crofts, Wood, 1978;
Dutton, Prince, 1978; Wood, 1980; Bowyer, Crofts, 1981; Takamiya
et al., 1982].

Недавно в трех различных лабораториях из бактерий Rhodo-
pseudomonas sphaeroides был выделен цитохромный комплекс
Ь—си обладающий убихинол-цитохром-с2-оксидоредуктазной ак-
тивностью [Takamiya et al., 1982; Gabellini et al., 1982; L. Yu,
C. Yu, 1982] (табл. 5).

В каждом из выделенных препаратов были обнаружены ци-
тохромы Cj и Ь, негемовое железо (FeSH) и убихинон (табл. 6).
Редокс-титрование препаратов Ь— ̂ -комплексов свидетельству-
ет о наличии двух цитохромов Ь с близкими спектральными свой-
ствами. Интересно, что для выделенного комплекса было пока-
зано восстановление цитохромов Ъ, индуцированное в присут-
ствии антимицина А феррицианидом (эффект «сверхвосстанов-
ления») [Gabellini et al., 1982].

Если до самого последнего времени при анализе кинетики
переноса электронов приходилось пользоваться гипотетическими
схемами с неизвестной стехиометрией компонентов, то выделе-
ние цитохромных комплексов из пурпурных бактерий приводит
к качественно новому уровню понимания процессов преобразо-
вгния энергии при циклическом транспорте электронов.

Таблица 5. Субъединичный

Организм

Rps. sphaeroides
То же

»
Бык
»

Дрожжи

47
48

49
50
50

42
.

45
46
48

состав цитохромного

Молекулярный вес,

38

40

40

32
.

аз
Я4
32
—

30
30

.

29
29
30

24
24
25
24
25
25

16
.
.

14
13,5

кД

12
.

12
12
12

,7
,5
,5

о—с-комплекса

_

11
9

12,5

Литературный источник

Takamiya et al., 144
С. Yu, L. Yu, 1982
Gabellini et al., 1982
Marres, Slater, 1977
Bell, Capaldi, 1976
Bill et al., 1982

Таблица 6. Характеристика различных препаратов несерных пурпурных бактерий

Цитохром а

8,3
5 (285 мВ)
1,54(245 мВ)

Цитохром Ь

8,3
10(50,-60 мВ)
3,42(60,-75 мВ)

Негемовое
железо

15

6,37

Убихинон

5
2—3
7,07

Литературный источник

Yu, Yu, 1982
Gabellini et al., 1982
Takamiya et al., 1982

Цифрами указано количество в нМ/мг белка.
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Рис. 9. Схема циклического транспорта электронов у несерных пурпурных
бактерий, представленная в виде сопряжения ФРЦ и комплекса Ь—Сц анало-
гичного комплексу III дыхательной цепи митохондрий

Связь этих комплексов осуществляется либо непосредственно, либо через подвижные пе-
реносчики электронов — убихинон (С?Пул) и Цитохром с2

Редокс-реакции компонентов циклического транспорта элек-
тронов наиболее изучены у пурпурных бактерий Rp. sphaeroides
(рис.9).

Фотоокисленный димер бактериохлорофилла ФРЦ восста-
навливается цитохромом с2, имеющим редокс-потенциал 360±
±15 мВ при рН 7 и максимум поглощения при 550,5±0,5 нм
[Pettigrew et al., 1978; Wood, 1980; Meinhard, Crofts, 1982]. Окис-
ленный цитохром с2 восстанавливается другим цитохромом типа с
с редокс-потенциалом около 290 мВ при рН 7 и максимумом
поглощения при 552,0±0,5 нм [Wood, 1980; Meinhard, Crofts,
1982]. Этот цитохром иногда обозначают как сь [Bowyer, Crofts,
1981]. Цитохром сь соответствует, по-видимому, компоненту со
среднеточечным потенциалом ~295 мВ, наблюдавшемуся ранее
при редокс-титровании индуцированных вспышкой света измене-
ний поглощения при 551 нм [Dutton et al., 1975; Prince, Dutton,
1977]. Вероятно, что цитохром с2, подобно цитохрому с в ЦЭТ
митохондрий, функционирует в качестве подвижного переносчи-
ка электронов между сь (аналогичного митохондриальному ци-
тохрому с,) и реакционным центром. Донором электронов для
цитохромов. с является железосерный центр Риске [Bowyer et al.,
1980], £ср , которого равен 280 мВ [Prince, Dutton, 1976; Bowyer
et al., 1980]. Восстановление цитохромов железосерным центром
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Риске происходит быстрее, чем за 1 мс, однако вследствие бли-
зости редокс-потенциалов, железосерный центр не полностью
окисляется после единичной вспышки света [Bowyer et al., 1980].
Перенос электронов от железосерного центра к цитохрому сг ин-
гибируется аналогом убихинона — 5-к-ундецил-6-гидрокси-4,7-
диоксобензотиазолом (УГДБТ), но не чувствителен к антимици-
ну [Bowyer et al., 1979; Bowyer et al., 1980]. Вместе с тем восста-
новление фотоокисленного цитохрома с2 замедляется на два по-
рядка в присутствии как УГДБТ [Bowyer et al., 1980], так и ан-
тимицина [Dutton, Prince, 1978]. Предполагается, что наиболее
важную роль в этой медленной реакции восстановления играет
компонент Qz, по-видимому, хинонной природы [Prince, Dutton,
1977]. Его окислительно-восстановительные свойства определе-
ны косвенными методами, в основном исходя из зависимости
скорости восстановления фотоокисленного цитохрома с2 от ре-
докс-потенциала среды при различных рН [Prince, Dutton, 1977].
Считается, что Qz является двухэлектронным переносчиком, £ср, 7

которого составляет около 150 мВ [Prince, Dutton, 1977]. Редокс-
состояние Qz определяет скорость циклического переноса элек-
тронов после активации ФРЦ вспышкой света. Если Q* окислен
перед вспышкой света, то восстановление фотоокисленного ци-
тохрома сг происходит в течение сотен миллисекунд. Если же Qz

восстановлен, то восстановление фотоокисленного цитохрома с2

происходит в течение нескольких миллисекунд [Prince, Dutton,
1977].

Другим компонентом, функционирующим в циклической
ЦЭТ, является цитохром Ь50 с £ср,7=50 мВ [Petty, Dutton, 1976b]
и максимумом поглощения 560,5 нм [Bowyer, Crofts, 1981]. В на-
стоящее время механизм окисления и восстановления цитохро-
ма еще не полностью понят. В окислительных условиях (Ен^
^150 мВ) цитохром bs0 восстанавливается под действием вспыш-
ки света, в то время как в восстановительных условиях (Ен^
^100 мВ) он окисляется [Dutton, Prince, 1978].

Антимицин ингибирует реакцию окисления цитохрома. Ско-
рость фотоиндуцированного восстановления цитохрома Ьъо уве-
личивается при понижении редокс-потенциала среды [Petty,
Dutton, 1976b; Bowyer, Grofts, 1981]. Использование высокого
временного разрешения позволяет обнаружить в восстановлении
Цитохрома лаг-фазу в 100—500 мкс [Bowyer, Crofts, 1981].

Сложное кинетическое поведение цитохрома Ь50, а также дру-
гих компонентов циклического транспорта электронов анализи-
руются на основе кинетических схем, полностью аналогичных
рассмотренным выше при анализе функционирования комплек-
са III митохондриальной ЦЭТ.

Специфика фотосинтетической ЦЭТ состоит в том, что при
активации ФРЦ вспышкой света одновременно образуются окис-
литель (окисленный пигмент) и восстановитель (восстановлен-
ный вторичный хинон). Поэтому в зависимости от того, в восста-
новительных или окислительных условиях происходит транспорт
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электронов, он может быть инициирован в комплексе III как пу-
тем окисления цитохрома (восстановительные условия), так и
путем восстановления хинона (окислительные условия).

1.6. ЦЭТ хлоропластов

В настоящее время считается, что для фотосинтетического
восстановления НАДФ хлоропластами необходимо участие двух
функционально-сопряженных фотосистем — второй (ФС II) и
первой (ФС1) (рис. 10).

Энергия света используется для разложения Н2О (система
разложения воды ФСП), переноса электронов от воды к ФС1,
где происходит восстановление НАДФ, а также для образова-
ния ДцН+, используемого для синтеза АТФ [Hauska, Trebst,
1977; Witt, 1979].

ЦЭТ хлоропластов представлена, по крайней мере, тремя
электронтранспортными комплексами: пигмент-белковым ком-
плексом фотосистемы II, который включает в себя фотохимиче-

чоо -

+800 -,

+1200 -
ФРЦ ФСЛ

Рис. 10. Упрощенная схема первичных электронтранспортных реакций фото-
синтеза высших растений, представленная в виде сопряжения двух фотосив-
тетических реакционных центров (ФРЦ ФС II, ФРЦ ФС I) и цитохромного
комплекса о6—f аналогичного комплексу III дыхательной цепи митохондрий
PC — пластоцианнн, Фд — ферредоксин
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Рис. 11. Схема молекулярной организации электронного транспорта в хлоро-
пластах
Пигмент-белковый комплекс фотосистемы I (ФС1), а также ЛТФазный комплекс (CFi) +
+ (CFo) находятся главным образом в нестыкованной области гранальных тилакоидов и
ламеллах стромы (не заштрихована). Пигмент-белковый комплекс фотосистемы II (ФСП),
а также светособирающий комплекс (не показан) находятся в основном в состыкован-
ных областях стопок гран (заштрихована). Цитохромный комплекс 6̂—\ — аналог ми-
тохондриального комплекса III — равномерно распределен между стыкованными и не-
стыкованными областями тилакоидов. Предполагается, что пластохинон (PQ) соединяет
между собой комплекс фотосистемы II и be—/-комплекс, а пластоцианин (PC) и фер-
редоксин (Фд)— комплекс бе—f с комплексом фотосистемы I. Фп — ферредоксин-НАДФ-
редуктаза, содержащая ФАД, Мп — система разложения воды, сопряженная с комплек-
сом фотосистемы II, содержащая марганец

ски активный пигмент Р680 и непосредственные доноры и ак-
цепторы; пигмент-белковым комплексом фотосистемы I, вклю-
чающим фотохимически активный пигмент Р700 и непосредст-
венные акцепторы; а также комплексом Ьй—/, содержащим ци-
тохром f, два цитохрома Ь6 и железосерный белок Риске (рис.
П). Рассмотрим эти электронтранспортные комплексы более
подробно.

Фотосистема I

Выделенный [Bengis, Nelson, 1975, 1977] реакционный центр
ФС I, способный на свету восстанавливать НАДФ и окислять
пластоцианин, состоял из шести субъединиц с молекулярным ве-
сом 70, 25, 20, 18, 16 и 8 кД. Сходный состав комплекса реакци-
онного центра ФС I был обнаружен в других работах [Orlich,
Hauska, 1980; Hauska et al, 1980; Nechustai, Nelson, 1981]. Уда-
ление малых субъединиц с помощью СДС приводит к потере
Ферредоксинзависимого фотовосстановления НАДФ и фотоокис-
ления пластоцианина; в то же время сохраняется светоиндуциро-
ванное окисление Р700 [Bengis, Nelson, 1977]. Это означает, что
°Дин из первичных акцепторов электронов ФС I находится в
большой субъединице вместе с Р700. Недавно была показана
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Таблица 7. Свойства вторичных акцепторов ФСI •

Акцептор

А
В

Значения g-фактора

X

1,88
1,89
1,78

Я

1,94
1,92
1,88

Z

2,05
2,05
2,08

Среднеточечный
редокс-потенцнала

рН 10, мВ

—550
—590
—730

1 Свойства центров А и В приведены по работе Эванса и др. [Evans, 1977; Heathcote et al.
1978], свойства центра А' — по [Ке, 1978; Evans, 1977].

способность большой субъединицы, встроенной в липосомы, осу-
ществлять фотоиндуцированный перенос протонов через мембра-
ну [Hauska, 1980] в присутствии восстановленного ФМС.

От возбужденного Р700 электрон переносится к первичному
акцептору, которым является, вероятно, другая молекула хло-
рофилла— Хл-695 [Shuvalov et al., 1979c; Шувалов, Краснов-
скйй, 1981), причем перенос электрона от Р700 к Хл-695 проис-
ходит за время менее 40 пс. Затем за 200 пс электрон перено-
сится на железосерные центры [Shuvalov et al., 1979a, b, с; Шу-
валов, Красновский, 1981] (табл. 7 и рис. 10). Стандартной про-
цедурой, используемой для исследования первичных акцепторов
электронов, является восстановление в темноте известных акцеп-
торов электронов и последующее освещение препаратов с целью
определения фотохимической активности пигмента ФРЦ. Такая
процедура была успешно применена для фотосинтезирующих
бактерий и для ФРЦ зеленых растений. Именно таким образом,
с помощью ЭПР и абсорбционной спектроскопии, было обнару-
жено несколько промежуточных переносчиков электрона между
первичным донором и водорастворимым ферредоксином [см.
обзор: Шувалов, Красновский, 1981; Evans, 1977; Bolton, 1977;
Ке, 1978; Mathis, Paillotin, 1981]. По-видимому, все три железо-
серных центра, представленных в табл. 8, относятся к типу 4Fe-
4S [Evans et al., 1981; Evans, 1977]. Обнаруженное магнитное
взаимодействие между центрами Л и Б свидетельствует об их
близком расположении друг к другу [Aasa et al., 1981].

Электрон с центра А или В переносится на растворимый фер-
редоксин, откуда он может быть перенесен к НАДФ с помощью
ферредоксин: НАДФ оксидоредуктазы, содержащей ФАД [см.
обзор: Bolton, 1977; Clayton, 1980]. Не исключено, что между
центрами А и В существует эффективный обмен электронами
[Nugent et al., 1981b].

Электроны от фотовосстановленных акцепторов ФС1 могут
Р7пгУ П а Т Ь не только к НАДФ, но и возвращаться обратно к
tvuu циклическим путем. Этот процесс сопровождается образо-
ванием ДцН+. По-видимому, циклический транспорт электронов
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вокруг ФС1 связан с переносом электронов через комплекс пере-
носчиков, аналогичный комплексу III дыхательной цепи [Nelson,
Neumann, 1972; Arnon, Chain, 1979; Malkin, Chain, 1980; Crow-
ther, Hind, 1980; Hurt, Hauska, 1981]. Этот комплекс b0—f со-
стоит из пяти полипептидов (34, 33, 24, 20 и 18 килодальтон) и
содержит один гем цитохрома /, два гема цитохрома Ьв (6-563)
и один железосерный центр Риске. Он не содержит пластоцани-
на, цитохрома Ь-559, а также практически не содержит хлоро-
филла и каротиноидов. Для этого комплекса была показана пла-
стохинол-пластоцианин-оксидоредуктазная активность [Hurt,
Hauska, 1981]. Этот же комплекс участвует в переносе электро-
нов от ФСП к ФС1. В модельных экспериментах была продемон-
стрирована возможность взаимодействия комплекса Ьв—f как с
комплексом реакционного центра ФС1, так и с комплексом реак-
ционного центра ФСН [Lam, Malkin, 1982a, b, с].

Фотосистема II

Фотосистема II зеленых растений окисляет воду до кислоро-
да и восстанавливает пул пластохинонов (рис. 10) [см. обзоры:
Knaff 1977; Amesz, Duysens, 1977; Radmer, Cheniae, 1977; Go-
vindjee, Jursinic, 1979; Boubes-Bocquet, 1980; Mathis, Paillotin,
1981; KHmov, Krasnovskii, 1981; Vermaas, Govindjee, Г981; Шу-
валов, Красновский, 1981; Климов, Красновский, 1982].

Как было обнаружено в последнее время, акцепторная часть
фотосистемы II высших растений аналогична таковой у пурпур-
ных бактерий (табл. 8).

После активации фотосистемы II светом электрон от пигмен-
та Р680 меньше чем за 1 не [Shuvalov et al., 1980] переносится
на феофетин [Клеваник и др., 1977; Климов, Красновский, 1982;
Klimov et al., 1977], редокс-потенциал которого составляет
—610+30 мВ [Климов и др., 1979]. Далее электрон переносится
на пластохинон, ассоциированный с атомом железа [Климов,
Красновский, 1982; Nugent et al., 1981], приводя к образованию
анион-радикала пластосемихинона, как это следует из спектра
поглощения в ближней ультрафиолетовой области [Van Gor-

Таблица 8. Сравнение первичных доноров и акцепторов электронов в различных
фотосинтетических реакционных центрах [Clayton, 1980]

Тип ФРЦ

ФСИ

Пурпурные бактерии

^леные серные бактерии

ФС1

Донор электронов

Хл а (мономер или димер)

Е ^ 0 , 8 В

Бхл а (димер) Е^ «0,4 В

Бхл а (димер) Е„ «0,3 В

Хл а (димер) Е„ ̂ 0,4 В

Акцепторы электронов

Фф а, Qf l> Qb (пластохи-
нон)

Бф a, Qa, Qb

(Бф а) FeS-белок

(Хл. а) FeS-белок
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кот, 1974; Van Gorkom et al., 1975]. От первичного хинона, обо-
значаемого Q [Amesz, Duysens, 1977] или Qa [Clayton, 1980],
электрон переносится ко вторичному хинону Ъ [Bouges-Bocquet,
1973], R [Velthuys, Amesz, 1974], Qb [Clayton, 1980], который
является двухэлектронным переносчиком \Bouges-Bocquet, 1973;
Velthuys, Amesz, 1974; Pulles et al., 1976]. Далее электроны мо-
гут поступать в пул хинонов или на переносчики Ь6—/-комплек-
са.

Доноры электронов для Р680 на окислительной стороне фото-
системы II и интермедиаты выделения икслорода еще не иден-
тифицированы, и сведения о транспорте электронов от воды к
Р680 основаны на косвенных экспериментах. Было показано,
что выход кислорода под действием серии коротких насыщаю-
щих вспышек света обнаруживает четырехтактную периодич-
ность, что объясняется накоплением четырех положительных за-
рядов в системе разложения воды [см. обзор: Radmer, Cheniae,
1977]. Соответствующие окислительные состояния системы раз-
ложения воды обозначают So, 5 Ь S2, S3, S4 [Kok et al., 1970]. Пе-
реход состояния S s в состояние So сопровождается выделением
кислорода и происходит в темноте со временем 1 мс. Состояния
Si и So стабильны в темноте, a S2 и S3 медленно превращаются в
S,.

Латеральная неоднородность мембран хлоропластов

Вероятно, ни у одних энергопреобразующих мембран лате-
ральная неоднородность распределения редокс-эквивалентов и
сопрягающего фактора не выражена так ярко, как у выделяю-
щих кислород растений.

В 1966 г. Изава и Гуд [Izawa, Good, 1966] показали, что мем-
браны разрушенных хлоропластов расстыковываются при сус-
пендировании в среде, содержащей низкую концентрацию моно-
валентных ионов. При добавлении двухвалентных катионов, или
высокой концентрации моновалентных катионов опять появля-
ются гранальные (стыкованные) структуры. На основе этого на-
блюдения и анализируя распределение частиц на электронных
микрофотографиях, соответствующих сопрягающему фактору,
был сделан вывод [Miller, Staehelin, 1976], что он почти исклю-
чительно расположен в расстыкованных областях тилакоидной
мембраны; причем расстыковка мембран приводит к перераспре-
делению сопрягающего фактора вдоль мембран, а их стыков-
к а — к сбору сопрягающего фактора в расстыкованных обла-
стях.

Исходя из изучения различных фракций, полученных с по-
мощью водной полимерной двухфазной системы, был сделан вы-
вод, что все пигмент-белковые комплексы ФС1 локализованы в
расстыкованных областях, в то время как пигмент-белковый ком-
плекс ФСП и светособирающий комплекс в основном находятся
в стыкованных областях [В. Anderson, J. M. Anderson, 1980; An-
derson, 1980; Gerola, 1981; Anderson, Haehnel, 1982; Anderson,
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1982]. Однако анализ распределения компонентов 6„—/-ком-
плекса показал, что они присутствуют как в стыкованных, так
и расстыкованных областях [Sane et al., 1970; Anderson, Mal-
kin, 1982; Anderson, 1982]. На основе иммунологического анали-
за выяснено также, что ферредоксин-НАДФ-редуктаза также ло-
кализована в расстыкованных областях [Jennings et al., 1979].

Таким образом, в последнее время признано, что сопрягаю-
щий фактор, ферредоксин-НАДФ-редуктаза и ФС1 локализова-
ны в расстыкованных областях мембран (обращенных в строму
районах), в то время как пигмент-белковый комплекс ФСП и
светособирающий комплекс в основном находятся в стыкован-
ных областях мембраны (рис. 11), а сам процесс стыковки—рас-
стыковки регулируется рН, ионным составом среды, энзимати-
ческой модификацией белков и др. [см. обзоры: Anderson, 1980;
Barber, 1980; Gerola, 1981; Anderson, 1982; Briantais et al., 1982].

Обнаруженная в последнее время латеральная неоднород-
ность процессов переноса электронов и энергии возбуждения при
фотосинтезе кислородвыделяющих растений коренным образом
меняет наши представления об организации электронного тран-
спорта и миграции энергии у высших растений [Anderson, 1980;
Barber, 1980; Gerola, 1981; Briantais et al., 1982; Anderson, 1982]
и имеет важное значение для понимания контроля и организа-
ции функционирования тилакоидных комплексов. Наиболее важ-
ным следствием латеральной неоднородности в распределении
комплексов является вывод об отсутствии единой функциональ-
но-структурной цепи электронного транспорта.

1.7. Сопоставление различных ЦЭТ

Процессы преобразования энергии в мембранах митохонд-
рий, хлоропластов и хроматофоров фотосинтезирующих бакте-
рий обладают фундаментальным сходством [Скулачев, 1972;
Рэкер, 1979; Гусев, Гохлернер, 1980; Mitchell, 1966; Sku-
lachev, 1975; Dickerson et al., 1976; Grofts, Wood, 1978; Raven,
Smith, 1981; Cammack et al., 1981]. Во всех этих системах ис-
пользуется единый принцип сопряжения транспорта электронов
с синтезом АТФ — через образование ДцН+. В этом смысле все
ЦЭТ играют роль протонных помп, основная энергетическая
функция которых состоит в преобразовании энергии редокс-ре-
акций в энергию перенесенных через мембрану протонов. Обра-
зовавшаяся в результате такого переноса Дц,Н+ используется для
синтеза АТФ.

ЦЭТ хлоропластов и хроматофоров содержат переносчики
электронов, имеющие свои аналоги в митохондриальной цепи.
Это позволяет считать, что и фотосинтетические ЦЭТ, подобно
митохондриальной, построены по блочному принципу. К числу
таких переносчиков относятся пластохинон в хлоропластах и уби-
хинон в хроматофорах, цитохромы типа Ь, с, железосерные цент-
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ры и т. д. Для всех этих цепей характерна асимметричная орга-
низация переносчиков электронов в мембране, согласованная с
ориентацией АТФазы (рис. 4, 7, 11). Сходство простирается
также и на АТФазы, которые имеют практически идентичный
субъединичный состав (Harold, 1977; McCarty, 1978; 1980).

Нам представляется, что сходство этих ЦЭТ прослеживается
на уровне не только отдельных переносчиков электронов, но и
отдельных электронтранспортных комплексов. В этом смысле
отдельные переносчики электронов в том или ином комплексе
могут отсутствовать в случае приспособления комплекса для
работы в других условиях. Например, у некоторых синезеленых
водорослей [Wood, 1978; Bochner et al., 1980; Sandmann, Boger,
1980] в переносе электронов принимают участие, в зависимости
от условий роста, либо пластоцианин, либо цитохром съьз. По-
видимому, именно целые электронтранспортные комплексы не-
обходимо рассматривать как минимальную функциональную
единицу, обеспечивающую сопряжение переноса электронов с
образованием ДцН+.

Как родственные слова отличаются друг от друга пристав-
ками и суффиксами, но сохраняют практически неизменным
корень слова, точно так же родственные комплексы могут отли-
чаться друг от друга определенными «приставками», которые
хотя и несколько меняют комплекс, обеспечивая его функцио-
нирование в строго определенных условиях, но тем не менее
оставляют неизменной его функциональную основу.

Сравнительный анализ электронтранспортных комплексов,
участвующих в преобразовании энергии, приводит к выводу, что
количество «корневых основ», на которых развивалась энерге-
тика электронтранспортных процессов, по-видимому, не слишком
велико [Skulachev, 1975; Crofts, Wood, 1978]. Причина этого,
возможно, состоит в том, что созданные природой и отобранные
в результате эволюции комплексы переносчиков оказались до-
статочно универсальными, чтобы удовлетворить энергетические
потребности различных организмов.

Как показано на рис. 12 и 13, полные ЦЭТ могут быть пред-
ставлены в виде набора небольшого числа энергопреобразую-
щих комплексов. На рис. 14 все эти комплексы находятся на од-
ной энергетической шкале. В центре рис. 14 расположен третий
комплекс, содержащий цитохромы типа Ь, цитохром типа с, и
железосерный белок Риске.

Среди комплексов, способных генерировать ДиН+, он явля-
ется, по-видимому, наиболее универсальным, поскольку присут-
ствует в ЦЭТ митохондрий [Rieske, 1976], хлоропластов [Nel-
son, Neumann, 1972; Hurt, Hauska, 1981] и хроматофоров
[Crofts, Wood, 1978; Dutton, Prince, 1978; Takamiya et al., 1982].
Близость свойств этого комплекса у различных типов сопря-
гающих мембран была продемонстрирована недавно в экспери-
ментах по реконструкции ФРЦ пурпурных бактерий с ком-
плексом III митохондрий [Packham et al., 1980; Matsuura, Dut-
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Е,мВ Рис. 12. Энергетический
профиль электронного
транспорта в митохонд-
риях
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Рис. 13. Энергетический
профиль транспорта
электронов у несерных
пурпурных бактерий
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ton, 1981] и с комплексом be—f хлоропластов [Prince et al., 1982].
Показана способность образованных агрегатов к фотоиндуци-
рованному восстановлению цитохромов типа Ь, чувствительного
к ингибиторам. Об этом же говорит и эффект «сверхвосстанов-
ления» цитохромов Ь, индуцированного окислителями, обнару-
женный у изолированных комплексов фотосинтезирующих бак-
терий [Gabellini et al., 1982] и высших растений [Lam, Malkin,
1982а; Hurt, Hauska, 1982].

Остальные комплексы молекул переносчиков, участвующие
в преобразовании энергии, являются более специфическими и
присутствуют лишь у определенных групп организмов. Универ-
сальность комплекса III обусловлена, по-видимому, тем, что он
не связан специфически с определенными видами доноров и ак-
цепторов в отличие от терминальных комплексов.

Рассмотрим более подробно взаимодействие комплексов в
различных фотосинтетических ЦЭТ.
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Пурпурным фотосинтезирующим бактериям, поглощающим
в дальней красной области, энергии кванта хватает только на
то, чтобы для генерации Д^Н+ использовать лишь третий ком-
плекс. Использовать цитохромоксидазу им удается только в аэ-
робных условиях (несерные пурпурные бактерии). Восстановить
НАДН бактерии могут лишь за счет обратного транспорта элек-
тронов, который начинается на уровне хинонов и захватывает
комплекс I [Самуилов, 1982] (см. рис. 13).

Фотосинтез у растений происходит с участием двух фото-
систем, которые расположены на энергетической шкале таким
образом, что при переносе электронов от фотосистемы II к фо-
тосистеме I может быть использован комплекс III (66—/-комп-
лекс). С этой точки зрения представляется естественным сход-
ство акцепторных сторон ФРЦ бактерий фотосистемы II зеле-
ных растений [см. обзор Климов, Красновский, 1982], так как
в обоих случаях ФРЦ сопрягается с комплексом III — темновым
генератором ДцН+. Отметим, что с рассматриваемой точки зре-
ния должно наблюдаться определенное сходство донорной ча-
сти ФРЦ пурпурных бактерий и первой фотосистемы высших
растений, так как комплекс III выступает в качестве донора
электронов для ФРЦ. Такое сходство действительно обнаружи-
вается в значениях редокс-потенциалов переносчиков, находя-
щихся на донорной стороне ФРЦ. Кроме того, у некоторых
синезеленых водорослей пластоцианин в определенных условиях
может заменяться на водорастворимый цитохром с553 [Wood,
1978; Bochner, Boger, 1978; Bochner et al., 1980].

Можно предположить, что если ЦЭТ имеет доноры и акцеп-
торы электронов, потенциалы которых позволяют функциониро-
вать какому-либо известному темновому генератору Д|лН+, то
с большой вероятностью такой генератор, включающий соответ-
ствующие переносчики электронов, существует (принцип про-
межуточного генератора).

Редокс-потенциалы акцепторов фотосистемы I таковы, что
они могли бы донировать электроны в комплекс I, аналогичный
таковому в дыхательной цепи митохондрий. Это позволило бы
запасать энергию в виде Дц,Н+ и соответственно переводить ее
в биологически полезную форму АТФ. В этом случае ЦЭТ рас-
тений выглядела бы так, как она представлена на рис. 14.

Анализ рис. 14 приводит к выводу, что участие комплекса
I в ЦЭТ сделало бы возможным восстановление НАД(Ф) за
счет работы только фотосистемы II. Образование НАД(Ф)Н в
них могло бы происходить так же, как у пурпурных бактерий,
за счет обратного транспорта. Для этого был бы необходим эф-
фективный циклический транспорт электронов в фотосистеме II.
Такая ЦЭТ соответствовала бы бактериальной, но с использо-
ванием в качестве донора электронов воды. Кроме рассмотрен-
ной ситуации, возможна также обратная картина, при которой
донором электронов служит не вода, как у растений, а более
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восстановленные соединения, и вместе с тем энергии кванта све-
та хватает для того, чтобы охватить первый и третий энергопре-
образующие комплексы и работать сразу на двух генераторах
АрШ+ вместо одного. Таким объектом являются, по-видимому,
зеленые серобактерии.

Следовательно, точка зрения, согласно которой минимальной
функциональной единицей энергопреобразующих электронтран-
спортных цепей являются комплексы молекул переносчиков,
способных к образованию трансмембранной разности электро-
химического потенциала ионов водорода, приводит к достаточ-
но естественной и простой картине, согласно которой в центре
энергетического преобразования в ЦЭТ стоят темновые гене-
раторы Д|АН+ -комплекс III и, возможно, комплекс I. Объедине-
ние с ними остальных энергопреобразующих комплексов и об-
разует ЦЭТ, специфичную для каждого типа организмов.

Заключение

Выше были рассмотрены только процессы транспорта элек-
тронов при дыхании и фотосинтезе и совсем не затрагивались
другие известные системы переноса электронов, такие, как си-
стема гидроксилирования, нитрогеназа, и многие другие. По-
дробный анализ химических свойств и строения этих систем
приведен в книге Г. И. Лихтенштейна [1979], к которой мы и
отсылаем читателя. Рассмотрение лишь энергопреобразующих
систем транспорта электронов связано с их структурированно-
стью, которая доказана экспериментально.

Наиболее изученным в отношении состава и структуры, а
также последовательности, кинетики и термодинамики переноса
электронов является ФРЦ пурпурных бактерий. По-видимому,
общие принципы функционирования других фотосинтетических
реакционных центров сходны с таковыми для ФРЦ пурпурных
бактерий (см. гл. 9). Вместе с тем совершенно очевидно, что
детали организации различных реакционных центров могут быть
отличны друг от друга. Изложенное справедливо и для других
комплексов, участвующих в переносе электронов.

Проведенный выше анализ переноса электронов при дыха-
нии и фотосинтезе показывает, что, несмотря на значительный
прогресс в изучении различных аспектов транспорта электро-
нов, до настоящего времени во многом еще неясны последова-
тельность, механизмы и кинетика переноса электронов для ос-
новных электронтранспортных комплексов I—IV дыхательной
цепи, а также комплексов ФРЦ.

Далее в книге мы рассмотрим способы взаимодействия пе-
реносчиков электронов друг с другом, кинетику переноса элек-
тронов внутри отдельных электронтранспортных комплексов,
а также зависимость скорости переноса электронов от различ-
ных факторов. До последнего времени предполагалось, что пе-

44



ренос электронов в биосистемах можно описать таким же обра-
зом, как и окислительно-восстановительные реакции, происхо-
дящие в растворах. Вместе с тем, как явствует из приведенного
выше материала, структурной единицей переноса электронов в
ЦЭТ являются определенным образом организованные элек-
тронтранспортные комплексы. Для описания транспорта элек-
тронов в таких комплексах нами используется далее вероят-
ностное описание [Шинкарев, Венедиктов, 1977], одной из ха-
рактерных черт которого является введение состояний комплек-
са как целого. Предложенный формализм является достаточно
общим и может быть использован для описания функциониро-
вания не только электронтранспортных, но и других мультифер-
ментных комплексов.

Глава 2

ВЕРОЯТНОСТНАЯ МОДЕЛЬ
МУЛЬТИФЕРМЕНТНОГО КОМПЛЕКСА

В данной главе приведены сведения из теории вероятностей
и случайных процессов, необходимые для формулировки вероят-
ностной модели функционирования мультиферментного комп-
лекса. Большинство примеров, приведенных для иллюстрации ос-
новных положений теории вероятностей и случайных процессов,
относится к этой вероятностной модели. Выбранная нами точка
зрения на мультиферментный комплекс как на совокупность
взаимодействующих центров, каждый из которых может нахо-
диться в конечном числе состояний, позволяет в рамках единой
кинетической схемы охватить чрезвычайно большой класс про-
цессов, таких, как обычный ферментативный катализ, адсорб-
цию, окислительно-восстановительные реакции, эстафетный
транспорт ионов и т. д., рассматриваемых обычно отдельно друг
от друга.

2.1. Состояния комплекса как случайные события

Как известно [Гнеденко, 1965; Гихман и др., 1979], сущест-
вуют два крайних случая связи между некоторой совокупностью
условий G и событием А, наступление или ненаступление кото-
рого при данных условиях может быть точно установлено. В пер-
вом случае при каждом осуществлении совокупности условий G
наступает событие А. Это так называемый детерминированный
случай. Во втором случае при выполнении совокупности усло-
вий G событие А может произойти, а может и не произойти. Та-
кие события, которые при известных условиях либо происходят,
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либо не происходят, называются случайными. Типичным приме-
ром такого рода случайного события является выпадение «орла»
или «решки» при подбрасывании монеты. В теории вероятностей
рассматриваются случайные события, для которых при большом
числе испытаний доля той части случаев, когда происходит со-
бытие А, лишь изредка сколько-нибудь значительно уклоняется
от некоторой величины. Эта величина есть вероятность данного
события, служащая количественной оценкой возможности по-
явления события А при выполнении совокупности условий G.

Будем говорить, что задан случайный эксперимент, если ука-
зана совокупность условий G и множество случайных событий соь

о)2, ••• наступление которых следует наблюдать. В теории вероят-
ностей предполагается, что рассматриваемому эксперименту по-
ставлено в соответствие некоторое множество Q, точки которого
изображают наиболее полную информацию о результатах дан-
ного эксперимента. Множество Q называют пространством эле-
ментарных событий, а его точки — элементарными событиями
[Боровков, 1976; Гихман и др., 1979].

Приведем примеры случайных экспериментов.
1. Пусть фермент Е катализирует образование продукта Р

из субстрата 5 согласно следующей схеме:

E+S^ES-*E+P, (2.1)

где ES — фермент-субстратный комплекс.
В результате эксперимента, который состоит в наблюдении за со-
стоянием отдельной молекулы фермента, может быть зареги-
стрирован либо фермент-субстратный комплекс ES — это одно
событие, либо свободный фермент — это другое событие. По-
скольку как присоединение субстрата к отдельной молекуле фер-
мента, так и его освобождение определяются большим числом
случайных факторов, то состояния, в которых находится данный
фермент в рассматриваемый момент времени, представляют со-
бой случайные события. Следовательно, пространство элементар-
ных событий для каждой молекулы фермента состоит из двух
элементов: & = {<Й,, СО2}={свободный фермент, фермент-субстрат-
ный комплекс}, т. е. Q={E, ES}.

2. Рассмотрим окислительно-восстановительную реакцию
между А и D:

A+ + D-*±A~+D+. (2.2)

Пусть мы наблюдаем за состоянием отдельной молекулы А. Она
может находиться в двух состояниях — окисленном (А+) и вос-
становленном (А~). Соответственно этому пространство элемен-
тарных событий в рассматриваемом эксперименте также состо-
ит из двух элементов:

Q = {A\A-}.

3. Рассмотрим группу Б некоторого белка, которая может
присоединять протон. Считаем, что наблюдаемыми в эксперимен-
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те являются состояния этой группы. Ясно, что пространством
элементарных событий в этом случае является Q = {5, БН}, где
БН — протонированное состояние группы.

Рассмотрение этих и подобных примеров приводит к целесо-
образности выделения общей модели фермента (центра) Е, ко-
торый может находиться в двух состояниях — свободном (£э)
и занятом (.Е1). В каждом частном случае центр может быть за-
нят ионом, электроном, субстратом, ингибитором и т. д.
(рис. 15).

Рис. 15. Схематическое изо-
бражение перехода фермента
(центра) из занятого состояния
в свободное и наоборот
Черными кружками обозначены ча-
стицы, обусловливающие занятое
состояние фермента (центра)

• *

При указанном расширении понятия состояния отдельного
фермента можно в рамках единой схемы охватить широкий класс
моделей. Достаточно отметить, что уравнение Нернста для окис-
лительно-восстановительных реакций, уравнение. Михаэли-
са-Ментен для ферментативных реакций, уравнение Ленгмюра
для изотермы адсорбции, уравнение Гендерсона—Хассельбалха
для кислотно-основных переходов и т. д. с рассматриваемой точ-
ки зрения являются не чем иным, как одним и тем же уравне-
нием, описывающим некий центр, который может находиться
только в двух состояниях. В первом случае это окисленная и вос-
становленная формы фермента, во втором — это свободный фер-
мент и фермент, связанный с субстратом и т. д.

4. Рассмотрим комплекс двух ферментов (двух взаимодейст-
вующих центров) £\ и Е2, каждый из которых может находиться
соответственно в свободном и занятом состоянии. Здесь по-преж-
нему под занятым состоянием отдельного фермента можно пони-
мать его восстановленную, протонированную и т. п. форму. Для
комплекса двух ферментов пространством элементарных собы-
тий является совокупность следующих четырех событий, отли-
чающихся друг от друга состоянием либо первого, либо второго
фермента:

Q = {EiEz, E1E2, Е1Е2, Е1Е2}.

Здесь, например, событие (EiE\), означает, что первый фермент
свободен, а второй фермент занят.

Совершенно аналогично может быть рассмотрен мультифер-
ментный комплекс, состоящий из любого конечного числа фер-
ментов, каждый из которых может находиться в нескольких, не
обязательно двух, состояниях.

Событием будем называть любое подмножество А конечного
пространства элементарных событий Й. Таким образом, счита-
ется, что произошло событие А, если произошло какое-либо из
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элементарных событий, принадлежащих А. Над случайными
событиями определены некоторые операции, выражаемые сло-
вами «и», «или», «не» и их комбинации [Лоэв, 1962]. Так, на-
пример, каждому событию А можно сопоставить противополож-
ное событие А («не» А), которое происходит только тогда, когда
не происходит событие А. Следовательно, эти же операции мо-
гут быть определены и на ферментных формах. Ниже приведе-
на краткая сводка основных операций над случайными события-
ми [Гихман и др., 1979].

Обозначение

Q

А\В

A=Q\A

0

АГ)В
(АВ)
A\JB

Название

Достоверное событие

Разность событий А к В

Событие, противоположное
к А
Невозможное событие

Умножение (пересечение, сов-
мещение) событий А я В
Сумма (объединение) событий
АиВ

Определение

Совокупность всех элементарных
событий
Событие, состоящее в том, что про-
изойдет Л, но не произойдет В
Происходит тогда, когда не проис-
ходит событие А
Событие, противоположное досто-
верному событию
Происходит тогда и только тогда,
когда происходят оба события Л и В
Происходит тогда, когда происходит
либо событие А, либо В

В качестве иллюстрации операций над ферментными форма-
ми рассмотрим пространство элементарных событий комплекса,
состоящего из двух ферментов (пример 4):

Q = {ElElElElEtElElEl} = {щ, со2, со3, ш4}.

Пусть Е° — событие, состоящее в том, что первый фермент сво-
боден, а событие El состоит в том, что второй фермент занят.
Перечислением этих двух событий Е\[\ Е\ — Е\Е\ является со-
бытие (о2, состоящее в том, что первый фермент свободен, а вто-
рой фермент занят. Таким образом, состояния рассматриваемого
ферментного комплекса есть не что иное, как пересечение состоя-
ний отдельных ферментов, составляющих комплекс. Заметим, что
различные состояния комплекса двух ферментов несовместны,
поскольку каждое из них отличается от другого состоянием либо
первого, либо второго фермента. Вместе с тем объединение всех
состояний комплекса есть достоверное событие. Про такие слу-
чайные события говорят, что они образуют полную группу собы-
тий [Гнеденко, 1965]. Коротко определение полной группы со-
бытий можно записать следующим образом:

(2.3)

Любое событие, относящееся к комплексу, может быть представ-
лено как сумма несовместных событий из полной группы, ины-
ми словами, может быть выражено через со4. Так, например, со-
бытия Elt El, El\El, El U El могут быть следующим образом
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выражены через события полной группы:

El = ElEl + Е\Е\; Е\ = Е\Е\ + Е\Е\,

Е\/ Е\ = ElEl; El l = ElEl + ElE\ + ElEl
(2-4)

Наглядно указанные соотношения можно усмотреть из рис. 16,
на котором события Е\ и Е\ указаны соответственно горизон-
тальной и вертикальной штриховкой.

Рис. 16. Схематическое изо-
бражение различных состоя-
ний- комплекса двух фермен-
тов (центров)

Горизонтдльной и вертикальной
штрихозчой указаны состояния £i'

сОсО

FoFt

c'fff-

Таким образом, для каждого мультиферментного комплекса
совокупность всех его состояний, отличающихся друг от друга
состояниями отдельных ферментов, является полной группой со-
бытий.

2.2. Вероятность состояний комплекса

Рассмотрим случайный эксперимент с конечным числом раз-
личных исходов о»!, <в2, . . . , со„:

Q = {o)i, . . . , &>„}.

На пространстве элементарных событий Q определим вероятно-
сти элементарных событий р* = Р{(0(} таким образом, чтобы

п

Здесь подразумевается суммирование по всем элементарным со-
бытиям, составляющим Q.
Вероятностью события A {AaQ) в этом случае называют число

(2.6)Р(Л)= 2 л.

где суммирование распространяется по всем элементарным со-
бытиям, составляющим событие А. Следовательно, если заданы
вероятности элементарных событий, то можно определить веро-
ятность любого сложного события, составленного из них.

В случае мультиферментного комплекса элементарными со-
бытиями являются его состояния, вероятность которых необхо-
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димо определить. В частности, для комплекса двух ферментов,
каждый из которых может находиться в двух состояниях — сво-
бодном и занятом, пространство элементарных событий имеет
вид Q = {E[El, Е\Е\, Е\Е\, Е\Е\) ={©,, (о2, «з. »*}• Вероятность
любого события может быть выражена через вероятности р(=
= P{®i} элементарных событий. Например, вероятность того, что
первый фермент занят, может быть записана следующим обра-
зом:

Р (El) = Р (Е[Е°2 + Е\Е\) = Р (Е\Е1) + Р (E\El) = р3 + р4,

Как известно [Боровков, 1976; Гихман и др., 1979], вероят-
ность обладает следующими свойствами:
1. Вероятность достоверного события равна 1, а вероятность не-

возможного события равна 0: P(Q) = 1, Р(0) =0.
2. Вероятность наступления хотя бы одного из двух событий А

и В равна сумме вероятностей этих событий [Р(А)+Р(В)]
минус вероятность совмещения этих событий: P(A[jB) =
— Р(А)+Р(В)—Р(АПВ). Для несовместных событий вероят-
ность их объединения равна сумме вероятностей этих собы-
тий: Р(А + В)=Р(А)+Р(В).

3. Если из наступления события А следует наступление события
В, то вероятность события А не превосходит вероятность со-
бытия В: Если AczB, то Р(А) < Р ( В ) .

4. Для любого события А его вероятность неотрицательна и не
превышает единицы: О^Р(Л) =g:l.
В качестве иллюстрации свойств вероятности рассмотрим

фермент, который может находиться только в двух состояниях —
свободном и занятом. Поскольку свободное и занятое состояния
являются дополнительными событиями, то имеют место следую-
щие соотношения: Е1^]Е° = 0, El\JE°=Ei + Ea = Q. В силу свойств'
вероятности 1° и 2° имеем P(Q) =P(Ei + E°) = Р ( £ 1 ) + Р(Е0) = 1.
Таким образом, всегда вероятность занятого состояния фермен-
та равна единице минус вероятность свободного состояния фер-
мента: Р(Е1) = 1—Р(Е°).

2.3. Условная вероятность.
Независимость ферментов, составляющих комплекс

В ряде случаев приходится рассматривать вероятность слу-
чайного события Л, если известно, что уже произошло некоторое
другое событие В, имеющее положительную вероятность — так
называемую условную вероятность [Гнеденко, 1965; Боровков,
1976; Гихман и др., 1979]. Напомним определение условной ве-
роятности.

Условной вероятностью события А, при условии, что произош-
ло событие В[Р(В)>0], называют следующую величину
(рис. 17):

Р(А™ . (2.7)
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Условная вероятность, как несложно проверить непосредственно.
обладает всеми свойствами 1°—4° обычной вероятности. Из оп-
ределения (2.7) условной вероятности сразу следует соотноше-
ние

Р(АВ)=Р(А)Р(В/А)=Р(В)Р(А!В), (2.8)

которое мы будем называть формулой умножения.
В ряде случаев для нахождения того или иного сложного со-

бытия А бывает удобно рассмотреть соответствующим образом
выбранные вспомогательные события #,, если введение этих со-
бытий упрощает задачу и позволяет
определить условные вероятности
Р(А/Н(). Пусть события Н( обра-
зуют полную группу событий, т. е.
U# ( =:Q, Я , П # , = 0 , 1Ф\. Тогда для
/ t

любого события A (AczQ) имеет ме-
сто равенство

(2.9)
Рис. 17. К определению усло-
вий вероятности

Р (АЛВ)
Р(А/В)=

Р(В)
Формулу (2.9) обычно называют
формулой полных вероятностей.

Рассмотрим в качестве примера комплекс двух ферментов.
Пусть нас интересует вероятность того, что первый фермент за-
нят. Событие, состоящее в том, что первый фермент занят, скла-
дывается из двух несовместных событий, первое из которых со-
стоит в том, что оба фермента заняты, а второе — в том, что пер-
вый фермент, занят, а второй — свободен: Е\ — Е\Е\ -+- Е\Е2-
Соответственно этому вероятность того, что первый фермент за-
нят, может быть записана следующим образом:
Р (Е\) = Р (Е\Е\) + Р (ElEl). Заменяя каждое слагаемое в этой
сумме по формуле умножения (2.8), получим

Р (Е\) = Р (Е\/Е\) Р (Е\) + Р (Е\/Е1) Р (El). (2.10)

Аналогичное соотношение справедливо для вероятности застать
второй фермент в занятом состоянии Р (El) = P (El/El) P(El)
+ P(El/E\)P (Е\). Полученные соотношения представляют со-
бой запись формулы полных вероятностей для комплекса двух
ферментов и будут использованы нами в дальнейшем при ана-
лизе явлений взаимодействия ферментов, входящих в комплекс
Поскольку в общем случае вероятность того, что первый фер-
мент занят, зависит от состояния соседнего фермента, то

Р(Е\/Е1)фР(Е\/Е1).

51



Одним из центральных понятий теории вероятностей является
понятие независимости случайных событий.

Может случиться так, что вероятность интересующего нас со-
бытия А не зависит от того, осуществилось или нет некоторое
другое событие положительной вероятности. В таком случае
говорят, что первое событие независимо от второго. На языке
условных вероятностей данный факт может быть записан сле-
дующим образом: Р(А/В) —Р(А). Поскольку условная вероят-
ность определяется соотношением Р(А/В)=Р(АВ)/Р(В), то
условие независимости событий А и В равносильно выполнению
следующего равенства:

Р(АВ)=Р(А)Р(В), (2.11)

которое обычно и принимается за определение независимости
двух событий..Таким образом, два случайных события А и В на-
зываются независимыми, если вероятность их пересечения равна
произведению их вероятностей. Случайные события В ь В\, . . .
. . . , В„ называются независимыми в совокупности [Боровков,
1976; Гихман и др., 1979], если для любого k, \^k^.n и для лю-
бого набора индексов t,, t2 ih I^i1<i2<- • - < ' * ^ « выполня-
ется равенство

. (2.12)

В частности, если события Ви ..., Вп независимы в совокупности,
то любые два события Bt и В, {1ф\) независимы. Обратное
утверждение неверно.

В отношении независимости событий принципиальным явля-
ется следующий факт, с которым мы столкнемся далее. Если со-
бытия Bir рассматривать как относящиеся к отдельным фермен-
там мультиферментного комплекса, то согласно выражению
(2.12) вероятность состояния комплекса определяется вероятно-
стями состояний составляющих его ферментов, если эти фермен-
ты статистически независимы. В противном случае, при наличии
взаимодействий, обусловливающих статистическую зависимость
состояний отдельных ферментов, по вероятностям состояний от-
дельных ферментов, вообще говоря, уже нельзя определить веро-
ятность состояния всего мультиферментного комплекса.

Определение независимости случайных событий (2.11) приво-
дит к следующему, согласующемуся с интуицией, свойству неза-
висимых ^обытий. Если события А и В независимы, то А и В, А
и В, А я В — независимы.

Рассмотрим в качестве примера комплекс двух ферментов.
Пусть каждый фермент находится в свободном и занятом со-
стоянии независимо один от другого. В этом случае вероятность
состояния комплекса двух ферментов равна произведению веро-
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ятностей соответствующих состояний отдельных ферментов, со-
ставляющих комплекс:

Р (£?£!) = Р (El) P (El), P (ElEl) = Р (El) P (Е\).

Р (E\El) = P (El) P (El), Р (Е\Е1) = Р (Е\) Р (Е\).

Уже на этом примере мы видим, что свойство независимости
случайных событий позволяет существенно уменьшить число оп-
ределяемых величин. Действительно, в общем случае, когда со-
стояния комплекса, состоящего из п компонентов, каждый из ко-
торых может находиться в двух состояниях, зависимы, нам не-
обходимо определить 2"—1 вероятностей состояний комплекса.
В случае же когда компоненты комплекса независимы, необходи-
мо определить всего п вероятностей состояний отдельных компо-
нентов, составляющих комплекс, исходя из которых могут быть
определены вероятности всех 2" состояний комплекса.

2.4. Случайные величины на пространстве
ферментных форм

До сих пор мы рассматривали случайные события и их веро-
ятности. Часто, однако, случайные события определяются не не-
посредственно, а с помощью тех или иных функциональных огра-
ничений. В связи с этим в теории вероятностей рассматривают-
ся случайные величины, т. е. функции, определенные на прост-
ранстве элементарных событий и принимающие в зависимости
от результатов эксперимента то или иное численное значение.

В зависимости от типа множества значений, которые может
принимать случайная величина, обычно выделяют два наиболее
важных типа случайных величин — дискретный и непрерывный.
Случайная величина дискретного типа может принимать лишь
изолированные значения в конечном или счетном числе, а слу-
чайная величина непрерывного типа — все значения некоторого
интервала.

Рассмотрим несколько примеров случайных величин, опреде-
ленных на состояниях мультиферментного комплекса.

1. Пусть имеется фермент, который может находиться всего
в двух состояниях — свободном и занятом. Случайной величиной
является, например, индикатор % события, состоящего в том, что
фермент занят:

_ f 1, если фермент занят,

1 0, если фермент свободен.

Случайной величиной является также время т, в течение которо-
го фермент находится в занятом состоянии. В отличие от случай-
ной величины %, которая могла принимать всего два значения,
случайная величина -с может принимать все значения промежут-
ка [0, оо).

53



2. Рассмотрим комплекс п ферментов, каждый из которых
может находиться в свободном и занятом состояниях. Случайной
величиной является, например, общее число занятых ферментов
г\: ц = 1г, если k ферментов занято. Эта случайная величина может
быть следующим образом выражена через случайные величины
%i, введенные в первом примере:

г, = 2й- ( 2 Л 4 >

3. Пусть комплекс ферментов может находиться в т различ-
ных состояниях 5„ S2, ..., Sm. Если каждое состояние комплек-
са имеет свой собственный спектр поглощения ег=ег(А,), где X —
длина волны света, то случайная величина е: е = ег, если комп-
лекс находится в состоянии ST, определяет спектр поглощения
комплекса ферментов.

Для задания случайной величины необходимо знать не только
те значения, которые может принимать эта случайная величина,
но и вероятность этих значений. Для того чтобы задавать их, в
теорию вероятностей вводят понятие функции распределения слу-
чайной величины [Гнеденко, 1965].

Пусть g — случайная, величина и х— произвольное число. Ве-
роятность события А = {ц>: \{(и)<х), состоящего в том, что слу-
чайная величина | примет значение, меньшее, чем х, называется
функцией распределения случайной величины g: F(x) =P(A) =

Р ( ( ) )( Ъ ( ) )
Свойства функций распределения, естественно, отражают со-

ответствующие свойства вероятностей: 1) если х^у, то F(x)^.
^F(y) • 2) F(—oo) =0, .F(oo) = 1, O^F(x) < 1. Часто вместо ука-
зания функции распределения случайной величины бывает до-
статочно указания таких ее числовых характеристик, как сред-
нее и дисперсия.

Математическим ожиданием (средним) случайной величины
| , имеющей функцию распределения F(x), называется величина

( " " для дискретной случайной вели-
^ ° ( Е ) ^ , принимающей значения xt

М\ — 1 xdF(x) \<c=1 l = 1 ° в е Р ° я т н о с т я м и Pi
_х | *р для непрерывной случайной ве-

\хр(х)ах личины, имеющей плотность рас-
[ -оо пределения р (х).

Рассмотрим примеры вычисления среднего случайных величин.
4. Среднее значение случайной величины % (см. пример 1),

принимающей значение 1, если фермент занят (с вероятностью
р), и значение 0, если фермент свободен (с вероятностью 1—р),
равно исходя из определения М%=1-р+0- (1—р)=р. Таким об-
разом, среднее значение индикатора события равно вероятности
этого события.

5. Рассмотрим комплекс двух ферментов, каждый из которых
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может находиться в двух состояниях — свободном и занятом.
Найдем среднее число занятых ферментов. Имеем

Мц =-- 2 * ^ ( 4 = k) = 0-P (ElEl) +

+ 1 • [Р (ElEl) + Р ( Ж ) ] + 2-Р(E\El) = P (E\) + P (El).

Последний результат можно получить сразу, если воспользовать-
ся равенством (2.14) и предыдущим примером.

Перечислим основные свойства математического ожидания
[подробнее см.: Боровков, 1976; Гихман и др., 1979]. Ниже пред-
полагается, что Ж|, Мг\<оо. В силу определения математиче-
ского ожидания его свойства совпадают с таковыми для сумм
(интегралов).

1. Свойство аддитивности М(% + г\) =М% + Мц, т. е. матема-
тическое ожидание суммы случайных величин равно сумме ма-
тематических ожиданий этих случайных величин.

2. Свойство однородности М(а£,)=аМ%, (а — число), т. е.
числовой множитель можно выносить из-под знака математиче-
ского ожидания.

3. Мультипликативное свойство для независимых случайных
величин. Если случайные величины \ и т) независимы, то мате-
матическое ожидание их произведения равно произведению их
математических ожиданий: М\ч\—М\Мт\. Обратное утвержде-
ние, вообще говоря, неверно [Боровков, 1976].

В качестве примера использования свойств математического
ожидания вычислим среднее число занятых ферментов (см. при-

( \(
2 ^Ч ~ 2 ^ l = S Р'' Здесь использо-

вано равенство (2.14) и свойство аддитивности математического
ожидания. Заметим, что полученное равенство справедливо и в
случае, когда ферменты, составляющие комплекс, зависимы.

2.5. Переходы между ферментными формами
как марковский процесс

До сих пор, говоря о случайных событиях и их вероятностях,
мы не рассматривали их зависимость от времени. Так, мы рас-
сматривали фермент, который может находиться в двух состоя-
ниях. При этом мы намеренно не упомянули о том, что случай-
ные события, состоящие в том, что фермент свободен и занят,
являются следствием взаимодействия с субстратом, причем этот
процесс развивается во времени. Очевидно, что вероятности ука-
занных событий также должны зависеть от времени. Таким об-
разом, необходимо рассмотреть не просто случайные величины,
а случайные величины, зависящие от параметра — времени.
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Ниже приведены необходимые сведения о случайных процес-
сах. Для более полного ознакомления с теорией случайных про-
цессов, необходимо обращение к соответствующей литературе
1Бартлетт, 1958; Карлин, 1971; Вентцель, 1975; Гихман, Скоро-
ход, 1977; Розанов, 1979]. Наряду с термином «случайный» про-
цесс в литературе часто используют также названия «вероятно-
стный», или «стохастический», процесс.

Случайным процессом называется семейство случайных вели-
чин, зависящих от параметра /, пробегающего некоторое множе-
ство Т. Этот параметр мы, будем писать либо в виде нижнего
индекса, например £(, t^T, либо в скобках, например | ( 0 - Слу-
чайные процессы удобно классифицировать в зависимости от
того, непрерывное или дискретное множество значений могут
пробегать случайная величина §, и ее параметр /, интерпрети-
руемый обычно как время. В соответствии с этим мы получим
следующие четыре основных вида процессов [Баруча-Рид,
1969].

1. Процесс с конечным счетным числом состояний и дискрет-
ным временем. В этом случае можно считать, что «время» t
пробегает последовательность натуральных чисел и поэтому про-
цесс сводится к последовательности случайных величин £„ (во-
обще говоря, зависимых), могущих принимать лишь дискретное
множество значений. Типичным примером такого случайного
процесса является случайное блуждание частицы по целочислен-
ным точкам, которая в дискретные, равноотстоящие друг от дру-
га моменты времени с вероятностью р перемещается влево, а с
вероятностью 1—р— вправо.

2. Процесс с непрерывным множеством значений и дискрег-
ным временем. Этот случай отличается от предыдущего лишь
тем, что случайная величина может принимать все значения из
некоторого интервала.

3. Процесс с конечным (счетным) числом значений и непре-
рывным временем. Этот тип случайных процессов будет рассмот-
рен нами в дальнейшем наиболее подробно, поскольку он при до-
статочной элементарности находит себе естественное применение
для описания функционирования систем, могущих находиться
лишь в конечном (счетном) числе состояний.

4. Непрерывный процесс с непрерывным временем. В этом
случае как £,, так и параметр t могут принимать континуум зна-
чений.

Помимо классификации случайных процессов по характеру
фазового пространства и типа параметра /, существуют и другие
классификации случайных процессов. Ниже рассмотрены так
называемые марковские процессы, с помощью которых естест-
венно описывается большое количество содержательных задач.
Наиболее важной чертой марковского процесса является эволю-
ционный характер его развития: состояние процесса в настоя-
щем полностью определяет его вероятностное поведение в буду-
щем.
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Предположим, что мультиферментный комплекс может нахо-
диться в состояниях Si, 52, . . . , Sn (1, 2, . . . , п). Напомним, что
под состоянием мультиферментного комплекса мы понимаем пе-
ресечение состояний отдельных ферментов, составляющих комп-
лекс, причем природа состояний отдельных ферментов может
быть произвольной. Находясь изначально, например, в состоя-
нии 5,, комплекс какое-то случайное время находится в этом со-
стоянии, а затем «мгновенно» переходит в одно из состояний
S2, . . . , Sn. Этот переход осуществляется случайным образом в
том смысле, что неизвестно точно, в какое состояние перейдет
комплекс, а известно лишь с какими вероятностями осуществля-
ется тот или иной переход. В новом состоянии комплекс опять
находится какое-то случайное время, а затем опять осуществля-
ется перескок в какое-либо другое состояние и т. д. Введем обо-
значение \t = k, если комплекс находится в состоянии k в момент
времени t. Центральным для описания марковских процессов
является понятие переходной вероятности Pih(s, t), которая оп-
ределяется следующим образом:

Величина Pih{s, t) есть условная вероятность того, что комплекс
в момент времени t находится в состоянии к, при условии, что в
момент времени 5 комплекс был в состоянии /. Иными словами,
Pik(s, t) трактуется как вероятность перехода комплекса из i-ro
состояния в k-e за время /—s.

Будем предполагать, что если в данный момент времени и
мультиферментный комплекс находится в состоянии /, то в по-
следующий момент времени t комплекс будет находиться в со-
стоянии k, с некоторой вероятностью Pjk(u, t) независимо от по-
ведения комплекса до указанного момента времени и. Иными
словами, мы предполагаем, что описывающий поведение комп-
лекса случайный процесс | , является марковским случайным про-
цессом с дискретным числом состояний и непрерывным временем
[Шинкарев, Венедиктов, 1977].

Определение независимости «будущего» от «прошлого» при
известном «настоящем» может быть сформулировано следую-
щим образом. Рассмотрим произвольные моменты времени s, и,
t, такие, что s<u<t (рис. 18). Тогда условная вероятность того,
что комплекс в момент времени t находится в состоянии k при
условии, что в моменты времени и и s комплекс находился соот-
ветственно в состояниях / и i, равна условной вероятности того,
что в момент времени t комплекс находится в состоянии k при
условии, что в момент времени и комплекс находился в состоя-
нии /:

P(lt = kflu = j , E. = 9 = J > ( i i = */t«=/). (2-16)

Эту формулу можно прочесть так: если точно известно состояние
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комплекса в настоящий момент времени и, то будущее состояние
комплекса (при /) не зависит от его прошлого состояния (при
s), или, что то же самое, для определения будущего состояния
процесса достаточно знать состояние комплекса только в настоя-
щий момент времени и.

Важность переходных вероятностей определяется тем, что они
позволяют определить вероятности вида

P(tt = k,lu = i, l . = 0 , (2-17)

если только известно начальное состояние процесса. Действи-
тельно, применяя последовательно формулу умножения (2.8),
получим

= Р (Ь = № и = и is = о Р (gB = jits = i)P (b = i).

Воспользовавшись теперь определением марковского процес-
са, заменим первый сомножитель согласно формуле (2.16). Име-
ем: P(l, = k, gu = /, | s = i)=p<(s)P, j(s, u)Pjh{u, t), где введено
обозначение p,(s) =P(g s = t).

Для переходных вероятностей марковского случайного про-
цесса справедлива следующая важная формула, которую обычно
называют уравнением Колмогорова — Чепмена:

Рл (s, 0 = 2 Рц (s, и) Pjk (и, 0, (s < и < 0- (2.18)
/ • = 1

Смысл соотношения (2.18) следующий (рис. 18). Для того что-
бы перейти из состояния i в состояние k, случайный процесс в
промежуточный момент времени и должен принять некоторое

Время

Рис. 18. К определению мар-
ковского процесса

значение /, а затем перейти из этого состояния в состояние k.
Эта формула есть не что иное, как формула полных вероятно-
стей, записанная с учетом марковского свойства независимости
будущего от прошлого.

Читатель без труда отметит, что формула Колмогорова —
Чепмена представляет собой не что иное, как формулу умноже-
ния матриц

P ( M ) = P ( s , « ) P ( M ) , (2.19)

гдеР($, f)={Pft(M)h»-i п.
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2.6. Уравнения Колмогорова для переходных вероятностей

При естественных предположениях относительно характера
изменения переходных вероятностей на малых временах спра-
ведливы дифференциальные уравнения, которые позволяют кон-
структивно определить эти переходные вероятности.

Предположим, что существует предел

где 6 j & =0, если \фк и 6 № = 1 , если j=k.
Смысл введенных величин ajh Цфк) состоит в том, что они

представляют собой производные переходных вероятностей в точ-
ке t. Соответственно этому вероятность того, что комплекс, на-
ходившийся в момент времени t в состоянии ;, за время At пе-
рейдет из него в состояние k есть (j¥=k)

Pjh(t, t+At)=a:h(t)At+o(M). (2.21)

Символ o(At) означает, что lim — 0 . Величины aJh(t)
д(->о At

обычно называют плотностями вероятностей перехода из /-го со-
стояния комплекса в k-e. В силу определения (2.20) величины
aik ЦФк) неотрицательны, причем случай равенства нулю не ис-
ключается.

Величину akh(t) можно выразить через плотности вероятно-
стей перехода. Действительно, поскольку с вероятностью 1 за
время At комплекс либо останется в исходном k-м состоянии,
либо перейдет из него в одно из (п—1) оставшихся состояний,
справедливо равенство

Ркк (t, t + At) + S Pkt (t, t + U) = l. (2.22)

Перенося Phk(t, ^+Д^) в правую часть равенства, деля обе части
равенства на At, устремляя At к нулю и пользуясь (2.20), полу-
чим

2а*/(/) = -аи®. (2.23)

В связи с полученной формулой уместно отметить смысл величи-
ны ahh(t). Так как Pkh(t, t+At) —вероятность остаться через вре-
мя At в состоянии k, то вероятность противоположного события,
состоящего в том, что в течение промежутка времени (t, t+At)
произойдет переход, равна

l-P»(t, t+At) = -ahk(t)At+o(At). (2.24)

При выполнении условия (2.20), исходя из уравнения Колмо-
горова— Чепмена (2.18), можно получить следующую систему
дифференциальных уравнений для переходных вероятностей

59



(уравнения Колмогорова):

dPik ( s , t)/di = 2 P i t (s, t) a j k ( 0 (l, к = 1 . 2 n). (2.25)

При фиксированном i данная система уравнений представляет
собой систему линейных обыкновенных дифференциальных урав-
нений, которая легко может быть решена в общем случае при
соответствующих начальных условиях. Справедливость этих
уравнений может быть доказана, например, следующим образом.
По формуле Колмогорова — Чепмена (2.18) для переходных ве-
роятностей имеем

Ptk(s, t + АО = 2 Pti (s, t)Plk (/, И- АО + Ptk(s, t)Pkk(t, t + АО-

(2.26)

Вычитая из обеих сторон этого равенства Pih(s, t), деля обе час-
ти соотношения на At, переходя к пределу Д£->-0 и учитывая фор-
мулу (2.20), получим уравнения (2.25).

В уравнениях (2.25) ins — параметры, которые входят толь-
ко в начальные условия:

0, если кфI.

Система уравнений (2.25) однозначно определяет переходные
вероятности Pih(s, t), удовлетворяющие формуле (2.27), причем
эти вероятности удовлетворяют уравнению Колмогорова — Чеп-
мена (2.18).

2.7. Уравнения, описывающие поведение
мультиферментного комплекса

Если в начальный момент времени ^=0 комплекс находится
в данном состоянии i, то вероятность застать его в момент вре-
мени t, t>0 в состоянии k равна Pik(0, t). Можно, однако, счи-
тать, что в начальный момент времени известно не состояние
комплекса, а лишь начальные вероятности его различных со-
стояний. Этот более общий случай сводится к исходному слу-
чаю, когда комплекс с вероятностью, равной единице, находит-
ся в данном состоянии. Пусть pk(t)=P (£ (=£) есть вероятность
того, что комплекс находится в состоянии k в момент времени /.
Если известно начальное распределение вероятностей p ((s), £=
= 1, 2, . . . , п, то исходя из формулы полных вероятностей (2.9)
можно написать

Pk(0 = 2 Л ( s ) Р « ( s > 0 (* = 1,2, . . , п). (2.28)
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Как следует из написанной формулы, эта вероятность зависит
как от t, так и от начальных данных p<(s)-

Для того чтобы получить систему дифференциальных уравне-
ний относительно безусловных вероятностей застать комплекс в
том или ином состоянии, продифференцируем по t равенство
(2.28), подставив вместо производных переходных вероятностей
их значения, даваемые уравнениями Колмогорова (2.25). Вос-
пользовавшись в полученном таким образом соотношении равен-
ством (2.28), получим

dpk(t)/dt = 2 P,{t)aik(t) (k = 1,2,..., n). (2.29)
/=»

В этих уравнениях величины — akh равны в силу выражения
(2.23) сумме величин плотностей перехода из &-го состояния в
/-е:

-о**(0 = 2 МО- (2-30)

С учетом этого систему дифференциальных уравнений (2.29)
можно записать в следующем эквивалентном виде:

dpk (0/Л = 3 (Pi (0 aik (0 - рк (0 ак1 (0) (k = 1, 2 п).
/ • = 1

(2.31)

В полученной системе дифференциальных уравнений опущено
требование \фк, так как добавление и вычитание слагаемого
Pk{t)a>hh(t) очевидным образом ничего не меняет в выражении
для dpk (t)/dt.

Отметим, что систему уравнений для безусловных вероятно-
стей застать комплекс в том или ином состоянии можно получить
и несколько иным по форме способом, воспользовавшись асимп-
тотическим выражением (2.21):

Pik(t, t+At)=8jk+aih(t)At+o{At). (2.32)

Действительно, исходя из формулы (2.28) можно записать

Р»('+АО=2Л(О^»С. t+At)+ph(t)P,*{t, t+At). (2.33)

Вычитая из обеих частей равенства ph{t), деля обе части равен-
ства на Д? и устремляя Д£ к нулю, с учетом равенства (2.32) по-
лучим выражение (2.29).

2.8. Однородность процесса во времени

Цепь Маркова называется однородной, если переходные ве-
роятности Pa(t, t+At) зависят лишь от величины промежутка
времени At, но не от того, где начался этот промежуток [Гих-
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ман и др., 1979]:

Paijt, t+At)=Pij(o, ДО^Р«(Д*). (2-34)

Таким образом, переходные вероятности для однородной цепи
Маркова зависят лишь от одного параметра.

Формула Колмогорова—Чепмена для однородной цепи Мар-
кова принимает следующий более простой вид:

^ ( s ) . (2.35)

Соотношение (2.35) представляет собой не что иное, как формулу
умножения матриц

, (2.36)

гдеР(0={Р«(0>и-. п.
Отметим, что из соотношения (2.35) вытекает, что Р(0)=Е,

где Е — единичная матрица. С учетом изложенного выражение
(2.20) можно переписать следующим образом:

И тР(Д/)-Е = А ( 2 3 7 )

\t-x> At

Исходя из уравнения Колмогорова—Чепмена (2.36) можно за-
писать

Р у + At) - Р (о = р до [Р (At) - Е]
At ' A t

Устремляя At к нулю и учитывая формулу (2.37), получим диф-
ференциальное уравнение для матрицы переходных вероятно-
стей:

^ Ф = Р(0А, Р ( 0 ) = Е . (2.38)
dt

Как известно из теории дифференциальных уравнений [Еругин,
1979], решением уравнения (2.38) является матрица

Р ( / ) = е А ' , (2.39)

где

Для того чтобы получить дифференциальное уравнение для
вектора — строчки абсолютных вероятностей p{t) = {pt{t), . . .
. . . , pn(t)), умножим уравнение (2.38) слева на р(0) и учтем,
что согласно формуле полных вероятностей (2.9) справедливо
равенство р(t) =p(O)P(t). Тогда получим

dp(t)/dt=p(t)\ (2.40)
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или в координатной форме

dpk (1)1 dt = 2 Pi (0 a/*. k = 1. 2, • • •, п. (2.41)
3 = 1

Пример. Рассмотрим комплекс, который описывается однород-
ной цепью Маркова. Предположим, что в некоторый момент вре-
мени / = 0 известно состояние комплекса (£о = О- Изменение это-
го состояния происходит в некоторый случайный момент време-
ни. Обозначим через т время до момента первого перехода комп-
лекса в новое состояние. Каково распределение вероятностей
времени ожидания перемены состояния т? Предварительно от-
метим, что для того, чтобы комплекс в момент времени t остал-
ся в 1-м состоянии, необходимо и достаточно, чтобы %>t. Поэто-
му имеем следующее равенство

= /). (2.42)

Следовательно, нам необходимо найти выражение для P«(t)~
Для этого заметим, что для того, чтобы комплекс остался в i-ы.
состоянии за время t+s, не переходя в другие состояния, необхо-
димо в любой промежуточный момент времени также находиться
в этом состоянии:

Pti{t+s)=Pti{t)Pu(s). (2.43)

Но единственной дифференцируемой функцией, удовлетворяю-
щей этому уравнению, является экспонента [см. вывод (2.39)]:

Ри (0 = е~\ (2.44)

Так как 0^.Pu(t)^il, то Xt^0. На малых интервалах времени
выражение (2.44) может быть записано в виде (А,4<оо): р„(/) =
= 1—Xtt+o(t). Сопоставляя полученное выражение с формулой

(2.32), найдем, что Я,- = 2°'/- Таким образом, вероятность ос-

таться в i-м состоянии через время t при условии, что в началь-
ный момент комплекс уже находился в этом состоянии, есть

| 0 = i) = e \i*i ) . (2.45)

В связи с изложенным оказывается полезной следующая
трактовка однородного во времени марковского случайного про-
цесса, отражающего функционирование мультиферментного
комплекса [Розанов, 1979].

В фиксированный момент времени £=0 комплекс находится
в одном из своих состояний, например в состоянии L В этом со-
стоянии комплекс пребывает случайное время т,-, распределен-
ное, как видно выше, по показательному закону, с параметром
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«, т. е.:

Р Ы > Що = ,) = е -h' = е WW j . (2.46)

В момент времени / = т( комплекс мгновенно переходит из состоя-
ния i в новое состояние / с вероятностью

qti = aJL s ^ L _ . (2.47)

В состоянии / комплекс пребывает случайное время хи также
распределенное по показательному закону, но уже с параметром
Xj и т. д.

Таким образом, функционирование мультиферментного комп-
лекса, описываемого однородной цепью Маркова с непрерывным
временем, определяется следующими величинами.

1. Начальным распределением комплекса
P(h=i)=Pi(0), (2.48)

с помощью которого выбирается исходное состояние i (с веро-
ятностью р((0) в качестве начального выбирается i-e состояние
комплекса).

2. Совокупностью Я< параметров показательного распределе-
ния времен пребывания комплекса в i-том состоянии, i = l , 2, . . .
- . . , п.

3. Вероятностями перехода qtj из произвольного состояния i
в произвольное состояние /.

Систему уравнений Колмогорова (2.41) можно записать в
нескольких эквивалентных формах. Через величины параметров
показательного распределения Kh и вероятностей перехода

а,,
Цц — — • — система уравнений (2.41) может быть записана

S */
следующим образом:

dpk {t)ldt = - hpk (0 + 2 Pi if) bflik, bk = 2 akl. (2.49)

В зависимости от удобства мы будем пользоваться необходимой
нам записью уравнений.

В заключение рассмотрим конкретный пример вывода урав-
нений Колмогорова для вероятностей состояний комплекса.

Пусть комплекс двух ферментов может находиться в следу-
ющих четырех состояниях:

С"0!?0 I?0Cl f i t? 0 p l c l

C1C2 -Ei£2 -ti^a t.xt.2,
(О (а) (з) (4)

где цифры в скобках указывают номер состояния. Пусть комп-
лекс может переходить из одного состояния в другое согласно
схеме.
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(1) Е

(2) В?Е\

(250)

^E\E\ (4)

Рис. 19. К выводу системы
уравнений Колмогорова для
комплекса двух ферментов
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На этой схеме стрелками указаны возможные переходы комплек-
са из одного состояния в другое. Рядом со стрелками приведе-
ны соответствующие плотности вероятностей переходов. В слу-
чае нулевых плотностей вероятностей перехода соответствую-
щие переходы не указаны. Согласно этой схеме комплекс из пер-
вого состояния, в котором оба фермента свободны (Е\Е\), может
перейти в третье состояние (E^Et), в котором первый фермент
занят, а второй свободен с плотностью вероятности перехода a t4;
из второго состояния комплекс может перейти в первое и четвер-
тые состояния соответственно с плотностями вероятностей пере-
хода аи и а24 и т. д. Отметим, что с точки зрения химической ки-
нетики плотности вероятностей перехода есть (псевдо) мономо-
лекулярные константы скорости соответствующих переходов.
Как найти вероятность pt(t) того, что комплекс двух ферментов
находится в t-м состоянии в момент времени t? Для вывода урав-
нений, описывающих временное поведение вероятностей Pi{t),
поступим следующим образом. Фиксируем момент времени t и
рассмотрим сначала вероятность того, что в момент времени t+
+ At комплекс находится в первом состоянии. Находиться в
этом состоянии в момент времени t+At комплекс может только
при условии если (рис. 19):

1. В предшествующий момент времени t комплекс уже нахо-
дился в первом состоянии и за время At не вышел из него.

2. В предшествующий момент времени t комплекс был во вто-
ром состоянии, а затем за время At перешел из него в первое со-
стояние.

3. В предшествующий момент времени t комплекс был в
третьем состоянии, а за время Д£ перешел в первое состояние.

4. В предшествующий момент времени t комплекс был в со-
стоянии (4), а за время Af перешел из него в первое состояние.

Таким образом, событие, состоящее в том, что комплекс на-
ходится в момент времени /+Д£ в первом состоянии (|(+д<=1),
можно представить как сумму перечисленных выше четырех нг-
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совместных событий:

(SI+A, = 0 = (1«= 1, 6,+А.- О + . • •+ (6. = 4, 1«+л«= 1). (2.51)

Следовательно, в силу аддитивного свойства вероятности мож-
но записать:

= 1). (2.52)

Но вероятность Р ( | , = г, | , + д , = 1) того, что в моменты времени t
и /+Д/ комплекс находится и в i-u и в первом состояниях, мож-
но представить через условную вероятность в следующем виде:

Р (Ь = i, Ь+д* = 1) = Р (Ь = О Р d/tAi = Vh = 0 = Р , (0 Ра (АЛ)
(2.53)

В силу выражения (2.32) для величин плотностей вероятностей
перехода имеем следующие соотношения:

l ~
fc i « = l , (2.54)

<• an At -f о (At), если i ф 1.

С учетом последнего соотношения равенство (2.52) можно пере-
писать в виде

i I 4

•. Л р,(/ + А0 = !

Рис. 20. К формулировке пра-
вила записи системы диффе-
ренциальных уравнений Колмо-
горова

Перенося р,(0 в левую сторону ра-
венства, деля обе части соотноше-
ния на А£ и переходя к пределу
А -̂*-0, получим, учитывая, что на
схеме (2.50) ненулевыми являются
лишь a2i и a i s: dpjdt=p2a2i—piai,.
Аналогичным образом могут быть
получены и уравнения для вероят-
ностей остальных состояний:

dp2/dt=p3a32—p2 (a21 + a2 4),

dpjdt=pza2l—piai3.

dpjdt=PiOis+Piait—psas2,

Сравнивая полученные уравнения и схему (2.50), можно заме-
тить, что между схемой и системой дифференциальных уравне-
ний существует тесная связь, которая позволяет исходя из схемы
сразу выписывать систему дифференциальных уравнений. Пра-
вило, по которому исходя из схемы (графа) можно выписать
дифференциальные уравнения Колмогорова для вероятностей
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состояний, можно сформулировать для любой цепи Маркова с
непрерывным временем и конечным числом состояний [Вент-
цель, 1973]. Правило написания дифференциальных уравнений
можно сформулировать следующим образом. В правой части
дифференциального уравнения для &-го состояния со знаком
плюс стоит столько членов, сколько на графе стрелок ведет в
данное состояние, а со знаком минус стоит столько членов, сколь-
ко стрелок ведет из данного состояния. Каждый член в правой
части уравнения независимо от знака имеет вид произведения
вероятности того состояния откуда идет стрелка на величину со-
ответствующей плотности переходной вероятности. Так, для
схемы, представленной на рис. 20, уравнение для производной
вероятности &-го состояния можно записать в виде:

dpJdtz=piath-\-.. .+Pjajh—pkakt—.. .—phakm,

£ = 1 , 2 , . . . , п. (2.55)

2.9. Собственные значения матрицы
коэффициентов уравнений Колмогорова

Как известно [Еругин, 1979], решение системы линейных
дифференциальных уравнений с постоянными коэффициентами
всегда может быть записано в виде линейной комбинации выра-
жений вида Q(t)eu, где Я, — собственные значения матрицы ко-
эффициентов этой системы дифференциальных уравнений, а
Q(t)—некоторые полиномы переменной t. Ниже показано, что
собственные значения матрицы коэффициентов системы диффе-
ренциальных уравнений (2.41) имеют неположительную дейст-
вительную часть. Локализацию собственных значений матрицы А
в формуле (2.40) дает доказываемая ниже теорема Гершгорина
[Сарымсаков, 1954; Маркус, Минк, 1972; Ланкастер, 1978],-со-
гласно которой собственные значения произвольной матрицы
С = (сц) лежат, по крайней мере, в одном из кругов с центрами

СЦ и радиусами^ 1С«|, 1=1> 2, . . . , п. Элементы интересующей

нас матрицы А в формуле (2.40) удовлетворяют условиям:

at, > 0 (t ф1), аи = - 2 ath (2.56)

Равенство Ах=цх (хфО), определяющее собственное значение
ц матрицы А, можно записать в виде п скалярных равенств:

2 аих,- + a{iXi = \ix{-

Перенося член atix{ в правую часть равенства, получим следую-
щее соотношение:

2 ац»1 = ( | i - fle) xt = f |i + 2 ац) Xt. (2.57)
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Пусть х, — максимальная по модулю координата собственного
вектора*: | х, | = max | х, | . Тогда s-e равенство в выражении

(2.57) с учетом формулы (2.56) дает:

s | = ||i — Oss J1 Xs | =

Ms

Так как | х, \ ФО, то имеем

* ^ i ash (2.58)

Это неравенство показывает, что собственные значения матрицы
А коэффициентов уравнении (2.40) имеют неположительную
действительную часть и ограничены по модулю величиной, рав-
ной 2 2 я«. т. е.

/Ф8

Ms

Заметим, что матрица коэффициентов А всегда имеет 0 своим
собственным числом. Действительно, в силу выражения (2.56)

п

справедливо равенство 2 аЧ = 2 ач — 2 а'> ~ ^' которое
/=i м* м<

говорит о том, что вектор 1 = (/, . . . , /) является собственным
для нулевого собственного значения: А-/=0••/=().

В силу сказанного общее решение системы дифференциаль-
ных уравнений (2.41) может быть записано в виде р < ( 0 = с « +
+ ctzQ2(t)eK't + ci3Q3(t)ex>t + ... + c,mQm(t)eS»', где все числа h
имеют отрицательную действительную часть, a Q{t) — полиномы
переменной t. Ясно, что при t**-oo решение стремится к величине,
определяемой нулевым собственным значением, т. е. сп.

2.10. Предельные вероятности состояний

Как следует из уравнений Колмогорова (2.41), вероятность
застать комплекс в том или ином состоянии изменяется с течени-
ем времени и зависит от начальных данных. Вместе с тем часто
можно говорить о вероятности рк застать комплекс в состоянии k
независимо от выбранного момента времени и от начальных дан-
ных.

Предположим, что марковский процесс, описывающий функ-
ционирование мультиферментного комплекса, однороден во вре-
мени. Тогда плотности вероятностей переходов, определяемые
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как

= lim
А/

(2.60)

суть постоянные. Условимся называть однородный процесс Мар-
кова, характеризуемый переходными вероятностями Pu(t) ( 1 ^
=s;i, j^n), транзитивным, если существует такое t, t>0, что
P ( j ( 0 > ° ( l< l ' i /<«) [Хинчин, 1963]. Иначе говоря, процесс
транзитивен, если из каждого состояния процесс с ненулевой вг-

Рис. 21. Схемы переходов
транзитивных случайных про-
цессов

пЛ П 1 3

Т I
2 4

Рис. 22. Схемы переходов случайных процессов, для которых не выполнено
условие транзитивности

роятностью может попасть в любое другое состояние. На рис. 21
представлены графы, соответствующие транзитивным процес-
сам. Здесь из любого состояния комплекс рано или поздно по-
падет в любое другое состояние. На рис. 22 показаны графы, со-
ответствующие процессам, для которых условие транзитивности
не выполнено. Очевидно, что если, например, в случае а началь-
ным состоянием является состояние с номером i, то исходя из
него могут быть достигнуты только состояния, лежащие правее,
и не могут быть достигнуты состояния, лежащие левее.

Можно показать [см., например, Хинчин, 1963], что для од-
нородного транзитивного процесса Маркова вероятности pk{t)
при t-*-oo стремятся к не зависящим от начальных данных чис-
лам рк ( l^ j&^n)

0 = P*. (2.61)

(2.62)
К этим же числам стремятся и переходные вероятности

<-*».
Предельные вероятности мы будем обозначать теми же буква-
ми ри . . . , р„, что и вероятности состояний.
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Таким образом, при /->-оо устанавливается некоторый пре-
дельный стационарный режим. В стационарном режиме по-преж-
нему комплекс случайным образом изменяет свои состояния, но
вероятности последних не зависят от времени. Другими слова-
ми, в этих условиях поведение комплекса случайно, но закон,
управляющий случайностью, постоянен во времени.

Вероятностная интерпретация функционирования комплекса
получает реальный смысл лишь в том случае, если известна со-
вокупность объектов, в которой эта вероятность трактуется как
доля того или иного признака. Так, в случае комплекса фер-
ментов вероятность того, что комплекс находится в каком-либо
состоянии, может быть соотнесена с долей комплексов, находя-
щихся в данном состоянии в ансамбле большого числа невзаимо-
действующих комплексов. Вместе с тем в ряде случаев возмож-
на и иная интерпретация стационарной вероятности застать
комплекс в том или ином состоянии. Эта интерпретация связа-
на с тем, что вероятности состояния комплекса отождествляют-
ся в определенном смысле со средними относительными времена-
ми пребывания комплекса в соответствующих состояниях [Хин-
чин, 1963]. Сказанное означает следующее. Обозначим через
6k(t) величину

1, если в момент времени ^комплекс находится
в состоянии k

О, если комплекс в момент времени t не находится
в этом состоянии.

т
Тогда отношение (l/T) |" 6h(t)dt есть среднее относительное вре-

0

мя пребывания комплекса в состоянии k за промежуток времени
(О, Т). Стационарную вероятность рк застать комплекс в состоя-
нии к можно понимать в том смысле, что [Хинчин, 1963]

Г т

Г->оо J
L о

Записанный знак « означает, что рассматриваемые величины не
тождественны друг с другом, а лишь вероятность больших от-
клонений стремится к нулю при 7-»-оо. Иными словами, как бы
мало ни было е>0,

г
Pk-(HT)\ bk(t)dt

•1
> е ->-(), при Т-+0О.

Предположим, что условия однородности и транзитивности
для рассматриваемого комплекса выполнены. Возникает вопрос,
как найти предельные вероятности? Уже указывалось, что в рас-
сматриваемых предположениях существует предел (2.61) вероят-
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ностей состояний pk= limp f t(/). Отсюда следует, что правые ча-
t-x»

сти системы уравнений Колмогорова (2.41) при t-><x> также име-
ют конечные пределы, а следовательно, и левые части стремятся
к конечным пределам при t-^oo. Но такой предел может быть
только нулем, поскольку в противном случае модуль соответст-
вующих вероятностей был бы неограничен. Таким образом, мы
приходим к выводу, что в системе дифференциальных уравнений
Колмогорова (dpJdt)-*-0, при t-*-oo (k=l, . . . , п). Вследствие
этого в пределе, при f-voo, для определения стационарных веро-
ятностей имеем систему алгебраических уравнений, получаю-
щуюся из соответствующей системы дифференциальных уравне-
ний (2.41) приравниванием нулю производных в левой части

Эта система алгебраических уравнений вместе с нормировочным
п

условием ^.рк = 1 может служить для однозначного определе-
к=\

ния искомых чисел ph.
Рассмотрим пример вычисления стационарных вероятностей.

Пусть переходы комплекса описываются циклической схемой:

1^2i3i..An (2.64)

Здесь для простоты обозначений не используются двойные ин-
дексы для нумерации плотностей вероятностей перехода ku Най-
дем стационарные вероятности. Запишем систему дифференци-
альных уравнений Колмогорова согласно правилу (2.55):

dpjdt = Pnkn — pA,
(2.65)

dpjdt = Pn-ikn-l — Pnkn.

Приравняв все производные нулю, получим следующую систему
алгебраических уравнений для определения стационарных веро-
ятностей:

— Pikt = 0,
(2.66)

Pn-lK-i — Pnkn = 0.

Из системы уравнений (2.66) вытекает, что kipi = kiph ( l ^ t , / ^
). В частности, для любого /-го состояния можно записать

/ = 1 , 2 , . . . , п. (2.67)
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Подставляя (2.67) в условие нормировки pt+Pz+.. . + Pn=l> по-
лучим ktpi(\/ki+ 1/A2+.. . + 1/£„) = 1. Откуда

. + l/*«). (2-68)

С учетом выражения (2.67) легко получить аналогичное соотно-
шение и для вероятностей других состояний:

^ , / = 1,2 п. (2.69)
* , + ... + 1/*„ • ' • • '

В силу указанной выше интерпретации стационарных вероятно-
стей как средних относительных времен пребывания комплекса в
соответствующих состояниях соотношение (2.69) можно предста-
вить в виде

Л - *'

где Tj — среднее время пребывания комплекса в /-м состоянии.

Заключение

В данной главе показано, что переходы между ферментными
формами мультиферментного комплекса могут рассматриваться
как марковский процесс с конечным числом состояний и непре-
рывным временем [см. также: Стефанов, 1975]. Учет этого об-
стоятельства позволяет при анализе функционирования мульти-
ферментных комплексов использовать методы теории вероятно-
стей и случайных процессов. Кроме того, вероятностная интер-
претация функционирования ферментов дает возможность в ряде
случаев получить необходимые, соотношения, пользуясь просты-
ми вероятностными соображениями.

Выбранная нами точка зрения на мультиферментный комп-
лекс как на совокупность взаимодействующих центров, каждый
из которых может находиться в конечном числе состояний, позво-
ляет охватить чрезвычайно большой класс процессов, таких, как
обычный ферментативный катализ, адсорбцию, окислительно-
восстановительные реакции, эстафетный транспорт ионов [см.,
например: Маркин, Чизмаджев, 1974; Hill, 1976; Чизмаджев
Айтьян, 1982] и др. Состояния отдельных ферментов, входящих
в комплекс, трактуются обобщенным образом. Это могут быть
окисленные или восстановленные, протонированные или депро-
тонированные состояния, а также состояния, отличающиеся на-
личием субстрата, ингибитора и др. Важно отметить, что если
для всех указанных типов процессов исходные уравнения (отно-
сительно вероятностей различных состояний комплекса) имеют
по существу идентичный вид, то величины, которые необходимо
определить из этой системы уравнений для сравнения с экспе-
риментом, различны для каждого класса процессов. Так, для
ферментативной реакции, как правило, интересуются скоростью
реакции, для транспорта ионов — потоком ионов, а для переноса
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электронов в комплексах интересуются изменением во времени
окисленности и (или) восстановленное™ индивидуальных пере-
носчиков электронов при изменении внешних условий — концен-
трации доноров, акцепторов и т. д. В случае электронного тран-
спорта скорость переноса электронов определяется состояниями
комплекса как целого, а наблюдаемыми в эксперименте являют-
ся, как правило, лишь состояния отдельных переносчиков элек-
тронов. Это и обусловливает в основном специфику описания
электронтранспортных процессов в комплексах в отличие от дру-
гих процессов (транспорт ионов и др.). Вместе с тем, признавая
идентичность исходной системы уравнений, можно переводить
соотношения, получаемые, например, для описания скорости
ферментативной реакции в аналогичные соотношения, относя-
щиеся к какому-либо другому процессу. В этом смысле показате-
лен тот факт, что уравнения, описывающие поведение центра,
могущего находиться в двух состояниях, имеют не менее 20 (1)
различных наименований. Сводки некоторых названий в фермен-
тативном катализе можно найти в книгах Диксона и Уэбба
[1982] и Рубина [1984].

Глава 3

КИНЕТИЧЕСКИЕ МОДЕЛИ ТРАНСПОРТА
ЭЛЕКТРОНОВ

В БИОЛОГИЧЕСКИХ СИСТЕМАХ

В главе рассмотрены существующие в литературе подходы к
описанию транспорта электронов в биологических системах. Про-
анализированы два различных по физическому смыслу типа
взаимодействия переносчиков электронов — в комплексах, внут-
ри которых задан строгий порядок взаимодействия переносчи-
ков, и между подвижными переносчиками электронов, взаимодей-
ствующими друг с другом путем соударений. Построенная в пре-
дыдущей главе вероятностная модель мультиферментного комп-
лекса конкретизируется для описания переноса электронов в
комплексах молекул-переносчиков. Как и ранее, центральным яв-
ляется понятие состояния комплекса как целого, которое опреде-
ляется как пересечение состояний отдельных переносчиков, со-
ставляющих комплекс. Такое определение понятия состояний
комплекса молекул-переносчиков, при естественных предположе-
ниях, позволяет записать систему линейных дифференциальных
уравнений относительно вероятностей состояний комплекса. Ли-
нейный характер кинетических уравнений расширяет возможно-
сти аналитического исследования. В заключительном параграфе
приводится обоснование использования вероятностного описа-
ния.
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3.1. Два механизма взаимодействия
переносчиков электронов

Кинетика электронтранспортных процессов при фотосинтезе
и дыхании является объектом интенсивного изучения в течение
многих лет. Для количественного описания переноса электронов
через дыхательную цепь митохондрий Чане и сотр. [Chance et al.,
1955; Chance, Williams, 1956; Chance et al., 1958; Чане, 1963]
применили кинетическую схему, согласно которой этот процесс
представляет собой последовательность бимолекулярных реак-
ций, протекающих в гомогенной среде. Предполагалось, что
взаимодействие компонентов подчиняется закону действующих
масс, т. е., что скорость реакции переноса электронов пропорцио-
нальна произведению концентраций реагентов в соответствую-
щей форме [Chance et al., 1955; Chance, Williams, 1956].

Уже на первых этапах применения метода математического
моделирования для описания электронтранспортных процессов
необходимо было выбрать между двумя типами моделей, описы-
вающих взаимодействие переносчиков электронов друг с другом
[Чане, 1963; Гарфинкель, 1967; Гарфинкель, 1968; Chance et al.,
1955; Wagner, Erecinska, 1971]. В моделях первого типа одна мо-
лекула переносчика может взаимодействовать только лишь с од-
ной, структурно определенной молекулой другого переносчика.
В моделях второго типа, в противоположность первому случаю,
взаимодействуют многие молекулы переносчиков. Первоначаль-
но была выдвинута гипотеза о переносе электронов в биологиче-
ских системах путем соударений молекул-переносчиков [Чане,
1963]. Именно в связи с этим при количественном описании пе-
реноса электронов использовался закон действующих масс. Кро-
ме того, при моделировании электронного транспорта было об-
наружено, что, несмотря на существенно отличный тип уравне-
ний, в обоих рассматриваемых случаях, разница между кинети-
кой окислительно-восстановительных превращений молекул-пе-
реносчиков в моделях, использующих различные предположения
о характере структурной организации переносчиков иногда на-
ходится внутри экспериментальных ошибок [Pring, 1968; Wag-
ner, Erecinska, 1971]. Причина такого соответствия будет рас-
смотрена нами в следующей главе. Тем не менее исследование,
проведенное с помощью метода Монте-Карло, показало [Chance
et al., 1962; Гарфинкель, 1967; Гарфинкель, 1968], что в этих
описаниях возможно существенное различие, причем связанная
цитохромная система ведет себя как фиксированная в мембране,
а не как система, подчиняющаяся закону действующих масс.
Рассмотрим указанные два механизма взаимодействия перенос-
чиков электронов в цепях электронного транспорта более под-
робно.
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Перенос электронов между подвижными переносчиками

Если переносчики электронов достаточно подвижные, чтобы
взаимодействовать друг с другом посредством соударений, то
кинетика переноса электронов между переносчиками может быть
описана исходя из обычного закона действующих масс, соглас-
но которому скорость реакции пропорциональна произведе-
нию концентраций реагирующих веществ [Chance, Williams,
1956]. В рассматриваемом случае электронтранспортная цепь
представляет собой динамическое образование, в котором нет
жесткой стехиометрии переносчиков электронов, а сама цепь
существует благодаря кинетическим ограничениям, не позволя-
ющим взаимодействовать исходному донору и конечному акцеп-
тору, минуя переносчики электронов. Рассмотрим в качестве
примера реакцию переноса электронов между двумя одноэлек-
тронными переносчиками С, и С2, взаимодействующими друг с
другом по схеме

D^C^C^A. (3.1)

Кинетические уравнения, описывающие рассматриваемые окис-
лительно-восстановительные реакции и полученные исходя из за-
кона действующих масс, могут быть записаны в следующем виде:

d [C\)/dt = k[ [D1] [Cl] - & [C\[ [Cl],

(3.2)

d [Clydt = k, [C\] id] - k's [C\] [A%

Здесь [D1], [C\], [Cl] —концентрации восстановленной формы
донора D и переносчиков электронов С4 и С2; [Cl], [Cl], [A0] —
концентрации окисленной формы переносчиков С,, С2 и акцепто-
ра A; k[, k'2, k3—бимолекулярные константы скорости соответ-
ствующих реакций.

Будем предполагать, что концентрация соответствующих
форм экзогенных доноров и акцепторов поддерживается посто-
янной на всем рассматриваемом промежутке времени и что об-
щие концентрации рассматриваемых переносчиков равны друг
другу. В частности, для переносчиков С, и С2 выполняются сле-
дующие равенства:

[С}] + Id] •= [Cxlo = [С,]о = [С\] + \С1]. (3.3)

Это позволяет переписать систему дифференциальных уравне-
ний (3.2) в следующем виде, где переменными уже являются от-
носительные концентрации соответствующих переносчиков элек-
тронов в восстановленной форме [Pring, 1968; Clement-Metral,
1969]:

dyjdt = k1(l—y1)- k^ (1 — y2),

dyjdt = K(\—y2)y1— kay2. (3.4)
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Здесь
Ух = [ClVlC^; у, = [Cl]/[C2]0; kx = k[ [D1]; k3 = k'3 [A0].

Моделирование электронтранспортных процессов, проведен-
ное на основе закона действующих масс, оказалось весьма про-
дуктивным и позволило в ряде случаев не только описать экспе-
риментально наблюдаемую кинетику редокс-превращений от-
дельных переносчиков, но и путем сравнения данных моделиро-
вания с результатами экспериментов уточнить структуру и
функциональную организацию электронтранспортных цепей. По-
скольку это направление кинетического анализа отражено в ряде
обзоров [Chance, Williams, 1956; Pring, 1968; Garfinkel et al.,
1970; Рубин и др., 1977; Березин, Варфоломеев, 1979; Венедик-
тов и др., 1980а; Шинкарев и др., 1980], мы не будем подробно
останавливаться на рассмотрении работ, основанных на кинети-
ческом законе действующих масс, и ограничимся лишь перечис-
лением некоторых ключевых работ [Chance et al., 1955; Chance,
Williams, 1956; Чане, 1963; Рубин, Фохт, 1965; Рубин и др., 1968а,
19686; Pring, 1968; Борисов, Ивановский, 1970; Пытьева и др.,
1973; Кукушкин и др., 1973; Holzapfel, Bauer, 1975; Куприянов
и др., 1977; Рубин и др., 1977; Кукушкин, 1980].

Однако рассмотренный механизм взаимодействия переносчи-
ков электронов возможен лишь для переносчиков (или комплек-
сов переносчиков), достаточно быстро передвигающихся в мем-
бране или примембранном пространстве и взаимодействующих
друг с другом путем случайных соударений и, строго говоря, не
применим для описания переноса электронов внутри комплексов,
в которые организовано большинство переносчиков ЦЭТ.

Перенос электронов в комплексах

Впервые транспорт электронов внутри структурных комплек-
сов молекул переносчиков электронов был рассмотрен Холмсом
[Holmes, 1959] для дыхательной электронтранспортной цепи и
Малкиным [Malkin, 1966] для фотосинтетической электронтран-
спортной цепи. Затем электронный транспорт в комплексах был
рассмотрен в работах [Malkin, 1969, 1972, 1977; Сорокин, 1973;
1976; Литвин, 1975; Hill, 1976; Sorokin, 1978; Варфоломеев и др.,
1977; Шинкарев, Венедиктов, 1977; Hill, Chance, 1978; Березин,
Варфоломеев, 1979; Варфоломеев, 1976, 1981] и др. В отличие
от подвижных переносчиков электронов, где каждая восстанов-
ленная молекула переносчика С4 могла отдать электрон любой
окисленной молекуле С2, в рассматриваемом случае восстанов-
ленный переносчик С, может взаимодействовать только с тем
окисленным переносчиком С2, который находится с С ( в одном
и том же комплексе. Кроме того, перенос электронов между пе-
реносчиками в рассматриваемом случае является мономолеку-
лярным процессом, поскольку в комплексе в едином акте про-
исходит как окисление С,, так и восстановление Сг. В силу этого
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перенос электрона не имеет места, когда оба переносчика, вхо-
дящих в комплекс, одновременно окислены или одновременно
восстановлены. Таким образом, для описания переноса электро-
нов в электронтранспортных комплексах необходимо рассма-
тривать состояния сразу двух переносчиков, участвующих в пере-
носе электронов. Суммарная скорость переноса электронов меж-
ду С, и С2 в рассматриваемом случае пропорциональна концен-
трации комплексов, находящихся в состоянии (C\Cl), когда пе-
реносчик С, восстановлен, а переносчик Сг окислен, т. е. ско-
рость переноса электронов между переносчиками Ct и С»

V~ClCl (3.5)

Пусть переносчики электронов, находящиеся в комплексе,
взаимодействуют друг с другом согласно схеме (3.1). Удобно
переходы между различными состояниями комплекса двух пере-
носчиков изображать в виде графа, в вершинах которого нахо-
дятся состояния комплекса, а стрелки указывают возможные пе-
реходы между состояниями комплекса. В частности, для схемы
(3.1) граф состояний будет иметь вид [Malkin, 1966; Pring, 1968;
Сорокин, 1973; Шинкарев, Венедиктов, 1977].

^ — С\С\ (3)

W (3-6)

(2) C\CI——-~C\C\ (4)

На этой схеме верхние индексы 0 и 1 у С4 и С2 показывают отсут-
ствие или наличие электрона на соответствующем переносчике:
например, ClC\ означает такое состояние комплекса, когда пер-
вый переносчик окислен, а второй — восстановлен. Цифры в
скобках указывают номер состояния комплекса. &; — константы
скорости соответствующих переходов, причем константы скоро-
сти ki и ks пропорциональны концентрации экзогенных доноров
и акцепторов в соответствующей форме:

К i (3.7)

Существенно, что константа скорости k2 внутрикомплексного пе-
реноса электронов имеет мономолекулярный характер.

В отличие от переноса электронов между подвижными пере-
носчиками в рассматриваемом случае возможна кооперативное»
в переносе электрона, т. е. зависимость констант скорости пере-
носа электрона от состояния всех переносчиков, входящих в
комплекс. Параметры а и р на схеме (3.6) характеризуют сте-
пень кооперативности. Так, например, перенос электрона от
экзогенного донора в комплекс может существенно зависеть от
зарядового состояния второго переносчика (аф\). Для концен-
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траций различных состояний комплекса двух ферментов можно
записать систему уравнений, которая полностью аналогична по-
лучающейся при рассмотрении переходов между различными
состояниями мультиферментного комплекса:

d [ClClydt = k'3 [Л°] [ClCl] - k[ [D1] [ClCl],

d [ClClydt = k% \C\C\\ - (k's [A0] + aki im) [ClCl],

d [C\Cl]/dt = k[ [D1] [ClCl] + $k'3 [A
0] [CICJ] - kt [C[Cl],

d [Cldydt = akl [D1] [ClC\] - PA,' [A0] [C\Cl].

Решив систему дифференциальных уравнений относительно кон-
центраций состояний комплекса (с соответствующими началь-
ными условиями), можно найти также и концентрацию состояний
отдельных переносчиков электронов, просуммировав концен-
трации всех тех состояний комплекса, в которых находится рас-
сматриваемый переносчик в интересующем нас состоянии. На-
пример, концентрация восстановленной формы первого перенос-
чика равна

[С\] = [С\С°2] + [С1СЦ (3.9)

Кинетика переноса электронов в комплексах молекул-переносчи-
ков даже в отсутствие кооперативности ( а = р = 1 ) может суще-

Рис. 23. Зависимость скорости
переноса электронов между С\
и С2 от концентрации реаген-
тов для случая подвижных пе-
реносчиков (2) и переносчиков,
организованных в комплек-
сы (1)

£с,НФ

ственно отличаться от таковой между подвижными переносчика-
ми, поскольку зависит от объемной концентрации состояний
комплекса, а не от объемной концентрации отдельных переносчи-
ков, как это имеет место для подвижных переносчиков. В связи
с этим для рассматриваемых двух механизмов переноса элек-
тронов зависимость скорости переноса электронов от концентра-
ции реагентов существенно различна. В случае комплексов ско-
рость реакции линейно зависит от концентрации обоих реагентов
(предполагаем, что концентрации обоих реагентов равны друг
другу). В то же время аналогичная зависимость для подвижных
переносчиков носит квадратичный характер (рис. 23). Поэтому
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скорость переноса электрона в комплексах может быть достаточ-
но быстрой даже при чрезвычайно малой концентрации реаген-
тов, так как последние уже исходно находятся в «реакционно-
способном» комплексе. В качестве иллюстрации к сказанному
рассмотрим простой пример. Как правило, бимолекулярная кон-
станта скорости химической реакции в растворе не превышает
1010 д^-i c -i [Даниэльс, Олберти, 1978]. Считая, что концентра-
ции реагентов составляют 1 мкМ, имеем для скорости реакции
1/=Ю1 0 '10~1 2=10-2 М c~J. Если считать мономолекулярную кон-
станту скорости равной 1010 с"1 (а для скорости переноса элек-
тронов в фотосинтетических реакционных центрах это справед-
ливо), то при той же концентрации реагентов скорость реакции
равна 11= 101°- 10~в= 104 М с"1. Таким образом, суммарная реак-
ция в комплексах может быть на несколько порядков быстрее,
чем между подвижными переносчиками, только за счет органи-
зации переносчиков электронов в комплексы.

Рассмотрим теперь более подробно вероятностную модель пе-
реноса электронов в комплексах молекул-переносчиков, которая
является детализацией модели, изложенной в гл. 2.

3.2. Перенос электронов в мультиферментных комплексах.
Построение модели

Как уже указывалось в гл. 1, цепь электронного транспорта
при фотосинтезе и дыхании образована из небольшого числа
встроенных в мембрану мультиферментных комплексов, причем
переносчики электронов, входящие в тот или иной комплекс, в
определенных условиях могут помимо обмена электронами при-
соединить протон, а также взаимодействовать с теми или ины-
ми лигандами. Поэтому в общем случае необходимо рассматри-
вать все состояния, в которых может находиться комплекс. Со-
стояния комплекса молекул переносчиков в этом случае могут
быть определены [Шинкарев, Венедиктов, 1977] как пересече-
ние состояний отдельных переносчиков, образующих комплекс,
причем каждый из переносчиков электронов может находиться
в окисленной или восстановленной форме, протонированном или
депротонированном состоянии и т. д. Как известно из гл. 2, пере-
нос электронов можно описать следующей системой линейных
дифференциальных уравнений относительно состояний комплек-
са молекул переносчиков:

dpk (t)ldt = 2 Pi (0 «/* (0. Pk (0) = h. (3.10)
i

Здесь pk(t)—вероятность того, что комплекс переносчиков на-
ходится в состоянии k в момент времени t; а1к — константы ско-
рости перехода из /-го состояния комплекса в

k = е (/ ф k), akk = — 2 a*i-
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Основной задачей кинетического описания переноса электро-
нов в комплексах молекул переносчиков является выяснение вре-
менного поведения вероятностей /?»=Р(5», t) состояний комплек-
са. Определив вероятность каждого состояния комплекса, мож-
но, просуммировав вероятности всех тех состояний комплекса,
в которые входит данный переносчик в соответствующем состоя-
нии, определить и вероятности состояний любого отдельного пе-
реносчика, которые, как правило, и определяются в эксперимен-
те. Например, вероятность того, что Cf переносчик электронов
находится в окисленной форме, равна

V р / с л /-а 114

Для большого числа одинаковых невзаимодействующих (не-
зависимых) комплексов введенные выше вероятности Р(5,, t)
и Р(СД t) равны соответственно доле комплексов, находящихся
в состоянии St, и доле комплексов, в которых переносчик С< на-
ходится в окисленном состоянии.

Рассмотрим в качестве примера перенос электронов в комп-
лексе двух, трех и четырех переносчиков.

Пусть переносчики электронов взаимодействуют друг с дру-
гом по схеме

^•С1 j± С 2 - ^ . (3.12)
ft-i

Здесь и далее будем предполагать для простоты, что отсутствуег
кооперативность в переносе электронов. Кроме того, для упро-
щения обозначений будем опускать обозначения переносчиков
электронов. В этом случае граф состояний комплекса имеет сле-
дующий вид, полностью аналогичный (3.6):

(1) 00

(3.13)

11 (4)

При большем числе переносчиков граф состояний комплекса су-
щественно усложняется и для комплекса п переносчиков, каж-
дый из которых может находиться только в двух состояниях,
окисленном и восстановленном, содержит 2" различных состоя-
ний. Ниже в качестве примера представлены схемы взаимодей-
ствия и графы состояний для комплексов трех (3.14) и четырех
(3.15) переносчиков.

Исходя из схемы (3.13) можно записать следующую систе-
му дифференциальных уравнений относительно вероятностей

80



(344)i

состояний комплекса pt=P(S{, t ) :

dpildt=kip2—klpi,

dpjdt=k2ps— (kt + ks + k-2) p2,

-kzPs,
(3.16)

dpjdt=kiPt + k3pi+k^p2

dpjdt=k1p2—kipi, (Pi + p 2 + p 3 + P i = l ) .

Вероятности окислительно-восстановительных состояний пере-
носчиков записываются через вероятности состояний данного
комплекса согласно выражению (3.11) следующим образом:

р (с\, о = 1 - Р (с°и о = Р (sa, t) + P (S4, о,
P(Cl t) = 1 ~P(Cl t) = P(Sa, t)+P(Sit t). (3.17)

Стационарные значения вероятностей состояний комплекса
можно рассчитать либо из системы алгебраических уравнений,
получающейся из выражения (3.16) приравниванием производ-
ных нулю, либо непосредственно по графу состояний (3.13) (под-
робнее см. гл. 2).

Выше был рассмотрен простейший случай, когда константы
скорости обмена электронами переносчиков мультиферментного
комплекса со средой не зависит от времени. Тем самым факти-
чески предполагалось, что концентрации веществ, способных
служить донором или акцептором электронов для данного комп-
лекса, постоянны. Если же концентрации этих веществ зависят
от времени, то соответствующие псевдомономолекулярные кон-
станты скорости должны быть представлены в виде произведе-
ния бимолекулярных констант скорости на концентрацию доно-
ров или акцепторов. Для полного описания такой системы к си-
стеме уравнений (3.16) необходимо добавить уравнения для кон-
центраций акцепторов и доноров.
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Если в рассмотренном выше примере (схема 3.13) концентра-
ция некоторого вещества А, находящегося в растворе и принима-
ющего электроны от С2, изменяется во времени, то всюду вместо
ki необходимо писать ks'[A°]. Уравнение для А имеет вид

= k'3 [Л°] л [1 -P{St, t)-P (S4, t)], (3.18)
at

где [Л1]. [Л°]—концентрации восстановленной и окисленной
форм вещества А, п — число комплексов в единице объема.

3.3. Обоснование вероятностного описания

В случае одинаковых комплексов молекул переносчиков не-
сложно убедиться в том, что среднее число комплексов, находя-
щихся в данном состоянии в рассматриваемый момент времени
t, пропорционально вероятности найти отдельный комплекс в
этом состоянии.

Поскольку уравнения (3.10), записанные относительно веро-
ятностей состояний комплекса, линейны, то они по форме совпа-
дают с таковыми для математических ожиданий.

Согласно закону больших чисел при стремлении общего чис-
ла комплексов к бесконечности вероятность отклонения числа
комплексов, находящихся в данном состоянии, от их среднего
числа, находящегося в этом состоянии, стремится к нулю [см.,
например, Гнеденко, 1965, гл. 6]. Поскольку обычно число комп-
лексов, с которыми имеют дело на практике (макроскопический
образец), не меньше, чем 1015, то в рассматриваемом случае нет
существенной разницы между более общим вероятностным под-
ходом и детерминированным, в котором фигурируют средние
численности тех или иных состояний комплекса. Мы тем не ме-
нее будем пользоваться вероятностной записью уравнений, по-
скольку это [Шинкарев и др., 1980]: 1) позволяет сразу работать
с безразмерной формой уравнений; 2) удобно для интерпретации
явлений зависимости и независимости различных состояний пе-
реносчиков электронов; 3) позволяет применить понятия и мето-
ды, развитые в теории вероятностей и случайных процессов
(условные вероятности, формула полных вероятностей, марков-
ские случайные процессы и т. д.); 4) позволяет по-новому взгля-
нуть на вывод кинетических уравнений и выяснить те ограниче-
ния, при которых они справедливы; 5) позволяет при анализе
кинетики функционирования мультиферментного комплекса
пользоваться вероятностной интерпретацией получаемых соот-
ношений.

Заключение

Рассмотренные в предыдущей главе характерные черты функ-
ционирования мультиферментных комплексов, а также способа
их описания могут быть следующим образом конкретизированы
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для случая переноса электронов в комплексах молекул перенос-
чиков:

1. Скорость переноса электронов в комплексах определяется
состояниями комплекса как целого, а не состояниями отдельных
переносчиков электронов, составляющих комплекс.

2. Для переноса электронов в комплексах характерна коопе-
ративность в переносе электронов, т. е. зависимость скорости пе-
реноса электронов между переносчиками от состояния всех дру-
гих переносчиков, составляющих комплекс.

3. Для переноса электронов в комплексах характерен эффект
переключения пути реакции при изменении иерархии величин
констант скорости. Так, для схемы переноса электронов (3.13)
при ki^>k3 в основном реализуется путь переноса электронов в

полной цепи: 10^? 01 -*- 11. Если же kz~^>ku то реализуется глав-
J «» I

ным образом путь переноса электронов в пустой цепи:
к, к,

10 ;2 01 ->00.
f к-г

4. Независимость скорости переноса электронов от объемных
концентраций отдельных переносчиков электронов. При наблю-
дении за состояниями отдельных переносчиков обычно предпола-
гают, что этого достаточно, чтобы определить и скорость перено-
са электронов в комплексах. Однако скорость переноса электро-
нов определяется состояниями комплекса, а не состояниями от-
дельных переносчиков. Таким образом, одной из наиболее спе-
цифических черт переноса электронов в комплексах является то,
что скорость переноса электронов определяется состояниями
комплекса, а наблюдаемыми в эксперименте, как правило, явля-
ются лишь состояния отдельных переносчиков.

5. Эффект блокировки переноса электронов при восстановле-
нии переносчика, на который переносится электрон. Поскольку в
комплексах перенос электронов осуществляется по принципу
«один на один», то восстановление переносчика, на который дол-
жен быть перенесен электрон, естественно становится невозмож-
ным. Отметим, что в случае подвижных переносчиков подобный
эффект выражен не так ярко, поскольку при восстановлении од-
ной молекулы имеется возможность перенести электрон на остав-
шиеся окисленные молекулы.

6. Экспоненциально быстрый рост числа состояний комплек-
са, наблюдаемый при увеличении числа переносчиков, входящих
в комплекс. Этот аспект переноса электронов в комплексах не-
обходимо учитывать при проведении эксперимента с электрон-
транспортными комплексами. Так, для комплекса из 5 перенос-
чиков, каждый из которых находится в двух состояниях — окис-
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ленном и восстановленном, комплекс может находиться в 2 5 =
= 32 состояниях.

7. В силу марковского характера переноса электронов в
комплексах (это обычный постулат, используемый в фермента-
тивном катализе) перенос электронов может быть описан систе-
мой линейных дифференциальных уравнений относительно веро-
ятностей состояний комплекса.

Рассмотренные особенности переноса электронов в комплек-
сах приводят к тому, что кинетика переноса электронов в них мо-
жет существенно отличаться от таковой, описываемой законом
действующих масс.

Глава 4

СРАВНЕНИЕ КИНЕТИЧЕСКИХ МОДЕЛЕЙ
ЭЛЕКТРОННОГО ТРАНСПОРТА

Задачей данной главы является анализ и сравнение сущест-
вующих в настоящее время кинетических моделей электронного
транспорта в биологических системах. Сравнение моделей
электронного транспорта проведено на основе сформулированно-
го ранее [Шинкарев, Венедиктов, 1977] вероятностного описа-
ния переноса электронов в комплексах молекул переносчиков.
В главе установлены условия, при которых при описании элек-
тронного транспорта в комплексах можно пользоваться уравне-
ниями относительно концентраций состояний отдельных перенос-
чиков, составляющих комплекс. Обсуждается связь между
законом действующих масс, применимым к подвижным перенос-
чикам, и моделью, описывающей перенос электронов в структур-
ных комплексах. Рассматриваются условия, при которых закон
действующих масс можно применять для описания окислитель-
но-восстановительных реакций в комплексах молекул-перенос-
чиков. Выявлены различия в кинетике транспорта электронов
между подвижными переносчиками электронов и между перенос-
чиками, организованными в комплексы. Обсуждаются различ-
ные виды симметрии в переносе электронов.

4.1. Система зацепляющихся уравнений

Как правило, большинство экспериментальных методов, ис-
пользуемых для исследования транспорта электронов в биологи-
ческих системах (абсорбционная спектроскопия, ЭПР и др.),
позволяют наблюдать только редокс-состояния отдельных пере-
носчиков электронов. Между тем скорость переноса электронов
в комплексах определяется состояниями комплекса как целого
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а не состояниями отдельных переносчиков, входящих в комплекс.
Следовательно, представляется необходимым выяснить те усло-
вия, при которых скорость переноса электронов в комплексе
определяется только редокс-состояниями отдельных переносчи-
ков.

Как уже указывалось в гл. 2, состояния отдельных перенос-
чиков можно найти как объединение соответствующих состояний
комплекса молекул переносчиков. Например, для восстановлен-
ной формы Сгго переносчика можно записать:

C}=US/, (4.1)

где суммирование производится по всем тем состояниям комп-
лекса Si, в которых данный переносчик электронов находится в
восстановленной форме. Поскольку 5, — все возможные несов-
местные состояния комплекса, то (см. гл. 2)

Р (С)) = 2 Р (S/); Р {С)) = 1 - Р (С)). (4.2)
i

Здесь Р(С/) есть вероятность того, что /-й переносчик электро-
нов находится в восстановленной форме.

Ниже показано, что если при описании электронтранспорт-
ных процессов в комплексе, состоящем из т переносчиков, в
качестве переменных используются не вероятности состояний
комплекса в целом, а вероятности меньшего числа переносчиков
(&), то полученные уравнения не замкнуты в том смысле, что в
них входят вероятности состояний (й+1) переносчиков. В част-
ности, не может быть написана и замкнутая система дифферен-
циальных уравнений относительно вероятностей состояний от-
дельных переносчиков, если только нельзя выразить вероятности
состояний пар переносчиков через вероятности состояний от-
дельных переносчиков электронов.

Рассмотрим перенос электронов в комплексе т одноэлектрон-
ных переносчиков С ь . . . , Сп. Будем предполагать, что отсутст-
вует кооперативность в переносе электронов. Кинетика переноса
электронов в таком комплексе может быть описана следующей
системой линейных дифференциальных уравнений относительно
вероятностей p,=P(Si) состояний комплекса молекул перенос-
чиков (см. гл. 3):

dpildt = 2 (в/<Р, - аир), /,/ = 1,2 2т, (4.3)

где ац — константы скорости перехода комплекса из /-го состоя-
ния в /-е.

Учитывая систему дифференциальных уравнений (4.3) отно-
сительно вероятностей состояний комплекса, а также формулу
(4.2) для вероятности редокс-состояния отдельного переносчика,
входящего в комплекс, имеем следующую систему дифференци-
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альных уравнений относительно вероятностей редокс-состоянии
отдельных переносчиков:

dp (c))/dt = 2 ktjP (с)с)) - 2 № (c)ci) +

S ? - 2 ' « / , P ( C } ) , (4.4)

в которой i, j , s, q, r— 1, 2, .. . , m;P (C^Cjj —вероятность того,
что С гй переносчик восстановлен, а С,-й переносчик окислен; ku

(1ги) — константы скорости переноса электронов между перенос-
чиками Ci(Cj) и Cj(Cs); mqj(mjr)—псевдомономолекулярные
константы скорости обмена электронами комплекса со средой.
В системе уравнений (4.4) фигурируют вероятности редокс-со-
стояний пар переносчиков Р (С*С°) и т. п. вследствие того, что
прямой перенос электрона в комплексе от С(-го переносчика на
Cj-й возможен лишь в том случае, когда переносчик С{ восста-
новлен, а С} окислен, т. е. когда комплекс переносчиков нахо-
дится в состоянии (CjC°). Перенос электрона от СГ К С,- невоз-
можен, если комплекс находится, например, в состоянии (CJC1/).
Во избежание недоразумений отметим, что константы скорости
ап переходов между состояниями комплекса в системе (4.3)
обязательно совпадают с какой-либо из констант скорости пере-
носа электронов, фигурирующих в системе уравнений (4.4).

Система уравнений (4.4) не замкнута относительно вероят-
ностей редокс-состоянии отдельных переносчиков Р (С)), Р(С)),
поскольку в нее входят вероятности редокс-состоянии пар пере-
носчиков Р (СJC;) Аналогичным образом в уравнения для

вероятностей редокс-состоянии пар переносчиков Р (CjC°),...
будут также входить вероятности редокс-состоянйй троек пере-
носчиков Р (C'CyCfc), . . . и т. д. Ясно, что только уравнения для
вероятностей редокс-состоянии сразу всех т переносчиков, вхо-
дящих в комплекс, будут замкнуты относительно величин
Р(С*Сг ... Ст°), . . . , т. е. относительно вероятностей состояний
комплекса как целого. Аналогичная цепочка уравнений имеет
место в физической кинетике [Либов, 1974].

Очевидно, что, например,Р (CjCj) = P (CjCjc!) +
и вообще

Р ( С ? ; ^ ? ; 1 . . . С?-1) = Р (С^СЧ;1 ... C%

+ Р(С°{;
1... С%С\п). (4.5)

Иначе говоря, вероятности редок-состояний меньшего числа (k)
переносчиков Р (С'̂ С?,'1 . . . С\£) выражаются через вероят-
ности редокс-состоянии большего числа (k+l) переносчиков

^ В этих формулах С?;1 означает, что t.-й
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переносчик может находиться либо в окисленной, либо в восста-
новленной форме.

В силу соотношения (4.5) вероятности редокс-состояний
большего числа переносчиков электронов несут в себе всю ин-
формацию, содержащуюся в вероятностях редокс-состояний
меньшего числа переносчиков. При этом, в результате рассмот-
рения вероятностей редокс-состояний сразу всех т переносчиков,
входящих в комплекс, достигается наиболее полное описание
переноса электронов в комплексах. При рассмотрении вероят-
ностей редокс-состояний меньшего числа переносчиков инфор-
мация сужается и описание огрубляется. Самое грубое описание
переноса электронов в комплексах будет в том случае, когда при
составлении уравнений оперируют лишь состояниями отдельных
переносчиков.

Если число переносчиков электронов, входящих в комплекс,
велико, то для описания функционирования такого комплекса с
помощью небольшого числа переменных можно оборвать эту
цепочку уравнений, т. е. выразить вероятности редокс-состояний
k переносчиков через вероятности редокс-состояний меньшего
числа переносчиков. Практически важно найти те физические
условия, когда система дифференциальных уравнений (4.3) от-
носительно вероятностей состояний всего комплекса в целом
может быть сведена к системе дифференциальных уравнений,
замкнутых относительно вероятностей редокс-состояний отдель-
ных переносчиков. Такая необходимость вытекает из того, что в
эксперименте регистрируются, как уже указывалось, главным
образом состояния отдельных переносчиков, а не состояния
комплекса, которые только и определяют скорость переноса
электронов в комплексе.

4.2. Описание транспорта электронов
через состояния отдельных переносчиков

В сущности, в отсутствие кооперативности в переносе элек-
тронов приближение вероятности состояний пары переносчиков
Р (CjC°) через вероятности состояний отдельных переносчиков
Р (С\), Р(р)),гФ} дает возможность замкнуть рассмотренную
выше цепочку уравнений и записать уравнения относительно
вероятностей состояний отдельных переносчиков, составляющих
комплекс [Шинкарев, 1978; Венедиктов и др., 19806]. Любое
такое приближение

P(CJCJ)S/(P(CJ), P(C})) = f(xlt х2) (4.6)

для всей области изменений х1г х2 должно удовлетворять следую-
щим условиям: 1) 0</(х„ х * Х 1 при 0 < * „ х2^1; 2) f(0, х2) =
~f{Xi, 0)=0; 3) f(xit хг) —монотонно возрастающая функция
*i (*i=const) их, (*!=const); f(l, 1) = 1.
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Пояснения требуют только условия 2 и 3. Условие 2 означа-
ет, что скорость переноса электронов в комплексе от Ct к Сг

должна быть равна 0, когда Ci окислен или когда С2 восстанов-
лен. Условие 3 означает, что скорость переноса электрона между
С, и С2 возрастает, когда увеличиваются степень восстановлен-
ности С4 и степень окисленности Сг. Легко видеть, что для всей
области изменения переменных xt и х2 линейная функция
f(xiy x2)=axi + bx2 не удовлетворяет всем этим условиям, а из
многочленов второго порядка / (хи х2) —а-ухХ + biXxx2 + wl им
удовлетворяет только функция /(*,, хг) =xtXt (4.7).

Приближение (4.7) означает независимость редокс-состояний
переносчиков С, и С, и эквивалентно применению закона
действующих масс к описанию переноса электронов в комплек-
сах. В этом смысле закон действующих масс является достаточ-
но естественным приближением для описания переноса электро-
нов в комплексах для всей области изменения переменных лс, и
х2. Отметим, что если рассматривать не многочлены, а более
широкий класс функций, то существуют приближения, например

xz) — — - ^ — i которые, быть может, являются более ее»
2

тественными, чем функция (4.7).
Таким образом, если редокс-состояния переносчикоз электро-

нов, входящих в комплекс, являются независимыми, т. е.

(4.8)

то система уравнений (4.4) может быть сведена к следующей
билинейной системе т дифференциальных уравнений, замкну-
тых относительно вероятностей редокс-состояний отдельных
переносчиков:

dp (tydt = 2 кцР (Ci) р (с?) - 2 k,j> (С)) Р (ci) +

+ 2/П*Р(С/)-2'п/гР(С}). (4-9)

Используемые здесь обозначения констант скорости полностью
совпадают с таковыми в системе уравнений (4.4).

Система уравнений (4.9) формально применима и для слу-
чая, когда переносчики электронов Си ..., Ст подвижны и взаи-
модействуют друг с другом согласно закону действующих масс.
Следовательно, одна и та же система уравнений (4.9) соответ-
ствует двум рассмотренным ранее (см. главу 3) различным по
своему физическому смыслу механизмам взаимодействия пере-
носчиков электронов — в комплексе и в растворе. При совпаде-
нии начальных условий уравнения, основанные на законе дейст-
вующих масс, дают в точности такое же решение для вероятно-
стей редокс-состояний отдельных переносчиков, как и система
линейных уравнений (4.3). Следовательно, различить эти два
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способа взаимодействия переносчиков электронов при кинетиче-
ском рассмотрении можно только в том случае, когда редокс-
состояния переносчиков, входящих в комплекс, зависимы. В свя-
зи с этим необходимо выяснить условия, при которых редокс-
состояния переносчиков электронов, входящих в комплекс, зави-
симы или независимы. Эти вопросы будут рассмотрены в следую-
щем параграфе.

Существенным недостатком приближения, основанного на
законе действующих масс, является нелинейность кинетических
уравнений. Можно попытаться, отказавшись от справедливости
условий 1—3 для всей области изменения переменных я, и хг,
получить линейные приближения и выяснить условия их приме-
нимости. Одним из простейших линейных приближений, позво-
ляющих описывать перенос электронов в комплексах системой
дифференциальных уравнений, замкнутых относительно вероят-
ностей состояний отдельных переносчиков, является следующее

f(Xl, x2)=Xl{f(xu * , ) = * , ) . (4.10)

В приближении (4.10) вероятность редокс-состояний комплекса
отождествляется с вероятностью редокс-состояний отдельных
переносчиков электронов, составляющих комплекс. Это прибли-
жение справедливо тогда, когда в комплексе переносится лишь
один электрон (одна «дырка»). Наиболее важным является слу-
чай «закрытого» комплекса, когда обменом электронами комп-
лекса со средой на рассматриваемых отрезках времени переноса
электрона внутри комплекса можно пренебречь, а начальные
условия таковы, что только определенное число переносчиков
находится в восстановленном состоянии. Весьма существен так-
же случай, характерный для фотосинтеза — процесс темновой
релаксации реакционного центра после возбуждения его корот-
кой насыщающей вспышкой света [Венедиктов и др., 19806;
Шинкарев, Рубин, 1981].

Рассмотрим «закрытый» комплекс, состоящий из т молекул
переносчиков С,, . . . , Ст. Предположим, что на рассматривае-
мых временах в этом комплексе может находиться только один
электрон. В результате реализуются только следующие состоя-
ния комплекса молекул-переносчиков:

(ddcl... О , (dcicl... с%),..., (cici... cl-гС1*).
(1) (2) С")

Каждое из этих состояний можно отождествить соответствен-
но с восстановленными формами отдельных переносчиков, т. е.
С ClCl Сг

т, и тогда

(С^СаСз . . . С т ) *-»• С,, . , . , (CiCaO, . . . С т _ ! С т ) <-> Ьт.

ЭТО же ОТНОСИТСЯ К случаю, когда в электронтранспортной
цепи находится только (т—1) электронов (одна «дырка»). Тог-
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да все сводится к следующим т состояниям комплекса:
{С\С\С\ ... Сп), . . . . (С\С\. .. CJLiCm), которые можно сопо-
ставить соответственно с С", Cl,.., С°т. Следовательно,
вместо системы уравнений (4.3), описывающей переходы меж-
ду различыми состояниями комплекса, можно записать следую-
щую систему линейных уравнений, замкнутых относительно
вероятностей редокссостояний отдельных переносчиков элект-
ронов

dp(t)ldt=Ktp(t), р(О) = Ь,. (4.11)

Здесь вектор — столбец p(t) — (pi(t), . . . , pm(t)); p<(t) — веро-
ятность того, что комплекс переносчиков находится в t-м со-
стоянии или (что в данном случае одно и то же) вероятность
того, что переносчик электронов С4 восстановлен (окислен). Мат-
рица /С, и начальные условия удовлетворяют предположению о
наличии только одного электрона (одной «дырки») в комплексе.

Таким образом, когда в «закрытом» комплексе, состоящем
из т переносчиков, находится только один электрон или одна
«дырка» (т—1 электронов), общее число состояний комплекса,
а следовательно и число уравнений, сразу уменьшается от 2т до
т. Перенос электронов в этом случае описывается уравнениями
для мономолекулярных реакций [Пытьева и др., 1976; Рубин
и др., 1977; Венедиктов и др., 19806]. Вообще какие-либо огра-
ничения числа электронов, находящихся в комплексе (например,
путем изменения концентраций экзогенных доноров и акцепто-
ров электронов, сдвига рН и т. п.), приводят к резкому уменьше-
нию числа уравнений в системе (4.3).

В ряде случаев, однако, более удобным, чем описанное ли-
нейное приближение, является приближение

f(xu x 2)=min(x,, x2). (4.12)

Для него не выполнена первая часть условий 3, которая требует,
чтобы монотонность соблюдалась по всей области изменения xt

и х2.
Согласно приближению (4.12) скорость переноса электро-

нов между переносчиками d и С2 определяется состоянием
того переносчика, который лимитирует транспорт электрона. Это
приближение позволяет рассматривать только линейные уравне-
ния относительно вероятностей состояний отдельных переносчи-
ков, каждое из которых справедливо в ограниченной области
фазового пространства. Очевидна связь предложенного прибли-
жения с методом лимитирующих факторов, предложенным По-
летаевым [Гильдерман и др., 1970]. Для схемы переноса элек-
тронов между двумя одноэлектронными переносчиками С\ и C2-V
-*• C t -> c 2 —>• можно записать следующие две системы линейных
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дифференциальных уравнений для соответствующих областей
фазового пространства:

| - КР (CD {p p

\ dP {C\)/dt = k2P (C\) - k3P (С\)

(4.13)

jdPidydt = M I -P(c\))-*,d -P(d)) ( P ( C l ) > p f t

1 dP (Cl)/dt = k2 (1 - P (Cl)) - k3P (Cl).

4.3. Независимость редокс-состояний переносчиков —
условие применимости закона действующих масс

Независимость редокс-состояний переносчиков
электронов, входящих в комплекс,

при равновесии с резервуаром и отсутствии
кооперативности в переносе электронов

{Шинкарев, 1978; Hill, Chance, 1978; Венедиктов и др., 19806].

Нетрудно видеть (подробнее см. главу 5), что если в перено-
се электронов нет кооперативности, то редокс-состояния отдель-
ных переносчиков, входящих в комплекс, независимы при редокс-
равновесии со средой (резервуаром), т. е.

Р(С)С})=Р(С))Р(С0!), 1ф}. (4.14)

Действительно, условие, по которому кооперативность в пере-
носе электронов отсутствует, позволяет выделить отдельные
переносчики и считать, что степень их окисленности и восстанов-
ленное™, устанавливающаяся при редокс-равновесии со средой,
такая, как если бы каждый из переносчиков электронов в от-
дельности находился в равновесии со средой. Но в последнем
случае их редокс-состояния независимы и определяются в соот-
ветствии с уравнением Нернста.

Таким образом, описанные выше два механизма, отличаю-
щиеся по типу взаимодействия молекул-переносчиков (перенос
электронов в комплексе и в растворе), могут формально совпа-
дать при достижении равновесия переносчиков электронов со
средой. Система уравнений (4.3) линейна, и для небольшого
числа переносчиков электронов ее можно эффективно сосчитать
и применить вместо нелинейной системы уравнений (4.9) для
описания функционирования подвижных переносчиков, находя-
щихся в растворе, если только их редокс-состояния близки к
равновесным. Вместе с тем нелинейная система уравнений (4.9)
удобна для применения методов возмущений, в то время как
система уравнений (4.3) в силу линейности, вообще говоря, не-
пригодна для этих целей.
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Зависимость редокс-состояний переносчиков,
входящих в комплекс, в неравновесных условиях

Покажем, что в неравновесных условиях при наличии потока
электронов через комплекс (в отсутствие кооперативности) не
может реализоваться независимость редокс-состояний отдельных
переносчиков и, следовательно, в этом случае для описания
транспорта электронов в комплексе нельзя пользоваться нели-
нейными уравнениями типа (4.9).

Рассмотрим для простоты обозначений следующую схему не-
равновесного транспорта электронов в комплексе двух перенос-
чиков (ЬО)

•^СЛС-А (4.15)

В схеме (4.15) предполагается необратимость всех стадий пере-
носа электронов.

Доказательство проведем от противного. Предположим, что
в схеме (4.15) реализуется независимость редокс-состоянии от-
дельных переносчиков, т. е. справедливо равенство (4.14), и в
частности

(4.16)

Тогда с одной стороны для вероятностей редокс-состояний от-
дельных переносчиков электронов была бы справедлива система
нелинейных дифференциальных уравнений типа (4.9):

dP (C\)/dt = kxP (С\) - kjt>(C\)P (C{) = kj>(CJ)- hP (C[Cl),

(4.17)

dP (C\)ldt = kJP (C\) P (Cl) - k3P (Cl) = k2P (CjCj) - k3P (Cl),

а с другой стороны, для вероятностей состояний комплекса всег-
да справедлива система уравнений типа (4.3):

dP (C\C\)ldt = kaP (C\C\) - kyP (С[С1),

(4.18)

dP (ClCl)/dt = kJP (ClC\) - ksP (QCl).

Дифференцируя по времени тождество (4.16)

dP (ClCl)/dt = P (C\) (dP (C\)/dt) + P (C\) (dP (C\)ldt)
и выражая производные по времени вероятностей отдельных пе-
реносчиков из системы уравнений (4.17), получим следующее
уравнение для изменения во времени вероятности P(C\Cl):

dP (ClC\)/dt = kxP (ClCl) - ksP (C\Cl) +

+ k.2P (C[Cl) (P (Cl) - P (C\)). (4.19)

Сравнивая полученное соотношение с последним уравнением
системы (4.18), можно видеть, что равенство между ними воз-
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можно только в том случае, когда либо P(CjCa)=O, лябоР(С\)—
= Р (Cl). Ни одно из этих равенств не реализуется в общем слу-
чае. Иначе говоря, условие независимости редокс-состояний от-
дельных переносчиков не согласовано с системой линейных диф-
ференциальных уравнений (4.18). Выявленное противоречие сви-
детельствует о зависимости редокс-состояний отдельных
переносчиков электронов в неравновесных условиях. Если при
редокс-равновесии состояния переносчиков электронов были
обусловлены их взаимодействием с резервуаром, то в неравно-
весных условиях редокс-состояния переносчиков электронов оп-
ределяются их взаимодействием не только с резервуаром, но и
друг с другом (рис. 24).

Рис. 24. Редокс-превращения пере-
носчиков Ci и С2 в неравновесных
условиях при взаимодействии их
друг с другом согласно схеме (4.15)

1 — переносчики организованы в комплекс;
2 — переносчики взаимодействуют друг с
другом согласно закону действующих
масс

0./<0.
*,= !. *а=5. *,

Подводя итог сказанному, еще раз отметим, что при отсутст-
вии кооперативности в переносе электронов независимость ре-
докс-состояний переносчиков наблюдается при равновесии комп-
лекса со средой (резервуаром). Редокс-состояния переносчиков
электронов могут быть зависимы как в отсутствие равновесия,
так и при наличии кооперативности в переносе электронов. Та-
ким образом, закон действующих масс относительно окисленных
и восстановленных форм отдельных переносчиков неприменим
как при наличии кооперативности в переносе электронов, так и
в неравновесных условиях. В этих случаях необходимо исполь-
зовать описание, оперирующее с состояниями комплекса как
целого.

4.4. Симметрия в переносе электронов

Рассмотрим произвольную схему переноса электронов между
т переносчиками d , . . . , Ст.

(4.20)
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Для определенности все переносчики электронов будем считать
одноэлектронными. Эта схема показывает, какой переносчик
электронов с каким взаимодействует, но не отражает способа
их взаимодействия (в комплексе или путем случайных столкно-
вений). Для записи дифференциальных уравнений, описываю-
щих транспорт электронов по этой схеме, нужно знать способ
взаимодействия переносчиков. Однако существуют некоторые
общие свойства, которые не зависят от типа взаимодействия, а
обусловлены только топографией взаимодействия. Таким общим
свойством является симметрия, характерная для большинства
редокс-реакций в цепях электронного транспорта. Все виды сим-
метрии, рассматриваемые ниже, связаны с симметрией либо
исходной схемы переноса электронов, либо схемы, полученной
с помощью замены окисленной формы переносчиков восстанов-
ленной, и наоборот.

Наличие симметрии позволяет определить кинетические свой-
ства переносчиков, непосредственно не наблюдаемых в экспери-
менте, исходя из свойств симметричных им переносчиков, иссле-
дуемых экспериментально. Симметрия может быть использована
также для уменьшения числа необходимых вычислений и для
проведения эффективной оценки вероятностей состояний комп-
лекса.

Симметрия исходной схемы переноса электронов

В ряде случаев легко указать преобразования, оставляющие
инвариантным вид схемы реакции (графа). Так, для цикличе-
ского транспорта электронов, который происходит по схеме

С^С,-* » Ст , (4.21)

имеется, по крайней мере т различных преобразований (поворо-
тов), оставляющих инвариантным вид схемы, а следовательно, и
структуру соответствующей системы дифференциальных урав-
нений. Вследствие этого решение системы уравнений для восста-
новленной формы t-ro переносчика может быть получено из
решения для восстановленной формы /-го переносчика простой
перестановкой констант скорости. Более сложным является при-
мер симметрии в схеме взаимодействия двух переносчиков
Ci и С2:

К k, k,

7^С1^С2 z>. (4.22)
Ш\ ТП% Ш |

Ясно, что эта схема может быть записана в следующем эквива
лентном виде

ftti m* ttt\

ZtC^Ct ^ , (4.23)
k( k, kt

который получается из исходной схемы поворотом в плоскости
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чертежа на 180°. Сравнивая полученную схему с исходной схе-
мой (4.22), можно видеть, что имеется соответствие С,1-*-»-^1

между восстановленными формами переносчиков, если сделать
следующую перестановку констант скорости: ki+-*-ms, кг-*-*-тг,
&3-*->-'я1. Иными словами, чтобы получить выражение для восста-
новленной формы С2, необходимо в формуле для восстановлен-
ной формы Ci заменить &4 на т3, k2 на т2, a k3 на ти и наобо-
рот.

Таким образом, достаточно получить решение для восстанов-
ленной формы одного из переносчиков, поскольку решение для
другого переносчика можно получить простой заменой кон-
стант скорости. Если переносчики электронов организованы в
комплекс, то указанное соответствие может быть прослежено и
на графе состояний, соответствующем данной схеме.

Кинетическая двойственность между окисленной
и восстановленной формами переносчиков электронов

Для широкого класса схем переноса электронов существует
симметрия, отличающаяся от рассмотренной выше [Шинкарев,
1978; Венедиктов и др., 19806]. Она связана с тем, что перенос
электрона в одном направлении эквивалентен переносу «дырки»
в обратном направлении.

Обычно в схемах переноса электронов стрелками показыва-
ют направление движения электрона от одного переносчика к
другому. При рассмотрении переноса «дырки», а не электрона,
в исходной схеме необходимо направление всех стрелок поме-
нять на противоположное. Если в результате такого преобразо-
вания получается схема, эквивалентная исходной, то, следова-
тельно, сохраняется и структура соответствующей системы диф-
ференциальных уравнений.

Поясним изложенное на примере следующей схемы, в кото-
рой предполагается отсутствие кооперативности в переносе элек-
трона:

5-С^С^С, Д. (4.24)
t k I

Изменив направление стрелок на обратное, мы тем самым запи-
сываем схему для переноса «дырки» а не электрона:

^C^C.-fc-c.-fc (4.25)
| t

Очевидно, что полученная схема эквивалентна исходной схеме
(4.24), поскольку ее можно представить в следующем виде:

^Сз^сДс,^ . (4.26)
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Отсюда вытекает, что структура решения для восстановлен-
ных форм переносчиков d, Сг, С, в схеме (4.24) совпадает со
структурой решения для окисленных форм переносчиков С„ С2,
С, в схеме (4-26) соответственно. Следовательно, решения для
последних можно получить, если в соответствующих решениях
для восстановленной формы переносчиков Си С2, С3 сделать
следующую замену констант скорости: ki-*-*-klt &3-<-»-&2. Сказан-
ное относится как к случаю подвижных переносчиков, взаимо-
действующих друг с другом, согласно закону действующих
масс, так и к случаю, когда переносчики электронов организова-
ны в комплексы. При этом кинетическая двойственность спра-
ведлива только тогда, когда все переносчики электронов одно-
временно являются одноэлектронными, двухэлектронными и т. д.

Поскольку применение симметрии основано на замене кон-
стант скорости переноса электронов, постольку она имеет цен-
ность лишь для схем переноса электронов с небольшим числом
констант скорости (констант равновесия). В частности, особен-
но большое применение симметрия находит в схеме двух много-
электронных переносчиков. Именно к такой схеме сводится кине-
тика переноса электронов у фотосинтезирующих бактерий
[Шинкарев, 1978; Венедиктов и др., 1979а, б; Шинкарев и др.,
1980].

Рассмотрим в качестве примера один переносчик, взаимодей-
ствующий со средой по схеме

йС (4.27)
т,

Согласно сказанному выше вероятность окисленной формы это-
го переносчика может быть получена из вероятности восстанов-
ленной формы, если в выражении для последней заменить kl на
т,, а т £ на kt. ЭТОТ ВЫВОД особенно очевиден, если вместо схемы
(4.27) рассмотреть схему переходов между состояниями перенос-
чика С:

С0 £ С1. (4.28)

Если концентрация окисленной и восстановленной формы ве-
щества, определяющего редокс-потенциал среды, не меняется су-
щественно на рассматриваемых временах, то изменение во вре-
мени заселенности состояний С и С1 может быть записано
следующем виде:

Р (С», 0 = "* + (р (С«, 0) 2*—-) ert^W, (4.29)

Р (С1, t) = —Ь— + (Р (С1, 0) - ** ) е-и*»-)'. (4.30)

Написанные выражения очень ярко характеризуют кинетиче-
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скую двойственность в переносе электронов и показывают, что
свойство симметрии затрагивает как начальные условия, так и
переходный процесс, т. е. симметрия простирается и на область
кинетики. Однако для стационарного режима (t-*-oo) в ряде
случаев можно ограничиться рассмотрением только констант
равновесия. Поясним в этой связи смысл кинетической двойст-
венности для переносчика С в равновесии с средой. Как известно
[см., например, Феттер, 1967], концентрация окисленной и вос-
становленной формы переносчика С в равновесии со средой
определяется уравнением Нернста, которое для нашего случая
можно записать в виде

t (4.31)

k1), (4.32)

x=F(EB—Ec)f(RT)=ln(kJml),
где Ес, Еа соответственно среднеточечный редокс-потенциал
переносчика и редокс-потенциал среды, определяемый вещест-
вом (резервуаром), взаимодействующим с С; R — газовая по-
стоянная, Т—абсолютная температура, F — число Фарадея.

Если ввести обозначение g(х)

ния (4.31, 4.32) означают, что

g(-x)=-g(x),

— 0 , 5 , то соотноше-

(4.33)

т. е. g(x)—нечетная функция. Таким образом, кинетическая
двойственность в рассматриваемом случае (замена Ен—Ес на
Ес—Ен) -есть не что иное, как свойство симметричности кривой
титрования [функции распределения (4.32)], наблюдаемое при
соответствующем изменении системы координат (Ен—Ес на
Ес-Еа).

В качестве другого примера кинетической двойственности
рассмотрим вариант, когда переносчики электронов, взаимодей-
ствующие друг с другом согласно схеме (4.24), находятся в
комплексе. В этом случае
соответствие между схема- 000———*-100
ми (4.24) и (4.26) переходит •
в соответствие графов (см. щ "у^/ |*5
схему (4.34)). Здесь для I
краткости нулем и единицей °°
обозначены окисленное и
восстановленное состояния
соответствующих перенос-
чиков. Из сравнения графов
на схеме (4.34) легко уста- *з|
новить следующее соответ-
ствие между состояниями
комплекса: 000-*-»-1 11, 001-*-*-
+-•011, 010*-*-101, 110«-Ч00.

011

(434)
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Как и в общем случае, для того чтобы из одного состояния
комплекса получить симметричное ему состояние, необходимо
пользоваться соответствием

CJ *->• Cl, Cl *-> Cit Cx *-* C3.

В связи с таким соответствием при подсчете вероятностей со-
стояний комплекса как в переходном процессе, так и в стацио-
нарных условиях можно ограничиться рассмотрением только
одной половины симметричных состояний, получая решения для
второй половины путем указанной ранее перестановки констант
скорости.

На примере этой же схемы (4.34) видно, как сокращается
число схем, когда одна из констант скорости обращается в нуль.
Так, непосредственно из схемы (4.34) видно, что в случае ki =
= 0 и в случае & 5=0 получаются полностью эквивалентные друг
другу схемы переноса электронов. Аналогично этому совпадают
друг с другом схемы, для которых кг и k3 (по отдельности) рав-
ны нулю. Сказанное позволяет существенно уменьшить число
различных схем переноса электронов, которые необходимо ана-
лизировать аналитически.

В заключение отметим следующее важное обстоятельство.
Поскольку структура решения исходной системы уравнений,
например для С,0, совпадает с таковой для С3\ то, наблюдая за
кинетическим поведением переносчика С,, мы тем самым имеем
возможность определить кинетическое поведение переносчика С3,
быть может, не наблюдаемого экспериментально. Кроме того,
при моделировании электронтранспортных реакций можно огра-
ничиться рассмотрением только части различных соотношений
между константами скорости.

Заключение

Анализ, проведенный в данной главе, показывает, что в том
случае, когда переносчики электронов находятся в редокс-равно-
весии со средой и отсутствует кооперативность в переносе элек-
тронов, предложенное вероятностное описание транспорта элек-
тронов в комплексе переносчиков может быть редуцировано к
обычно применяемому закону действующих масс относительно
окисленных и восстановленных форм отдельных переносчиков.
Однако, если редокс-равновесие со средой нарушено, за счет
чего появляется поток электронов через комплекс или имеет мес-
то кооперативность в переносе электронов, вероятностное описа-
ние может существенно отличаться от закона действующих масс.
Иными словами, решения уравнений для двух физически различ-
ных механизмов взаимодействия по принципу «один на один» и
«все на все» отличаются в неравновесных условиях и не отлича-
ются в условиях редокс-равновесия со средой и отсутствия ко-
оперативное™ в переносе электронов.

Поскольку перенос электронов в биологических системах но-
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сит, как правило, неравновесный характер и, кроме того, в ряде
случаев большую роль играют кооперативные эффекты, обуслов-
ленные взаимным влиянием переносчиков электронов друг на
друга, то традиционно используемый кинетический закон дейст-
вующих масс относительно объемных концентраций окисленных
и восстановленных форм отдельных переносчиков становится
неприменимым для анализа переноса электронов в комплексах.
В этом случае необходимо использовать описание, оперирующее
состояниями комплекса молекул-переносчиков как целого.

Глава 5

ТЕРМОДИНАМИКА РЕДОКС-РЕАКДИИ
В БИОЛОГИЧЕСКИХ СИСТЕМАХ

Выше мы рассмотрели влияние объединения переносчиков
электронов в комплексы на кинетику транспорта электронов.
Такое объединение может приводить и к тому, что изменение
состояния любого из переносчиков может изменить характер
переноса электронов в комплексе (эффект кооперативности).
Взаимодействие переносчиков электронов в ряде случаев обус-
ловливает отличие термодинамических характеристик электрон-
ного транспорта в комплексах от таковых для переноса электро-
нов между подвижными переносчиками.

Ниже рассмотрены некоторые вопросы, касающиеся опреде-
ления термодинамических характеристик переносчиков электро-
нов, организованных в комплекс.

5.1. Сравнение равновесных характеристик
переноса электронов

Как уже указывалось ранее, в биологических системах су-
ществуют, по крайней мере, два способа взаимодействия пере-
носчиков электронов друг с другом. Если переносчики электро-
нов достаточно подвижны, чтобы взаимодействовать друг с дру-
гом посредством соударений, кинетика переноса электронов
может быть описана на основе закона действующих масс, соглас-
но которому скорость реакции пропорциональна произведению
концентраций реагирующих веществ. Существенно, что в этом
случае перенос электронов представляет собой бимолекулярную
реакцию и определяется объемными концентрациями отдельных
переносчиков электронов. Соответственно этому и термодинами-
ческие параметры электронтранспортных процессов также опре-
деляются объемными концентрациями переносчиков.

Если же переносчики электронов находятся в комплексах,
внутри которых задана строгая последовательность их взаимо-
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действия друг с другом, то они могут взаимодействовать лишь
в том случае, когда они находятся в одном и том же комплексе.
При этом перенос электронов между ними является уже моно-
молекулярным процессом.

Суммарная скорость переноса электронов между переносчи-
ками Ci и С2 пропорциональна концентрации комплексов, нахо-
дящихся в состоянии С\С\, в котором С, восстановлен, а Сг

окислен:
(5.1)

Интересен вопрос о соотношении равновесных термодинами-
ческих характеристик переносчиков электронов, организованных
в комплексы и переносчиков электронов, взаимодействующих
друг с другом согласно закону действующих масс. В этом пара-
графе, если не оговорено противное, будем предполагать, что
кооперативность в переносе электронов отсутствует.

Рассмотрим п одноэлектронных переносчиков электронов
Си Сг, ..., С„, находящихся в редокс-равновесии со средой (D).
Поскольку несущественно, каким путем устанавливается редокс-
равновесие комплекса со средой, то для простоты вычислений
будем считать, что непосредственно со средой взаимодействует
лишь первый переносчик:

kt kt k, *n

О г* С, г± С 2 т± ... ^Сп. (5.2)
titi ttl% Шз tttfi

Здесь ku nil — псевдомономолекулярные константы скорости,
пропорциональные концентрации • восстановленной (&( =
= £ / [ / ) ' ] ) и окисленной (mi=ml'[Dl>]) формы вещества D, оп-
ределяющего редокс-потенциал среды; ku m,- ( i = 2 , 3, .. ., n) —
константы скорости соответствующих стадий переноса электро-
нов.

Рассмотрим редокс-равновесие переносчиков электронов
С4, С2, . . . , Сп со средой и сравним зависимость их степени вос-
становленное™ от величины констант скорости kt, пг{ для раз-
личных типов взаимодействия переносчиков электронов друг с
другом.

1. Пусть переносчики электронов Си С2 С„ являются
подвижными и взаимодействуют между собой согласно закону
действующих масс. Тогда в предположении равенства общих
концентраций переносчиков Си ..., С„ друг другу, для долей их
окисленных и восстановленных форм справедлива следующая
система п нелинейных алгебраических уравнений (см. гл. 3):

— * i ( l—ft ) + m1yl = 0,

ft) —(яч 4- * , ( ! —&))ft = 0, (5.3)

кпУп-l (1—Уп) — ГПпУпО- — Уп-l) = 0,
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где 1—«л (*/<)—доля i-ro переносчика электронов ( t = l , 2, . . .
. . . , п), находящегося в окисленной (восстановленной) форме.
Псевдомономолекулярные константы скорости ku mu (i==
= 2, . . . , п) определены равенствами ki=k'N, т{=т/Ы, где
к/, т/ — бимолекулярные константы скорости соответствующих
стадий переноса электронов, N — число молекул С, в единице
объема. Решая эту систему уравнений относительно отношения
долей окисленной и восстановленной форм i-ro переносчика, по-
лучим

1 ^ = 1//,/,:...:/,, (5.4)

где

/г = — , г = 1, 2 п.
тг

2. Пусть переносчики электронов Си С2, ..., С„ находятся в
комплексе и отсутствует кооперативность в переносе электронов.
В этом случае ku m( (i=2, 3, . . . п) —истинно мономолекуляр-
ные константы скорости переноса электронов внутри комплекса.
Размеченный граф состояний, соответствующий схеме (5.3),
имеет следующий вид:

(00 . . . 0) ?2 (10 . . . 0);2(010 . . . 0)

() ()
(5.5)

Здесь индекс 0 или 1 на определенном месте означает, что соот-
ветствующий переносчик электронов окислен (восстановлен).
Цифры в скобках означают номер состояний. Для равновесных
вероятностей состояний комплекса р4 ( t = l — 2 " ) можно записать
соответствующую схеме (5.5) систему линейных алгебраических
уравнений (см. гл.3):

— fejPi + тхрг = 0,

— (mL + k2) p2 + ki.Pi + т2р3 = 0, (5.6)

Решение этой системы линейных уравнений определено с точ>
ностью до множителя, т. е. определены лишь отношения вероят-
ностей ри например, к вероятности первого состояния:

р<=а,р, ( * = 1 , . . . , 2 " ) . (5.7)

Рассмотрим более подробно, каким образом найти коэффициен-
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ты at. Пусть, например, имеется состояние комплекса S со сле-
дующим распределением ^-электронов по переносчикам С„ . . .
...,Сп:

S = Cifilfiit • • • Ciq<

где индексы и, i2) k, . • •, iq указывают номера восстановленных
переносчиков электронов. Тогда вероятность этого состояния с
учетом принципа детального равновесия [Волькенштейн, 1978;
см. также гл. 6] может быть следующим образом выражена че-
рез вероятность первого состояния:

Р (5) = (ljt ... ltq) (1,12 .. . / V l ) : . : (У, . . . /,,) (IJ2 ... /«,). (5.8)

Здесь первый сомножитель, взятый в скобки, соответствует пере-
носу первого электрона от среды на iq-e место. Второй сомножи-
тель, взятый в скобки, соответствует переносу второго электрона
от среды на t,_i-e место и т. д. Последний сомножитель, взятый
в скобки, соответствует переносу <7-го электрона на »\-е место.
Таким образом, зная распределение электронов по переносчи-
кам, легко по указанному правилу сразу написать величину ко-
эффициента а(.

Чтобы найти интересующее нас отношение Р (С°)/Р (С)), вы-
разим вероятность восстановленной и окисленной форм
i-ro переносчика электронов через вероятности состояний комп-
лекса рг:

Р(С») _ Р(С1...С° ...Са

п)+ ... +P{C\...Cl1C°icl1 ...С'п)

P(f*) ~P(C\... Cl^Cl, ... С») + ... + Р (CJ ... Clpfil, ...С\У

(5.9)

Поскольку в этой формуле вероятность каждого состояния
комплекса, находящуюся в числителе, можно в знаменателе со-
поставить с вероятностью состояния комплекса, отличающегося
от такового в числителе лишь состоянием t-ro переносчика, то в
силу формулы (5.8) можно записать:

р ( с \ . . . с и о с и ... с°п) = ( / л . . . / , ) я ( с ; . . . с ? . . . с°),
Р(С\С1... Cl.CjCl, ... С°п) =

= (/х/2 . . . /,) Р(ClCl .. . CUClCl, . .. С»), (5.10)

Р(С1 .. . Ct^CiCiy! .. . Сп) =

= (IJ2 .. . U)P(C\C\ .. . CUCiCl, ... С\).

В левых частях этих равенств находятся вероятности состояний,
фигурирующие в знаменателе выражения (5.9), а в правых
частях — вероятности соответствующих им состояний, имеющих-
ся в числителе выражения (5.9). Следовательно, вынося общий
множитель (/,/2 . . ./() в знаменателе выражения (5.9) и сокра-
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щая оставшиеся одинаковые члены, получим
Р(СЧ)/Р(СЪ = 1Щг... /,)• (5.11)

Это выражение полностью совпадает с таковым для подвижных
переносчиков.

Таким образом, редокс-титрование переносчиков электронов
(зависимость Р(C°i)lP(C}) от / (), организованных в комплекс
(в отсутствие кооперативности), и подвижных переносчиков
дает один и тот же результат. И это, несмотря на то, что систе-
мы уравнений, соответствующие этим двум случаям, существен-
но отличаются друг от друга; в первом случае это система п
нелинейных уравнений, а во втором случае это система 2" ли-
нейных уравнений. Совпадение результатов редокс-титрования
переносчиков электронов в комплексе и в растворе есть простое
следствие независимости редокс-состояний переносчиков элек-
тронов, входящих в комплекс, наблюдаемое при редокс-равнове-
сии со средой [Шинкарев, 1978; Hill, Chance, 1978; Венедиктов
и др., 19806]. Причем обычно разность нормальных (среднето-
чечных) редокс-потенциалов переносчиков и вещества D, опреде-
ляющего редокс-потенциал среды, характеризует константы
равновесия переносчиков со средой, а разность нормальных ре-
докс-потенциалов переносчиков — константу равновесия перено-
са электронов между ними.

Как мы покажем далее, при кооперативном характере пере-
носа электронов равновесно определяемых величин нормальных
редокс-потенциалов отдельных переносчиков уже, вообще гово-
ря, недостаточно для того, чтобы характеризовать перенос элек-
тронов в комплексах.

Покажем, что действительно в отсутствие кооперативности
в переносе электронов редокс-состояния переносчиков электро-
нов, входящих в комплекс, попарно независимы, т. е.

0!) = Р (С?) Р (С% Р (CJC1,) = Р (С?) Р (С)),
(5.12)

Предварительно отметим, что из сопоставления выражений (5.8)
и (5.11) вытекает следующее соотношение:

( 5 1 3 )

Р(С°£}) Р(С))

С учетом этого соотношения, например, для P(Ci°C/) имеем

4)P(.ty
P(CjC}) ( " P(C°f))

1. (5.14)

103



Таким образом, действительно наблюдается попарная независи-
мость редокс-состояний отдельных переносчиков электронов при
равновесии со средой. Аналогично можно доказать и независи-
мость в совокупности редокс-состояний отдельных переносчиков
электронов. Существенно отметить, что этот результат получен
для случая, когда отсутствует кооперативность в переносе элек-
тронов.

5.2. О влиянии неоперативности в переносе электронов
на кривые редокс-титрования

Одним из эффективных методов исследования функциональ-
ной организации цепей электронного транспорта, позволяющих
определить редокс-потенциалы и последовательность расположе-
ния переносчиков в ЦЭТ, является редокс-титрование, в резуль-
тате которого определяется зависимость степени окисленности
(восстановленное™) переносчиков электронов от редокс-потен-
циала среды [Dutton, Wilson, 1974; Ленинджер, 1974; Dutton,
Prince, 1978; Prince, Dutton, 1978; Walz, 1979]. Вместе с тем при
рассмотрении результатов редокс-титрования переносчиков элек-
тронов, составляющих единый комплекс, необходимо учитывать
влияние редокс-состояния одного из переносчиков на редокс-
состояние другого.

Экспериментально кооперативность в переносе электронов
была обнаружена для комплексов молекул переносчиков элек-
тронов как при дыхании [Malstrom, 1973; Nicolson, Peterson,
1974; Wikstrom et al., 1976; Babcock et al., 1978; Wikstrom et al.,
1981], так и при фотосинтезе [Pellin et al., 1978]. Ниже приве-
ден простейший пример равновесного кооперативного переноса
электронов в комплексе двух одноэлектронных переносчиков.
Несколько иной подход к рассматриваемой проблеме можно
найти в ряде других работ [Malmstrom, 1973; Walz, 1979; Wikst-
rom et al., 1981].

Пусть одноэлектронные переносчики С, и С2 взаимодейству-
ют друг с другом согласно схеме

D^±Cl^C27±A. (5.15)

Если переносчики электронов С, и С2 организованы в комплекс,
и имеет место кооперативность в переносе электронов, то редокс-
равновесие каждого переносчика со средой зависит от состояния
соседнего с ним переносчика. Иными словами, в этом случае не-
обходимо рассматривать два различных типа редокс-равновесия
переносчиков электронов со средой: в условиях, когда соседний
переносчик электронов окислен, и в условиях, когда соседний
переносчик электронов восстановлен. Соответственно этому не-
обходимо рассматривать не только состояния данного перенос-
чика электронов, но и редокс-состояния взаимодействующего с
ним переносчика, т. е. состояния комплекса как целого и перехо-
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ды между состояниями комплекса как таковыми [Malmstrom,
1973; Wikstrom et al., 1976].

В условиях редокс-равновесия комплекса со средой (при от-
сутствии потока электронов через комплекс) его функционирова-
ние определяется лишь константами равновесия соответствую-
щих переходов. Поэтому для анализа кооперативного взаимодей-
ствия переносчиков электронов достаточно ограничиться графом
состояний комплекса

c[cl (з) (i)

(2) С\С{

(3)

х/. (5.16)

\С\ (4)

В

где указанные константы равновесия определены следующим
образом:

ll=kjml, 0/1=^з//п3) I3=kjmit х/ а =£5 /т 5 , I2=k2/m2. (5.17)

Очевидно, что константы равновесия 1и в/± и /3, х/3 зависят от
соотношения концентраций окисленной и восстановленной форм
донора D и акцептора А соответственно, а константа равновесия
k внутрикомплексного переноса электронов не зависит от этого
отношения.

Необходимо отметить, что в условиях редокс-равновесия ком-
плекса со средой введенные константы равновесия функциональ-
но связаны друг с другом. Действительно, редокс-равновесие
комплекса со средой означает отсутствие потока электронов че-
рез комплекс вследствие того, что редокс-потенциалы донора D
и акцептора А равны между собой. Следовательно, в этих усло-
виях (максимальная) работа по переносу электрона внутри
комплекса ClCl j i C\Cl равна сумме работ переноса электрона
от донора в комплекс D1 + CjCJ j i £)° 4- C{Cl, а затем от комп-
лекса к акцептору А С[С1 + А0 ^± C\Cl -f А. Иначе говоря, ра-
бота, совершаемая вдоль цикла 3->2-»-4-»-3, на схеме (5.16) рав-
на 0. Аналогично этому работа по переносу электрона по любо-
му циклу на схеме (5.16) равна 0 или, что то же самое, произве-
дение констант равновесия по любому циклу равно единице.
В частности, можно записать следующие равенства, связываю-
щие константы равновесия друг с другом:

(/,/2)//,= 1 для цикла 1-^3-^2-^1, (5.18)

(/2e/,)/x/s= 1 для цикла 3->2->-4->3. (5.19)
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При сравнении выражений (5.18) и (5.19) очевидно, что

х = е. (5.20)

Таким образом, в условиях редокс-равновесия со средой ком-
плекса, состоящего из двух переносчиков, имеется лишь один
параметр, который характеризует степень кооперативное™ в
переносе электронов.

Величины равновесных вероятностей состояний комплекса не
зависят от того, что оба переносчика электронов или только один
из них непосредственно взаимодействуют со средой. В частности,
эти равновесные вероятности могут быть рассчитаны на основа-
нии схемы

С\С\ ^ С\С\ i C\C\ % С\С\, (5.21)
(1) (2) (3) (4)

которая соответствует следующему редокс-равновесию перенос-
чиков электронов Ct И С2 СО средой D^^Ci^^C2. Решая линей-
ные алгебраические уравнения относительно вероятностей со-
стояний комплекса ft, соответствующие условиям равновесия на
схеме (5.21)

Рз. kPs = Р„ MiPt =Pt, %Pi=h (5-22)

получим

P i = i / ( i + / i + /i/2 + e # 2 ) = i / P ,

/V='i/P. ft='A/P, />4 = e#i/p. (5.23)

Заметим, что экспериментально наблюдаемыми величинами
являются, как правило, не состояния комплекса переносчиков,
а лишь состояния отдельных переносчиков электронов, образую-
щих комплекс. Поэтому необходимо от вероятностей состояний
комплекса перейти к вероятностям состояний переносчиков.

Исходя из схемы (5.21) и соотношений (5.23) найдем, что
вероятности восстановленной формы первого и второго перенос-
чиков электронов равны:

P.-

Р (Ci) = Р2 + Pi = , , / ; / f + ̂ a / • (5.25)

Полученные уравнения определяют зависимость вероятностей
редокс-состояний переносчиков электронов Ct и С2 от величины
константы равновесия /„ характеризующей редокс-потенциал
среды, а значит, описывают кривые редокс-титрования перенос-
чиков С, и С2. Обычно для расчета кривых титрования исполь-
зуют величины констант равновесия, выраженные через редокс-
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потенциал среды на основании уравнения Нернста:

RT

= ехр -я
RT

(5.26)

Здесь Ен — редокс- потенциал среды, определяемый донором D
и (или) акцептором A; F — число Фарадея; R — газовая постоян-
ная. Ect(Ес£) при i = l , 2 есть нормальный редокс-потенциал i-ro
переносчика, полученный в предположении, что соседний пере-
носчик окислен (восстановлен); Д£ — величина, определяемая
равенством

Л£ = - ^ 1 п / 2 . (5.27)

С учетом соотношений (5.26) выражения (5.18) и (5.19) могут
быть переписаны следующим образом:

El + Д£ = £с„ Лс, + А£ = Е'с„

10. (5.28)

Взаимоотношение между введенными величинами Ес„ Ее,,
отражено на схеме

с\с\ (з)

Приведенная схема показывает, с каким знаком необходимо брать
введенные в (5.26) величины, чтобы получить соотношения
(5.28).

Уравнения для кривых титрования переносчиков С4 и С2 мо-
гут быть представлены через редокс-потенциал среды и значения

Ect, Ect, AE, если в соотношения (5.24) и (5.25) ввести величи-
ны, определяемые выражениями (5.26).

В отсутствие кооперативности в переносе электронов, когда
6 = \(Ес1 = Ег

с., i = l , 2), уравнения кривых титрования (5.24),
(5.25) приобретают следующий вид:

In
Р(С[)

Р(С{)
(5.29)
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Рис. 25. Зависимость степени восстановленности первого переносчика электро-
нов от редокс-потенциала среды, рассчитанная по уравнению (5.34) при раз-
личных значениях параметра кооперативности в переносе электронов 6
а — 9=0,01; 6 — 8—0,1; в —8=10; г —8=100. Цифры у кривых показывают величину кон-
станты равновесия k

Р(С\) =
RT

1п- (5.30)

Здесь в скобках восстановленность переносчиков представлена
как функция редокс-потенциала среды Ен.

В случае если имеет место кооперативное взаимодействие
переносчиков электронов, то кривые редокс-титрования перенос-
чиков, входящих в комплекс, могут существенно отличаться от
обычных кривых титрования, характерных для подвижных пере-
носчиков электронов и определяемых уравнением Нернста
(5.29), (5.30). На рис. 25 приведены теоретические кривые ре-
докс-титрования восстановленной формы переносчика Си рас-
считанные по уравнению (5.24)—при разных значениях парамет-
ра G, характеризующего кооперативность в переносе электронов,
и разных значениях константы равновесия 1г. Как видно на ри-
сунке, кривые титрования в зависимости от величины этих пара-
метров довольно разнообразны. Рассмотрим случаи, для кото-
рых кривые титрования приобретают особенно простой вид.

В общем случае нормированную кривую титрования восста-
новленной формы первого переносчика, определяемую уравне-
нием (5.24), можно представить как сумму двух кривых титро-
вания / (/(/i+l) и 8/i/(0/i+l), отвечающих переходам этого пере-
носчика в «пустой»

/,
С\С\ ^* C\Cl (5.31)
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и «полной»

ClCl 5 ClCl (5.32)
цепях со вкладами, зависящими от редокс-потенциала среды.
Величина 0 обусловливает сдвиг кривых титрования относитель-
но друг друга на величину

Действительно, по формуле полных вероятностей вероятность
того, что, например, первый переносчик электронов восстанов-
лен, может быть записана следующим образом:

= Р (с[/с1) р (С!) + Р (c\/cl) p (ci), (5.33)

где P(C\jCl), [P(C\/Cl)] —условная вероятность того, что первый
переносчик восстановлен, когда второй переносчик окислен (вос-
становлен). Поскольку вычисленная по схеме (5.31) [схеме
(5.32) ] условная вероятность того, что первый переносчик элек-
тронов восстановлен, когда второй переносчик окислен (восста-
новлен), дается выражением

(5.34)

соотношение (5.33) может быть переписано в следующем виде
[Венедиктов и др., 19806]:

Р (С1) + - % - Р (Ci). (5.35)
t" + 1

Таким образом, кривая титрования восстановленной формы
первого переносчика есть сумма двух кривых титрования этого
переносчика в «пустой» и «полной» цепях со вкладами, равными
вероятностям соответственно окисленной и восстановленной
форм второго переносчика.

Аналогично этому для вероятности того, что второй перенос-
чик восстановлен, можно записать

Р (С1,) = - т ^ - Р (С?) + - ^ - Р {С\). (5.36)

Из выражений (5.35) и (5.36) вытекает следующее. Во-первых,
для того, чтобы описать кривую титрования первого переносчика
электронов, необходимо знать кривую титрования второго пере-
носчика, и наоборот. Во-вторых, эта кривая, вообще говоря, не
может быть представлена в виде суммы двух кривых титрова-
ния с постоянными коэффициентами

а — ^ - + (1 - а ) - ^ — . (5.37)
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В зависимости от величины параметра 6 можно выделить
следующие два случая. Если величина 6 > 1 , то второй электрон
переносится в комплекс от среды легче, чем первый, и тогда кри-
вые титрования восстановленных форм переносчиков С4 и С2

сдвигаются в область более положительных редокс-потенциалов
(рис. 25, В, Г). Если величина 6 < 1 , то второй электрон перено-
сится в комплекс от среды труднее, чем первый, и тогда кривые
титрования восстановленных форм С, и С2 сдвигаются в область
более отрицательных редокс-потенциалов среды (рис. 25, А, Б).

Рассмотрим сначала случай, когда 0 > 1 . Для количествен-
ного описания кривой титрования восстановленной формы пер-
вого переносчика можно выделить три интервала изменения ве-
личины констант равновесия IJ2 и 0/,/2 (редокс- потенциала сре-
ды), внутри которых выражение (5.25) приобретает особенно
простой вид (в скобках дано представление восстановленной
формы через редокс-потенциал среды):

Р(С\У>

если lxl% < 1, Ых1г <\(Ен< Ес„ £с.)
г + ЁС, , RT .Ku ,F

если 1Х12 < 1, е/х/2 > 1 {Ес,<Ен < Ее,) (5.38)

I если М2 > 1, 6/j/, > 1 (£« > Ес„ El,).

Аналогично этому для описания кривой титрования восстанов-
ленной формы второго переносчика также можно выделить три
интервала:

Р(С\):

если/ 1 <1, Ql1<l(EH<E1

Cl,ECl)

OJ/.+ 1 V " 2

если 1Х < 1, в / ! > 1 (El

Cl <Ен<ЕЪг) (5.39)

r-a , RT

если lx> 1, е/х> 1 (Е„>Е1с1, Е%).

В случае, когда 6 < 1 , имеем следующие приближенные выра-
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жения для восстановленной формы первого и второго перенос-
чиков:

H"E^ + l n

если lxh < 1, QIJ, < 1 (Ен <ЕЪ„ Е1г)

если У2 > 1, е/х/а < 1 (£?, < £ я <£с.) (5.40)

RT

если У, > 1, 0/̂ 2 > 1 (Ен > El,, Ег

Сг)

(5.41)

{ если l. в/ж> 1

Из выписанных приближений и рис. 25 можно сделать вывод,
что, только когда 0 < 1 , на кривых титрования переносчиков С\
и С2 возможно наличие двух «полуволн». Степень сдвига этих
«полуволн» относительно друг друга зависит от величины 0, а
их вклад определяется величиной /2. В случае же 0 > 1 полувол-
ны отсутствуют, однако увеличивается тангенс угла наклона
кривой титрования в средней точке (рис. 25, В и Г). Как это сле-
дует из уравнения (5.24), максимальный тангенс угла наклона
кривой титрования в средней точке соответствует двухэлектрон-
ному уравнению Нернста.

Мы рассмотрели простейшую ситуацию, когда кооперативное
взаимодействие двух переносчиков электронов изменяло их тер-
модинамические характеристики. Вместе с тем взаимодействие
переносчиков электронов может вызвать также изменение их
спектров [см., например: Malmstrom, 1973]. Это приводит к то-
му, что наблюдаемыми в эксперименте являются не редокс-со-
стояния отдельных переносчиков, как это мы предполагали
ранее, а только отдельные состояния комплекса — каждое со
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своим коэффициентом экстинции. Так, например, если наблюдае-
мыми в эксперименте являются только третье и четвертое состоя-
ние с коэффициентами экстинции е3 и е4 соответственно, то вмес-
то формулы (5.24) необходимо писать величину, пропорциональ-
ную

е3Рз + е4Р4 = Ч(fiPa + Pi) = Ч . . . ' I , V < 5 4 2 )
1 + « f «

где е = 8з/е4 — относительный коэффициент экстинции третьего и
четвертого состояний. Из полученного соотношения можно ви-
деть, что даже в случае, когда взаимодействие ферментов не
приводит к изменению их энергетических характеристик ( 9 = 1 ) ,
но коэффициенты экстинции отдельных состояний не равны
друг другу (еф\), возможно искажение равновесных кривых
титрования. Ясно, что в общем случае, на длине волны А, при
которой коэффициент i-ro состояния равен е,(А), наблюдаемая в
эксперименте величина равна с точностью до нормирующего мно-
жителя:

ei + ejih + bh + e&ll, ,, .„.

• ( 5 ' 4 3 )

Совершенно очевидно, что в общем случае могут проявляться
оба эффекта.

На самом деле ситуация еще сложнее, поскольку переносчи-
ки электронов помимо окислительно-восстановительных превра-
щений могут также протонироваться, что приводит к зависимо-
сти потенциалов полувосстановления переносчиков от рН. Кро-
ме того, переносчики электронов находятся в мембране и
испытывают при своих превращениях влияние поверхностного и
(или) трансмембранного электрических потенциалов [Hinkle,
Mitchell, 1970; Takamiya, Dutton, 1977; Matsuura, Nishimura,
1978; Walz, 1979; Itoh, 1980]. Однако, в отличие от кооператив-
ного взаимодействия двух и более переносчиков электронов,
указанные факторы в простейшем случае не изменяют формы
кривых титрования, а приводят к изменению наблюдаемого по-
тенциала полувосстановления.

Зависимость потенциала полувосстановления от рН среды

Изложенная выше схема рассмотрения кооперативного взаи-
модействия переносчиков электронов может быть также без су-
щественной модификации применена и для определения зависи-
мости потенциала полувосстановления переносчика электронов
от рН.

Рассмотрим одноэлектронный переносчик электронов, ко-
торый может присоединить протон.
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(1)
I i II

(5.44)

(2) CH\ " • ̂ n (4)

Здесь горизонтальные переходы соответствуют окислительно-
восстановительным превращениям переносчика, а вертикаль-
ные— реакциям с участием протона.

Принимая во внимание равновесный характер превращений
переносчика, можно не учитывать любой (один!) переход на
этой схеме. Следовательно, ее можно представить, например, в
виде

( ) £ ч )
'it (5-45)

(2) СН+ ^ СН (4).

Решая систему линейных уравнений относительно стационар-
ных вероятностей состояний, соответствующую схеме (5.45),
несложно найти:

(13=1S'[H+], I^K'ID-VID*]). (5.46)

Откуда для отношения окисленной формы переносчика ( С и
СН+) к восстановленной (С1 и СН) получим следующее соотно-
шение:

О Р(С») + р(СН+) 1 + /з/вх _ 1

В Р(С*) + Р(СН) / ( l + / ) hA

В полученном выражении величина /, зависит от редокс-потен-
циала среды, в то время как величина Л = (1 + /3)/(1 + /3/01) за-
висит только от рН среды и от параметра 84. Логарифмируя со-
отношение (5.47) и учитывая выражение U через редокс-потен-
циал среды (5.36), получим:

£ я = £ + ^ 1 п Л + - ^ 1 п 4 - = Я с р + - ^ 1 п - ^ - , (5.48)
г га га

тур

где Еср=Е-\ In Л — наблюдаемый потенциал полувосстанов-
F

ления переносчика, зависящий от рН, Е — потенциал полувосста-
новления переносчика при Л — 1 .

Выражение (5.48) показывает, что протонирование перенос-
чика электронов приводит только к смещению потенциала полу-
восстановления (среднеточечного потенциала), но не изменяет
формы кривой титрования.
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Зависимость наблюдаемого потенциала полувосстановления
от рН определяется величиной коэффициента 8„ характеризую
щего взаимосвязь между протонированием и окислительно-вос-
становительной реакцией. Рассмотрим эту зависимость более
подробно. Если 8 i = l , то отсутствует взаимосвязь между прото-
нированием и окислительно-восстановительной реакцией и их
можно рассматривать независимо одна от другой, т. е. наблюда-
ется независимость редокс-состояний и состояний, отличающих-
ся протонированием переносчиков. Если 9 i > l , то это означает,
что протонирование способствует восстановлению переносчика.
Это наиболее часто встречающийся тип взаимоотношения между
протонированием переносчика и его окислительно-восстанови-
тельными превращениями.
Обозначим

W* = pKB.lu(lfa) = pKo. (5-49)

Напомним, что рК группы есть значение рН, при котором поло-
вина групп протонирована, а половина депротонирована. Через
введенные величины выражение для наблюдаемого потенциала
восстановления £ср имеет вид:

(5-50)

Из этого выражения следует, что £ср по-разному ведет себя в
зависимости от того, больше ли рН обоих рК находится между
ними или меньше их. Поскольку величина 0 ! > 1 , то из ра-
венств (5.49) имеем

pK0<pK.=pK0+\gQt. (5.51)

Поэтому выражение (5.51) можно аппроксимировать следую-
щим образом:

Е, рН>рКв, РКо,

_ E + J i ^ L ^ K рН), рКв>рН>рК0,

• Н—'—=— (рКв — рКо) = Е -\—'——- lg 0 l f рН<р/С0, рКв.

(5.52)

Написанная формула говорит о том, что грубо зависимость на-
блюдаемого потенциала полувосстановления от рН может быть
представлена как совокупность трех линейных зависимостей, как
это показано на рис. 26. Таким образом, если параметр 0!>1,
то при повышении рН в интервале рК0—рК„ происходит умень-
шение наблюдаемого потенциала полувосстановления.

Если 0 i < l , то это означает, что протонирование препятству-
ет восстановлению переносчика.
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Рис. 26. Зависимость наблюдаемого потенциала полувосстановления перенос-
чика электронов от рН среды, построенная исходя из выражения (5.52) для
схемы переходов (5.44)

Рис. 27. Зависимость наблюдаемого рК переносчика электронов от редокс-по-
тенциала среды, построенная исходя из выражения (5.58) для схемы перехо-
дов (5.44)

Ввиду симметрии в переносе электрона и протона на схеме
(5.44) совершенно очевидно, что аналогично тому как среднето-
чечный редокс-потенциал зависит от рН среды, так и рК перенос-
чика зависит от редокс-потенциала среды. Рассмотрим эту зави-
симость более подробно. Исходя из соотношений (5.46) имеем
следующее выражение для отношения депротонированной (Д) и
протонированной (П) форм переносчика электронов:

Д _ Р(О)-\-р(С)

П P(CH+)+P{CH)

Логарифмируя это выражение, имеем
д вЛ1 4- lj)

П I

(5.53)

(5.54)

Если параметр кооперативности 0, равен единице (кооператив-
ность отсутствует), то уравнение (5.54) переходит в обычное
уравнение Гендерсона — Хассельбалха [Ленинджер, 1974] для
кислотно-основных переходов:

рН — рК + lg — , (5.55)
П

r f l e p K = l g / / .
Если же параметр кооперативности 0 не равен единице, то вы-
ражение (5.54) по-прежнему можно записать в виде формулы
(5.55), но уже с величиной рК, зависящей от величины Ев (т. е.
от величины /,):

4-+'
р/с=р/с+ig At! 1? = p * : + i g - ^ r — • ( 5 - 5 6 )

h + 1
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Для того чтобы выяснить характер зависимости величины види-
мого значения рК' от редокс-потенциала среды, подставим в фор-
мулу (5.56) значение 1и выраженное согласно формуле (5.26)
через редокс-потенциал среды:

р К ' -.= р К + lg ' + е
£ н - Е д = РК 4- lg ' + 1 0 ^ , (5.57)

RT

где величина Ея есть среднеточечный потенциал депротонирован-
ной формы, а Еш — протонированной

р<*i=e RT ,*А~е RT ).

В полном согласии с формулой (5.52) это выражение мож-
но аппроксимировать более простыми в зависимости от того,
больше ли редокс-потенциал обоих среднеточечных потенциа-
лов находится между ними или меньше их обоих:

рК +

рК, Е„ < £ п , £ д-

Написанное выражение говорит о том, что приближенно зависи-
мость наблюдаемого рК переносчика электронов от редокс-по-
тенциала среды может быть представлена как совокупность трех
линейных зависимостей, как это показано на рис. 27.

Рассмотренный нами случай является простейшим в том
смысле, что переносчик может принимать только один электрон

и соответственно только один раз
Q1

 с *• Q2 протонироваться. Реально же в
электронтранспортных цепях
встречаются двухэлектронные пе-
реносчики, способные дважды
протонироваться. Наиболее важ-
ным примером такого рода пере-
носчика электронов является уби-
хинон. Мы ограничимся только
тем, что приведем граф перехо-

(5.59) дов хинона между его различны-
ми состояниями.

Здесь, как и ранее, горизонтальные переходы соответствуют
переходам с участием электрона, а вертикальные — с участием
протона.
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5.3. Определение сил и потоков для переноса электронов
в комплексе

Организация переносчика электронов в комплекс приводит к
тому, что при расчете изменений свободной энергии и других
термодинамических параметров окислительно-восстановитель-
ных реакций, происходящих в комплексах, необходимо пользо-
ваться выражениями для сил и потоков, отличными от тех, кото-
рые применяются для реакций, происходящих в растворе, по-
скольку нужно учитывать концентрации состояний комплекса
как целого, а не концентрации окисленных и восстановленных
форм отдельных переносчиков [Hill, Chance, 1978; Шинкарев,
1978; Венедиктов и др., 1980в; Arata, Nishimura, 1980].

Рассмотрим определение сил и потоков для переноса электро-
нов в комплексе на простейшем примере двух одноэлектронных
переносчиков, взаимодействующих друг с другом согласно схе-
ме [Венедиктов и др., 1980в]:

D ^ Сг т± С 2 ̂  А, (5.60)

где D, А — донор и акцептор электронов соответственно.
Объединение переносчиков электронов С\ и С2 в единый ком-

плекс приводит к тому, что вместо термодинамических характе-
ристик отдельных переносчиков необходимо определять термоди-
намические характеристики всего комплекса. Поэтому от схемы
(5.60) необходимо перейти к рассмотрению следующего графа
состояний.

(5.61)

На этой схеме через С? и СП ( i = l , 2) обозначены соответствен-
но окисленное и восстановленное состояния переносчиков элек-
тронов С, и С2. На графе klt k3 пропорциональны концентрации
восстановленной формы донора D, а &4, кь — акцептора А; ти т3

и т,„ т 5 пропорциональны концентрациям этих веществ в окис-
ленной форме; k2, тг — мономолекулярные константы скорости
внутрикомплексного переноса электрона.

На схеме (5.61) учтена кооперативность в переносе электро-
нов, т. е. зависимость констант скорости электронного транспор-
та от состояний переносчиков, непосредственно не участвующих
в переносе электрона. Далее будем предполагать отсутствие
кооперативное™ в переносе электронов (£, = ft3, mi = m3, kk=ks,

Переходы между состояниями комплекса, соответствующие
схеме (5.61), могут иметь как мономолекулярную природу (пере-
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нос электронов внутри комплекса), так и бимолекулярную (взаи-
модействие комплекса с D и А).

Суммарный поток /t для мономолекулярной реакции внутри-
комплексного переноса электронов между Ci и С2 равен раз-
ности частичных потоков в прямом (Jt = &2 [CiC2]) и обратном
(/_! = тг [CjCi])направлениях:

1 — " 1 " -1 — *̂ 2 L*-'!*-' 2J "— "*а L*-* 1*-*2] —

= N(k2P(C\Cl)-m2P(ClCl)). (5.62)

Здесь (CjCa], [C[Cl] —концентрации комплексов, находящихся в

состояниях C\Cl и ClCl; P (C[Cl), P (ClC\) —вероятности того,

что комплекс находится соответственно в состояниях CiCa и
ClCl; N — общее число комплексов в единице объема.

Соответствующую этому потоку «обобщенную» силу Xt мож-
но выразить как

( 5 - 6 3 )

где ( i 1 0 и Ц щ — химические потенциалы состояний комплекса

С\С\ и С\С\. Вместе с тем если бы переносчики электронов, вза-
имодействующие друг с другом согласно схеме (5.60), были под-
вижны, то при условии равенства их общих концентраций поток
/2 и сила Х2 для бимолекулярной реакции переноса электронов
между Ci и С2 определялись бы другими выражениями:

h = h - J-2 = Ai[Ci] [Cl] - m2[Cl] [Cl] =

= N2 [klP (Cl) P (C°2) -т'гР (Cl)P (Ci)] (5.64)

(m'2N)P(Cl)P(Cl)

= (И i — Iх о) — (M* i — ^ о)'ci с? c\ cl

где ^ 2 ' и m/ — бимолекулярные константы скорости, отвечаю-
щие переносу электронов между переносчиками С, и С2 соответ-
ственно в прямом и обратном направлениях; ц i, u о — химиче-

ские потенциалы t-ro переносчика ( t = l , 2) в восстановленной и
окисленной формах; Р(С (

4) [Р(С°)]—доля i-го переносчика
электронов, находящегося в восстановленной (окисленной)
форме.
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Рассмотрим сначала случай редокс-равновесия комплекса со
средой. При этом редокс-состояния отдельных переносчиков
электронов, составляющих комплекс, независимы (см. раздел
5.2), а значит, справедливы следующие равенства для вероят-
ностей (долей) состояний комплекса

Р (С\С1) = Р (С?)Р (С2°). Р {С\С\) = Р (С\) Р (CJ),

р (eld) = р (с!) р (CJ), р (c\ci) = р (с\) Р (ci). (5.66)
Это в свою очередь приводит к тому, что выражения (5.62) —
(5.64) для потоков /„ /2 и сил Хи Хг становятся тождественными
друг с другом при условии равенства соответствующих констант
скорости:

к.г = Nkz, m2 = Nmi (5.66)

Отсюда следует важный вывод: равновесные термодинамические
параметры для переносчиков электронов, организованных в
комплексы, совпадают с таковыми для подвижных переносчиков,
взаимодействующих друг с другом согласно закону действую-
щих масс, Необходимо, однако, помнить, что этот вывод получен
лишь для условия, предполагающего отсутствие кооперативно-
сти в переносе электронов.

Заключение

В обычном применении термодинамики к анализу переноса
электронов в биологических системах рассматриваются, как
правило, лишь концентрации окисленных и восстановленных
форм отдельных переносчиков электронов.

Однако в комплексах с фиксированной стехиометрией компо-
нентов скорость переноса электронов определяется состояниями
всего комплекса, а не состояниями отдельных переносчиков.

В полной аналогии с анализом, проведенным в предыдущей
главе о применении закона действующих масс к описанию пере-
носа электронов в комплексах, показано, что в условиях редокс-
равновесия со средой и в отсутствие кооперативности в переносе
электронов величины термодинамических параметров комплек-
сов переносчиков и подвижных переносчиков совпадают. Если
же имеют место кооперативность в переносе электронов или на-
рушение редокс-равновесия со средой, то термодинамический
анализ комплексов переносчиков, основанный на использовании
концентраций окисленных и восстановленных форм отдельных
переносчиков электронов, становится неприменимым.

119



Глава 6

ПРИНЦИП ДЕТАЛЬНОГО РАВНОВЕСИЯ

В этой главе изучается возможность термодинамического рас-
смотрения стационарных состояний, мультиферментного ком-
плекса, осуществляющего перенос электронов. Показано, что
выполнение принципа детального равновесия является той ос-
новой, на которой возможно ввести свободную энергию и энтро-
пию комплекса со свойствами, предсказываемыми феноменоло-
гической термодинамикой. Исходя из принципа детального
равновесия установлено также, что релаксация к стационарному
состоянию может быть описана линейной комбинацией экспонен-
циальных членов, показатели экспонент у которых — действи-
тельные (неположительные) числа.

Рассмотрен вопрос о релаксации мультиферментного комп-
лекса к стационарному состоянию, для которого справедлив
принцип детального равновесия, и изучается процесс производ-
ства энтропии комплексом в процессе релаксации. При этом
удается не только доказать положительность производства энтро-
пии, но и проследить во всех деталях временной характер этого
процесса. Рассматриваются различные выражения для произ-
водства энтропии и возможные наборы обобщенных сил и сопря-
женных им потоков, наиболее важным из которых является на-
бор «сродство — скорость реакции».

6.1. Принцип детального равновесия
и химический потенциал

Пусть поведение рассматриваемого мультиферментного комп-
лекса описывается следующей системой линейных дифференци-
альных уравнений (см. гл.2)

~Tf = 2 (PjaH — Pf'i). Pi(0) = bt > 0, 1 = 1 , 2 , . . . , » .

(6.1)

Здесь p(E=pt(t)—вероятность того, что комплекс находится
в j-м состоянии в момент времени t. В дальнейшем всегда будем
предполагать, что константы скорости оц перехода комплекса из
состояния i в состояние / — суть постоянные неотрицательные
величины. Такая система дифференциальных уравнений описы-
вает кинетику превращений мультиферментного комплекса при
условии постоянства во времени соответствующих субстратов.

Далее в этой главе мы будем рассматривать не произвольные
системы дифференциальных уравнений типа (6.1), а лишь такие,
для которых справедлив принцип детального равновесия (де-
тального баланса).
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Определение. Если в стационарном состоянии (dpJdt—О, i =
= 1, 2, . . . , п) полное число переходов системы за единицу вре-
мени из произвольного состояния ( в соседнее с ним состояние
/ равно полному числу переходов системы из состояния / в со-
стояние t:

piCiii^piaji, (6.2)

то говорят, что справедлив принцип детального равновесия
[Ландсберг, 1974]. В этом соотношении рь р,— стационарные
значения вероятностей состояний i и /, определяемые исходя из
системы (6.1), в которой все производные положены равными
нулю и использовано условие нормировки

S />,= <6-3>

Таким образом, принцип детального равновесия утверждает, что
в стационарном состоянии должно наблюдаться равенство ско-
ростей перехода комплекса из t-ro состояния в соседнее с ним
/-е состояние и наоборот.

Несложно понять, что из условия стационарности dpi/dt=O
для схемы переходов между состояниями комплекса еще не вы-
текает принцип детального равновесия, в то время как из спра-
ведливости последнего для произвольных (не обязательно ста-
ционарных) вероятностей следует, что реализуется стационар-

ное состояние, в котором = 0. Следовательно, требование
dt

стационарности, данное в определении, является, вообще говоря,
излишним, однако удобно, поскольку позволяет легко находить
вероятности, фигурирующие в формуле (6.2).

В дальнейшем мы наложим на систему дифференциальных
уравнений (6.1) некоторые ограничения, которые связаны с тем,
что мы исключаем из рассмотрения случаи, когда какой-либо
сомножитель в выражении (6.2) равен нулю.

Во-первых, будем предполагать, что стационарные вероят-
ности всех рассматриваемых состояний комплекса отличны от
нуля. Для этого, в свою очередь, нужно потребовать, чтобы из
каждого состояния комплекса за конечное число шагов можно
было попасть в любое другое состояние комплекса (см. гл. 2).

Во-вторых, матрица коэффициентов системы уравнений (6.1)
должна быть такой, что если константа скорости ai} перехода из
i-ro состояния в /-е состояние больше нуля, то и обратная кон-
станта скорости ац перехода из /-го состояния в i-e состояние
также больше нуля.

Таким образом, в дальнейшем рассматривается поведение
лишь такого мультиферментного комплекса, у которого все со-
стояния соединены между собой обратимыми переходами
(рис. 28).
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Покажем теперь, что при условии справедливости принципа
детального равновесия можно ввести понятие химического по-
тенциала отдельного состояния комплекса.

Рассмотрим для простоты три сообщающихся между собой

состояния i, j , i. i z± j j ^ l. Согласно принципу детального рав-
ац aij

новесия для стационарных вероятностей рассматриваемых со-
стояний справедливы равенства р{ац=р^а^, pia}i=p,aij. Исклю-

Рис. 28. Примеры (а и б) муль-
тиферментных комплексов, все
состояния которых соединены
между собой обратимыми пере-
ходами

чив из этих равенств вероятность ph легко найти связь между
pi и pt:

,— — п, ; О.;;
fi *} № If tf /С Л\

{ ' а а аи '
где Кц — константа равновесия перехода комплекса между / и /

состояниями, Кц — ——. Аналогично этому для любых двух со-

стояний комплекса / и s найдутся соединяющие их состояния
/,-..., q, r, причем справедливо следующее соотношение между
стационарными вероятностями, получаемое последовательным
применением принципа детального равновесия:

Р, — Р "VsrAr()- • • Л # . \O.Oj

Это выражение показывает, что отношение стационарных вероят-
ностей состояний комплекса определяется произведением кон-
стант равновесия, вычисленных вдоль пути, соединяющего рас-
сматриваемые состояния. Если имеется другой путь, соединяю-
щий эти же два состояния (пусть это будет путь, определяемый
состояниями /,, .. ., <7„ гО, то, последовательно применяя прин-
цип детального равновесия, получим аналогичное выражение

pi=p.KaTlKriqi • • • • • Км- (6.6.)

Сравнение полученного выражения с формулой (6.5) приводит
к заключению, что если между двумя состояниями i и s имеется
несколько соединяющих их путей, то величина произведения кон-
стант равновесия вдоль этих путей не зависит от того, вдоль ка-
кого пути вычисляется произведение констант равновесия, а оп-
ределяется только самими состояниями i и s. В частности, если
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имеется некий цикл, в котором находятся состояния t и s:

то необходимо, чтобы произведение всех констант равновесия,
вычисленное при прохождении всего цикла, например, по часо-
вой стрелке, было равно единице, или, что то же, произведение
констант скорости в прямом направлении равно произведению
констант скорости в обратном направлении [см., например,
Волькенштейн, 1978]:

a^ ... адгаг,=а,гагя... .-d,^. (6.7)

Легко понять, что если произведение констант равновесия,
вычисленное вдоль цикла, содержащего состояния i и s, равно 1,
то логарифм этого произведения будет равен нулю. Следова-
тельно, если определить такую функцию Е на состояниях комп-
лекса, E(i)=E(, что

0 1 п - ^ - = £, — £.-, (6.8)

то функция состояний Е позволит просто выразить свойства
произведения констант равновесия, которые обсуждались выше.
В частности, с помощью введенной функции Е соотношение

(6.5) принимает следующий вид: Bin -J- — 0 In(KSrKrq • •••• K,i) =

=(£ s—£,)+(£,—£,)+ . . .+(£/—£,) = £,—£4. Очевидно, так вве-
денная функция Е определена только с точностью до произволь-
ной аддитивной постоянной. Коэффициент 0 в равенстве (6.8)
введен для согласования единиц измерения.

Таким образом, из принципа детального равновесия вытекает
следующее фундаментальное соотношение:

в In •£*-= £, — £(. (6.9)
Ps

Он показывает, что логарифм отношения стационарных вероят-
ностей двух любых (не обязательно соседних) состояний пропор-
ционален разности функции Е от этих состояний. В дальнейшем
функцию Е мы будем называть энергией, а ее значение E{=E(i)
на i-м состоянии — энергией t-ro состояния комплекса.

Из соотношения (6.9) вытекает, что в стационарных условиях
для любых двух состояний i и s наблюдается равенство следую-
щих величин

(6.10)
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Будем называть величину р{=Е{+в\пр( химическим потенциалом
i-ro состояния комплекса. Соотношение (6.10) показывает, что
при условии справедливости принципа детального равновесия в
стационарном состоянии химические потенциалы всех состояний
равны друг другу:

ш - ц , (6.11)

где ц — стационарное значение химического потенциала.
Через стационарное значение химического потенциала ц, ис-

ходя из формулы (6.10), для вероятности /?,- можно записать сле-
дующее простое соотношение

^ = ^- £ < ) / 6 . (6.12)

Подставляя выраженные таким образом вероятности pt в усло-
вие нормировки (6.3), получим

e-u/е = 2 <Г£'/е (6.13)

или, что то же, ц = — 0 In I 2 е ' I • Следовательно, соотно-

Wшение (6.12), определяющее стационарную вероятность t-ro со-
стояния комплекса, можно записать также в следующем виде:

4

Это соотношение показывает, что стационарная вероятность /-го
состояния комплекса пропорциональна величине ехр(—EJQ). Из
полученной формулы особенно отчетливо видно, что изменение
уровня отсчета энергии «е меняет стационарных вероятностей со-
стояний комплекса. Действительно, замена в выражении (6.14)
всех членов е~£/в на члены ехр[—(Ej-\-F) /Q], где Г — произволь-
ная постоянная, не меняет величины стационарных вероятностей-

Существенно отметить, что из равенства химических потен-
циалов различных стационарных состояний комплекса вытекает
справедливость принципа детального равновесия. Действитель-
но, пусть в стационарном состоянии химические потенциалы

(6.15)

различных состояний равны между собой. Предполагается, что-
имеет смысл только разность Et—Ejt которая может быть выра-
жена через константы скорости следующим образом:

£,-£, = ein-^-. (6.16)
ал

Если в стационарном состоянии равны друг другу химические

124



потенциалы состояний ц( и ц„ то

E, + einpt = E, + Blnpr (6.17)

Откуда, воспользовавшись определением (6.16), получим требуе-
мое равенство

Таким образом, мы видим, что принцип детального равновесия—
это в точности то условие, которому должна удовлетворять си-
стема дифференциальных уравнений (6.1) для того, чтобы комп-
лекс обладал термодинамическим поведением, а именно чтобы
для каждого состояния комплекса можно было ввести химичес-
кий потенциал. Известно, что практически все выводы химичес-
кой термодинамики могут быть получены исходя из определения
химического потенциала [Еремин, 1978]. Наша ближайшая цель
состоит в том, чтобы, опираясь на введенный в (6.10) химический
потенциал i-ro состояния комплекса, определить свободную энер-
гию, энтропию и «внутреннюю» энергию комплекса.

6.2. Свободная энергия комплекса

Введенные выше величины химического потенциала харак-
теризуют лишь индивидуальные состояния комплекса. Поэтому
естественно вместо этих величин рассмотреть величину, усред-
ненную по всем состояниям комплекса.

F=<i*> = 2 w = 2 p*Ft + e 2 P i l n Pt> (6-19>
»=i »=i »=i

где Pi — вероятности соответствующих состояний комплекса, а
угловые скобки означают усреднение.

В стационарном состоянии, когда химические потенциалы
различных состояний комплекса равны друг другу, введенная ве-
личина совпадает со значением химического потенциала любого
состояния комплекса: F=nl=\i ( i = l , 2, . . . , п).

Соотношение (6.19) сопоставим с классическим определени-
ем свободной энергии F=U—TS. Сравнивая соответствующие
члены, можно предположить, что внутренняя энергия комплек-
са равна усредненной по состояниям комплекса энергии соответ-
ствующих состояний:

U = <£> = 2 PiE,, (6.20)

а энтропия комплекса определяется посредством соотношения

^ t , (6.21)

где по определению положено k=Q/T.
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Ниже мы покажем, что введенные в формулы (6.19) и (6.21)
функции F к S действительно обладают всеми свойствами, ха-
рактерными для свободной энергии и энтропии.

Как известно, одно из основных свойств энтропии состоит в
том, что для изолированной системы она монотонно возрастает
пока не достигнет в равновесном состоянии максимума. Чтобы
доказать это свойство для энтропии, необходимо ввести, как мы
увидим далее, более жесткое ограничение на систему дифферен-
циальных уравнений (6.1), чем принцип детального равновесия-
а именно

а ц = % , (6.22)

которое носит название принципа микроскопической обратимо-
сти [Ландсберг, 1974]. Таким образом, принцип микроскопичес-
кой обратимости постулирует симметричность матрицы коэффи-
циентов системы дифференциальных уравнений (6.1). При усло-
вии справедливости (6.22) эти уравнения будут иметь вид:

п

dpjdt = ^ <k! (Pi - Pi)- (6.23)

Несложно непосредственно проверить, что стационарное распре-
деление вероятностей состояний комплекса, получаемое, исходя
из этой системы дифференциальных уравнений, приравнивани -
ем производных нулю, есть равномерное распределение

(6.24)

Действительно, положив все р< равными друг другу, получим, что
правая часть (6.23) обращается в нуль.

Заметим теперь, что если справедлив принцип микроскопи-
ческой обратимости, то выполняется и принцип детального рав-
новесия. Действительно, как мы видели, принцип микроскопичес-
кой обратимости приводит к тому, что в стационарном состоянии
все вероятности равны друг другу, откуда следует справедли-
вость равенства

— atl = аир1 = ajtfj = ait — . (6.25)
п п

Но это и есть принцип детального равновесия. Очевидно, что из
справедливости принципа детального равновесия не вытекает
справедливость принципа микроскопической обратимости. В этом
смысле принцип детального равновесия представляет собой ме-
нее жесткое ограничение на исходную систему дифференциаль-
ных уравнений (6.1).

Сказанное приводит к тому, что и в рассматриваемом случае
справедливо равенство (6.8), откуда получаем

= 0. (6.26)
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Таким образом, если справедлив принцип микроскопической об-
ратимости, то это автоматически приводит к тому, что энергии
всех состояний равны друг другу. В силу этого для введенной
нами внутренней энергии имеем

Следовательно, и внутренняя энергия также не меняется при
функционировании комплекса, а это соответствует тому, что мы
рассматриваем изолированную систему.

Итак, покажем [см., например: Самойлович, 1955; Фейнман,.
1978], что комплекс, поведение которого описывается системой
уравнений (6.23), функционирует таким образом, что его энтро-
пия возрастает, причем только в стационарном состоянии она
принимает максимальное значение. Дифференцируя выражение

п

для энтропии 5 = — k 2 Pi ln Pi no времени, имеем

JS-=-. — k yt — \п Рс. (6.28)

Здесь учтено, что в силу условия нормировки 2 ^ 1 = ^ справед-

п do n

ливо равенство ^ — - = 0, в силу чего слагаемое — k 2 Р<х

d(lnPi) равно нулю.

Подставляя в соотношение (6.28) значения производных
dpjdt, даваемых уравнениями.(6.23), получим

~ = - * 5 1 1 5 1 " « (Р/—Рд\ ln Pi- <6-29)
dt *-* \ *—) I

Переставляя «немые» индексы суммирования i и / (величина
суммы при этом, естественно, не меняется), 'можно записать

= — k V I V аи (pi — pi) I ln P/. (6.30)
dt ~ \ <—* I

Складывая уравнения (6.29) и (6.30), деля сумму пополам, учи-
тывая соотношение (6.22) и частично перегруппировывая чле-
ны, находим

do i R ^ i v> /„ _ \ /1 — — 1 — — \ — г\ /С О 1 \

i i ^ i

Полученное выражение удобно тем, что из него легко усмотреть
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неотрицательность производной — . Действительно, в сумме
dt(6.31) каждое слагаемое неотрицательно. Если, например,

то и 1п/^>1п/?(. Аналогично, если pj<Zpt, то и \np}<.\npt. Равенст-
во нулю производной энтропии по времени наблюдается лишь
тогда, когда достигается равновесное (равномерное) распределе-
ние, даваемое соотношением pj=zpi=l/n (i, / = 1 , 2, . . . , га).
Таким образом, требуемое свойство энтропии доказано.

Докажем теперь аналогичное утверждение и для свободной
энергии. Именно, докажем, что, при условии справедливости
принципа детального равновесия, мультиферментный комплекс
функционирует таким образом, что его свободная энергия, опре-
деленная равенством (6.19), монотонно убывает во времени, до-
стигая своего минимального значения в стационарном состоя-
нии.

Предварительно запишем для свободной энергии комплекса
несколько иное выражение. Учитывая условие нормировки
^Pt = 1, а также то, что разность энергии двух состояний комп-
лекса согласно формуле (6.9) пропорциональна логарифму от-
ношения стационарных вероятностей этих состояний, для сред-
ней энергии комплекса имеем следующее выражение:

= E, + 9 In Pi - 6 2 Pi In Pi = fXi - 6 2 Pt \npt. (6.32)

Подставляя это выражение в соотношение (6.19), определяющее
свободную энергию комплекса, получим

F = сг+е 2 ^ in pf = ^ + е 2 -Pi in -&-, (б.зз)
P

где ц — значение химического потенциала, скажем, первого со-
стояния в стационарных условиях, или, что то же, стационарное-
значение свободной энергии комплекса.

Таким образом, разность текущего (в данный момент време-
ни) и стационарного значения свободной энергии равна

F - H ^ e ^ P / l n ^ , (6.34)
t=i P t

где рг—стационарные вероятности.
Итак покажем, что производная свободной энергии комплек-

са в силу системы уравнений (6.1) отрицательна всюду, кроме
стационарного состояния [см. также: Зельдович, 1938].

Беря производную от выражения (6.34) по времени и под-
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ставляя вместо производных их значения, определяемые

уравнениями (6.1), получим

(6.35)
«-1 L/=i J p'

Аналогично тому как мы доказывали экстремальность энтропии,
переставим немые индексы суммирования i и / (значение суммы
при этом не меняется) в правой части равенства (6.35):

^ = в 2

= _ 9 | j In i i 2 (адР/ - OoPi)- (6-36)

Складывая уравнения (6.35) и (6.36), деля сумму пополам и ча-
стично перегруппировывая члены, находим

= 1 2 (о/«Р/ - °чРд In - ^ • (6.37)

Учитывая теперь, что согласно принципу детального равновесия

-=- = — - , соотношение (6.37) можно переписать в следующем
Pt ait

виде

f" = — | 2 (Wi-atiPVn 7^->°- ( 6- 3 8)

Из полученного соотношения легко видеть, что производная сво-
бодной энергии в силу системы (6.1) неположительна. Действи-
тельно, каждое слагаемое этого соотношения имеет вид

(а—&)1п —. Следовательно, как в случае а>Ъ, так и в случае

ь
а<Ь каждое слагаемое положительно. Лишь в случае, когда а —
= Ь для каждого слагаемого, величина производной равна нулю.
Но равенство а=Ъ означает, что справедлив принцип детально-
го равновесия, т. е. а^,=а(}р{. Таким образом, величина F моно-
тонно уменьшается до тех пор, пока не наступит стационарное
состояние, в котором выполняется принцип детального равнове-
сия.
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В качестве простого примера, иллюстрирующего доказанные
в этом параграфе утверждения, рассмотрим фермент, превра-
щающий исходный субстрат S в продукт Р с образованием фер-
мент-субстратного комплекса

(1) Е* Х ' » . £ £ (2) (6.39)

Будем предполагать, что химический потенциал субстрата на-
много больше химического потенциала продукта, т. е. суммарная
реакция перехода субстрата в продукт необратима. Вместе с тем
несложно убедиться, что в предположении постоянства концент-
рации субстрата для ферментных форм справедлив принцип де-
тального равновесия. Действительно, кинетическое уравнение
для вероятности того, что фермент находится в состоянии фер-
мент-субстратного комплекса, имеет вид:

^ = *i [S] p a - ( * _ i +ft,)/»а. (6.40)
at

Откуда в стационарных условиях—^-=/г,[S]p,— (^i+^ 2 )P2=0
dt

или ki[S]pl=(kl-\-k2)pz, т. е. справедлив принцип детального
равновесия ai2pi = a2ip2, где alz=kl[S], a2i= (fe_i+£2). Согласно
(6.10) можно определить химические потенциалы обоих состоя-
ний по формуле

Hi = £t + einp,, ц 2 = £ 2 + 01пр2, (6.41)

где

1 2 ^
а21 «_! + й 2

Величина свободной энергии комплекса равна средней вели-
чине химических потенциалов состояний

2. (6.42)

Как было показано [см. формулу (6.38)], введенная величина
F монотонно уменьшается до тех пор, пока в системе не устано-
вится стационарное состояние. Отметим, что не для любой схе-
мы переходов комплекса можно ввести свободную энергию ука-
занным выше способом. Так, для схем (6.43) в случае (А) это
можно сделать, а в случае {Б) — нельзя.
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(6.43)

Действительно, толыш для случая (А) выполняется критерий
(6.7).

Покажем теперь, что химический потенциал отдельного со-
стояния комплекса можно определить не только как уц=Е{-\- Q\np{,
но и как частную производную от свободной энергии комплекса.
Для этого рассмотрим дифференциал свободной энергии комп-
лекса:

dF = d [ 2 Pt\4 ] = S MPt + 2 P'dM<. (6-44)

Но в силу определения химического потенциала />,с?ц,( = Qdp( и
я

поэтому, учитывая условие нормировки 2 Рс — 1 > имеем

2 Р4\ц = е | ] dp, = 0.
{=1 i=> 1

Следовательно, полный дифференциал свободной энергии
комплекса равен

dF = 2 МЛ- (6-45)

Отсюда вытекает, что химический потенциал i-ro состояния комп-
лекса равен частной производной от свободной энергии всего
комплекса:

& = -¥-, 1 = 1 , 2 , . . . , п. (6.46)

Так как свободная энергия комплекса минимальна в равновесии,
то необходимо, чтобы ее первый дифференциал был равен нулю,
а второй положителен, т. е.

>0. (6.47)

Учитывая условие нормировки, в силу которой ^Pidpi=Q, для

дифференциала dF получим следующее выражение:
п п я

dF = 2 ЫР{ = 2 № — Hi + »*»1 d / 7 ' = S fo*~ ^ ) d p / = °*

(6.48)
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В этом выражении все изменения вероятностей состояний dp,
произвольны, откуда немедленно следует, что для того, чтобы
это выражение было тождественно равно нулю, необходимо по-
требовать равенства друг другу химических потенциалов состоя-
ний комплекса ц(=ц.1- Поскольку выше уже была показана экви-
валентность принципа детального равновесия и равенства в рав-
новесии химических потенциалов отдельных состояний комплек-
са, то мы видим, что принцип детального равновесия может быть
получен как следствие экстремальности свободной энергии.

В заключение данного параграфа покажем, что средняя энер-
п

гия комплекса U = V EtPi> & также свободная энергия F комп-

лекса F = 2 V-iPt обладают свойством аддитивности в том смы-

еле, что если мультиферментный комплекс может быть представ-
лен как совокупность двух независимых подсистем (£) и (/)

Pn=Pi-Pj, (6.49)

то средняя энергия комплекса и свободная энергия комплекса
могут быть представлены в виде суммы соответственно средней
и свободной энергии подсистем:

и=и, + иг, (6.50)

F=Ft+F2. (6.51)

Докажем сначала аддитивность средней энергии комплекса.
Рассмотрим разность энергий двух состояний комплекса и вос-
пользуемся равенством (6.9), связывающим между собой раз-
ность энергий отдельных состояний комплекса и соответствую-
щие стационарные вероятности:

Рц

^ f ^ - £ 9 . (6.52)
P/

В соотношениях (6.52) индексы i и s относятся к первой подси-
стеме, а индексы / и q — ко второй. Полученное выражение по-
казывает, что в случае независимости подсистем энергия отдель-
ного состояния комплекса равна сумме энергий подсистем:

(6.53)

С учетом этого свойства для средней энергии комплекса имеем
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=* 2 (Et+Ei)p,p,=
'./=1 './=1

Таким образом, аддитивность средней энергии комплекса дока-
зана. Для свободной энергии комплекса можно записать сле-
дующие соотношения:

F = £ Sl Й

М= 2 (Hi + Е/ + 0 In PiPdPtPj^ 2 (Iх' + I*/)W/ =

= 2 т + 2 м>/= F i + F«- (6-54)

Здесь, как и ранее, индекс t относится к первой подсистеме, а
индекс / — ко второй. В первом равенстве использовано опреде-
ление (6.10) химического потенциала состояний комплекса; во
втором равенстве учтена независимость подсистем (6.49);
в третьем равенстве также учтено определение химического по-
тенциала (6.Ш).

Таким образом, свободная энергия комплекса также являет-
ся аддитивной величиной. Несложно заметить, проделав выклад-
ки (6.52) — (6.54) в обратном порядке, что из аддитивности сред-
ней энергии комплекса и свободной энергии комплекса следует
независимость подсистем комплекса. В этом смысле аддитив-
ность этих величин может служить критерием независимости
подсистем.

Итак, подведем итог сказанному. Исходя из принципа де-
тального равновесия мы ввели химические потенциалы отдель-
ных состояний мультиферментного комплекса, которые равны
друг другу в равновесии. Исходя из химического потенциала от-
дельного состояния комплекса мы ввели свободную энергию все-
го комплекса как среднее значение химического потенциала по
всем состояниям комплекса. Оказалось, что химический потен-
циал отдельного состояния в свою очередь может быть введен
как частная производная свободной энергии по вероятности i-ro
состояния комплекса. Таким образом, все свелось к функции на
состояниях комплекса — свободной энергии, которая минималь-
на в равновесии. При произвольных начальных условиях свобод-
ная энергия комплекса монотонно уменьшается во времени и при-
нимает постоянное значение, в стационарном состоянии. Если
вместо принципа детального равновесия требовать выполнения
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более жесткого условия — принципа микроскопической обрати-
мости, то в этом случае величина энтропии монотонно увеличи-
вается во времени. Выполнение принципа микроскопической об-
ратимости эквивалентно постоянству средней энергии комплекса^
и, следовательно, изменение во времени энтропии и свободной

энергии комплекса происходит в противофазе: — =

_ d(U — TS\ _ _rpdS_^ Наша ближайшая цель состоит в том,
dt dt

чтобы более подробно изучить процесс релаксации к стационар-
ному состоянию.

6.3. Релаксация к стационарному состоянию

Ниже мы покажем, что если выполняется принцип детально-
го равновесия, то матрица коэффициентов системы дифферен-
циальных уравнений (6.1) обладает действительными и неполо-
жительными собственными значениями. Это означает прежде
всего, что стремление комплекса к стационарному состоянию, в
котором выполняется принцип детального равновесия, будет
экспоненциальным, причем невозможны затухающие колебания.
Иными словами, при отклонении от стационарного состояния
комплекс будет экспоненциально быстро возвращаться в исход-
ное состояние:

2t)e~ht. (6.55)

Здесь pi — стационарная вероятность i-ro состояния комплекса,
Qi(t) —многочлен переменной t степени не выше, чем кратность
характеристического числа h-

Возможно несколько различных доказательств этого факта.
Мы рассмотрим доказательство, в котором в явном виде вычис-
ляются величины характеристических чисел.

Предварительно запишем систему дифференциальных урав-
нений (6.1) в несколько ином виде:

dPildt = 2 (cttipj - aliPi) = g bijph (6.56)

где величины £>„• определены равенствами

( а,и i=hi
Ъц=\ V n V h (6.57)

Заметим, что через введенные величины принцип детального рав-
новесия можно записать в виде

Ьцр1=Ьцр(. (6.58)
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Для доказательства действительности и неположительности ха-
рактеристических чисел подставим в систему уравнений (6.56)
искомое решение в виде р<=а,-е~х\ где а( и % — постоянные, тре-
бующие определения. После сокращения левой и правой части
на е~и получим

(6.59)

С учетом формулы (6.57) это равенство можно переписать так-
же в виде

Ьц<х,- — ( 2 Ьц\ at = 2 (Ьца; — b/{ai) = — hxt. (6.60)

Умножив и разделив каждый член этого равенства на значение
стационарной вероятности (pt>0), получим следующее соотно-
шение:

2 {biipjOCj/Pi - bjip

= 2 btlpi («y/Fj — atfpt) = —Xp~t—. (6.61)

t) =

Здесь учтено, что согласно принципу детального равновесия чле-
ны btjpj и bjipt равны друг другу. Обозначим для краткости

спю* = Ь„р,= Ь„р,=с», $rv = ajpu (6.62)

равенство (6.61) можно записать в виде

2 (6.63)

Умножив каждое уравнение (6.63) на соответствующую комп-
лексно сопряженную величину р;* и сложив все уравнения, полу-
чим

2 СИ (Р/ - Р*)Р* = - ^ 2 ЛIP* I2- (6-64)
i.i=i f=i

Поменяв немые индексы в левой части полученного уравнения и
воспользовавшись симметричностью матрицы С{сц=с#), полу-
чим

= - ^ 2 * I р < I2- (6-65)

Сложив соотношения (6.64) и (6.65), несложно найти для вели-
чины X следующее выражение:
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2 'M(P/-P/)(PI'-P'/) S ««iPz-p/i1

i=! = ii=L . (6.66)

2
( = 1 fr=l

Числитель и знаменатель этого выражения — действительные и
неотрицательные числа, отсюда следует, что величина К — веще-
ственная и неотрицательная. Заметим, что если не интересовать-
ся численным значением собственных значений, то веществен-
ность собственных значений можно доказать значительно проще
[см., например: Жаботинский, 1974]. Для этого достаточно по-
казать, что матрица переходов системы уравнений (6.56) подоб-
на некоторой симметричной матрице S. Так как все собственные
значения вещественной симметричной матрицы являются веще-
ственными числами, а собственные числа подобных матриц рав-
ны друг другу, то собственные значения матрицы В также будут
вещественными числами. В силу принципа детального равнове-
сия матрица G = BD является симметричной матрицей, где D —
диагональная матрица равновесных (стационарных) значений
вероятностей {О}«;=рД,. Действительно, ее элементы, находя-
щиеся симметрично относительно главной диагонали, в силу
принципа детального равновесия равны друг другу:

gti = biiPi — ЬцРс = gjt. (6.67)

Выберем матрицу S, о которой говорилось выше следующим об-
разом. Умножив равенство G=BD слева и справа на матрицу

}ц = _ в/у, имеем} _

-L _L ,. L L
D rGD 3 = D a BD*. (6.68)

Обозначая левую часть этого равенства через матрицу 5, полу-

чим S=D * BD2, откуда

B = D 2 5 D ~ 2 , (6.69)

но это и означает, что матрица В подобна симметричной матри-
це 5. Уже отсюда можно сделать вывод, что собственные значе-
ния матрицы В — отрицательные (неположительные), поскольку
в противном случае величины pt(t) описывались бы выражением,
которое стремится к оо при увеличении времени, что невозможно.
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6.4. Энтропия комплекса

Согласно результатам, полученным в данной главе, величину
Л

— й 2 P^nPi можно отождествить с энтропией комплекса. Дан-
ный параграф посвящен рассмотрению свойств энтропии, опре-
деленной этой формулой с целью подтверждения согласованно-
сти этого определения со свойствами энтропии, известными из
феноменологической термодинамики.

Прежде всего несложно убедиться, что энтропия —величина
вещественная и неотрицательная, причем минимальное значение,
равное нулю, она принимает только тогда, когда вероятность од-
ного из состояний комплекса равна единице.

Более сложно доказать, что свое максимальное значение
энтропия принимает только для случая, когда вероятности всех
состояний комплекса равны друг другу. Для доказательства
этого факта [Боровков, 1976] рассмотрим функцию f(x)=x\nx
на отрезке [0, 1]. Несложно убедиться, что на этом отрезке функ-
ция f(x) выпукла вниз, следовательно, по определению выпук-

п

лой функции для любых <7,->0 таких, что 2 Qi — 1 и Д л я *i>0 вы-

полняется неравенство

Полагая в этом соотношении qt= —, xt = pu получим:
h

(6.71)

или, учитывая, что 2 Pi= 1 и что —V— In — =ln n, имеем требуе-
,- '-J п п

мое неравенство

1пп> — 2 ^ 1 п Л - ( 6 7 2 )

Докажем теперь свойство аддитивности энтропии комплекса,
которое состоит в том, что энтропия комплекса из двух незави-
симых подсистем равна сумме энтропии подсистем. Этот резуль-
тат легко может быть выведен из аддитивности средней и сво-
бодной энергии [см. формулы (6.50), (6.51)], однако мы рас-
смотрим прямой вывод. Пусть индекс i остносится к первой под-
системе, а индекс / — ко второй. Тогда для энтропии комплекса
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имеем

S = - k2 pu In p ( 7 i i - Л 2 ЛР/(In Л + In p/) =

= - k 2 P< In л - ft S Pj In P / = Sx + S2. (6.73)

Здесь в первом равенстве мы воспользовались независимостью
подсистем pv=PiPj.

Если подсистемы зависимы, то энтропия комплекса, вообще
говоря, уже не превосходит суммы энтропии подсистем [см., на-
пример: Боровков, 1976]. Для доказательства этого факта пред-

п п

варительно отметим следующее. Если 2 Pi = 2 ^' = * • т о в с е г '

да справедливо неравенство

или 2 р < ^ (>
Это неравенство следует из выпуклости вверх функции In x, в си-
лу которой при любых х{^0 справедливо неравенство [см. фор-
мулу (6.70) ]:

q.
Полагая в этом неравенстве Xi = — , получим формулу (6.74).

Pi
С учетом формулы (6.74) имеем

S = — k 2 Pu In Pa <—k^ptj\n (pipj) =
i.l i.J

= — k 2 Pn\npi—k 2 p</ in />/ = — £ 2 p ' l n P<—

(6.76)

Таким образом, действительно энтропия комплекса не превос-
ходит суммы энтропии подсистем.

Рассмотрим теперь следующую задачу. Найти максимум
энтропии при условии, что фиксирована средняя энергия комп-
лекса:

= U, 2 ^ = 1. (6.77)

Для решения этой задачи составляем функцию Лагранжа:
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PtEi—U

>extr, (6.78)

в которой Ki и Л2— «неопределенные» множители.
Приравняв производные функции Лагранжа к нулю, имеем

— = — k{\np(+l) +X 1 £, + Xa = O. (6.79)

Откуда

Pt = e * . (6.80)

Учитывая условие нормировки 2 Р ' = Ь получим для величины

е * следующее выражение:

W • ( б - 8 1 >

Следовательно, для вероятностей, удовлетворяющих условию
максимума энтропии, при условии, что средняя энергия фикси-
рована имеем каноническое распределение Гиббса [см. формулу
(6.14)]:

P : U (6.82)U
/ • = 1

Из написанной формулы следует, что величина —Xt может быть
выбрана одной и той же для всех состояний сразу. Эта величи-
на играет роль обратной температуры. С учетом сказанного фор-
мулу (6.82) можно записать также в виде

fEilkT

Заметим, что при нахождении экстремума функции Лагран-
жа мы искали по существу экстремум свободной энергии, рав-
ной

Pt \npt.

Таким образом, условный экстремум энтропии при постоянстве
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средней энергии комплекса равносилен безусловному экстрему-
му (минимуму) свободной энергии, что и обусловливает роль по-
следней.

Рассмотренные нами свойства энтропии — ее аддитивность,
стремление к максимуму в изолированной системе (6.31) гово-
рят о естественности введенного нами определения.

Далее мы рассмотрим различные представления для произ-
водства энтропии, позволяющие выделить несколько эквивалент-
ных наборов «сил» и «потоков».

6.5. Производство энтропии

В термодинамике необратимых процессов основную роль иг-
рает производство энтропии, которое характеризует степень не-
обратимости протекания процесса [Пригожий, 1960; Де Гротт,
Мазур, 1964; Рубин, 1984]. Рассмотрим основные вопросы тер-
модинамики необратимых процессов на простейшей модели муль-
тиферментного комплекса. Наша ближайшая цель состоит в том,
чтобы доказать следующее основное утверждение.

Если справедлив принцип детального равновесия, то произ-
водство энтропии может быть рассчитано по одной из следую-
щих формул:

d i S AF П • Р,

vn
(6.84)

Предварительно докажем, что для мультиферментного комп-
лекса, кинетика которого может быть описана системой урав-
нений (6.1), всегда справедливо следующее равенство:

1= Т 2 la"Pt ~ a

1,1

2 ',/
(6.85)

где jii—химический потенциал t'-ro состояния комплекса, pt—
вероятность того, что комплекс находится в t-м состоянии.

п

Подставляя в выражение — 5J ViP( значения производных,

даваемых соотношением (6.1) и раскрыв скобки, получим:
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n n г n -|

— 2 v*pt= — 2 Iх* 1 2 (a/'P/—°w<) =
i=i <=i L/=x J

\4aitPi + Zi V4auPi- (6.86)

Поменяв немые индексы i и / во втором слагаемом и вынося за
скобки а^ри получим

— 2 № = 2 aupi (vi—и*)=2 (R—и-о х

(6.87)

Здесь в первом равенстве произведен переход к упорядоченным
индексам суммирования, а во втором равенстве — обратный пе-
реход к неупорядоченным индексам.

Несложно заметить, что в проведенных выкладках нигде не
использовалось то, что ц4—химический потенциал i-ro состояния
комплекса. Существенно также, что окончательный результат ве-
рен независимо от того, что оба коэффициента aih % или лишь
один из них равен нулю.

Если теперь учесть, что jx< — химический потенциал i-ro состоя-
ния комплекса, для которого справедливо соотношение

ц , - ц у = £ , - £ / + 0111-^=011! -^ - , (6.88)

то равенство

7 S (Уи - Vu) (* - V4) = 1 2 (Ун - Vu) In -£*- (6.89)
2 г V
7 1 £
2 t.i г t.i VH

" • Pt
становится очевидным. Покажем теперь, что 0 ^ Pi 1° ~ =

~ 2 P'W- Имеем

"<

(6-90)
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Здесь в первом равенстве мы прибавили и вычли 1п(—•) ; во

втором учли, что в силу условия нормировки 5] dpi=O; в третьем

равенстве учли, что согласно принципу детального равновесия
отношение стационарных вероятностей равно отношению соот-
ветствующих констант скорости; в четвертом — определение раз-
ности химических потенциалов (6.88); в пятом равенстве вос-
пользовались тем, что ^ dpi = 0.

Таким образом, цепочка равенств в выражении (6.84) дока-
зана. Подчеркнем, что во всех равенствах, кроме (6.85), суще-
ственным является справедливость принципа детального равно-
весия.

Как известно, из термодинамики необратимых процессов
[Пригожий, 1961] выражение для производства энтропии дается
суммой членов, каждый из которых имеет вид «сила» X «поток».
Равенство (6.84) говорит о том, что следующие наборы потоков
и сил являются эквивалентными:

i - vJt, ein-^J
' (6.91)

Наиболее естественной интерпретацией в терминах «сил» и «по-

dF "

токов» является выражение = — 2 V-tPi- Действительно,

считая, что свободная энергия зависит только от вероятностей
состояний F=F (pi, ..., рп), для скорости изменения свободной
энергии комплекса имеем

& _ у dF dpt
dt 2* dpt dt

Аналогично тому как в механике производная потенциальной
энергии по координате есть сила, так и в рассматриваемом слу-

чае естественно назвать величину ц* = — силой, обусловливаю-
др(

щей химические превращения.
Обратим внимание на то, что число слагаемых в выражении

(6.84) для различных представлений производства энтропии че-
рез силы и потоки существенно отличается друг от друга. Если в

выражениях — ^ Р№ и 2ii Pt^n~Tir~ число слагаемых равно чис-

лу состояний комплекса, то в остальных случаях число слагае-
мых равно числу возможных переходов между состояниями
комплекса при условии, что в рассматриваемых суммах не учи-
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тываются одинаковые слагаемые. Ясно, что эти различия в чис-
ле потоков и сил связаны с тем, что в первом случае потоки и си-
лы связаны с изменением заселенности отдельных состояний
комплекса, в то время как во втором случае рассматриваются
реакции, приводящие к изменению этих заселенностей.

В качестве иллюстрации к сказанному рассмотрим два при-

мера. Для простейшей реакции перехода В в С В г* С можно

записать следующее дифференциальное уравнение
dBldt = k-lC—kiB. (6.92)

Поскольку общая скорость данной реакции равна разности ско-
ростей реакции в прямом и обратном направлениях У=
= k^C—&,В, а сродство реакции равно A = [ic—\xB, то производ-
ство энтропии может быть записано в следующем виде:

р = Л . У = ( * _ , С — k ^ h i c — ц в ) . (6.93)

Однако, согласно равенству (6.92) разность k-iC—kiB есть не
что иное, как производная

<№_ _ dC

dt ~ dt

Поэтому величину производства энтропии можно записать так-
же в виде

Таким образом, имеем следующее тождество:

А • V = -рМ - к ^ - = / А +JtXt. (6.95)
dt dt

Как видно, число сил и потоков в приведенных нами представле-
ниях различно.

В качестве второго примера рассмотрим переходы комплекса,
в котором одна стадия обратима, а другая нет:

(1) £ (2) ̂  (3). (6.96)

Для простоты обозначений при написании констант скорости
двойные индексы не используются.

Для производства энтропии имеем следующее выражение:

— kiPi) —

Pi =

\h) (b-iPt — *iPi) + (14 — h.) hPt =
(6.97)
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Здесь в первом равенстве мы подставили вместо производных их
значения, даваемые системой уравнений, описывающих функцио-
нирование комплекса согласно схеме (6.96).

Таким образом, равенство (6.85) не зависит от справедливо-
сти принципа детального равновесия.

6.6. Принцип детального равновесия
и обратимость во времени

Рассмотрим теперь связь принципа детального равновесия с
обратимостью во времени функционирования комплекса. В этом
параграфе переходы между состояниями мультиферментного
комплекса будем рассматривать как случайный процесс | , (см.
гл. 2).

Согласно принципу детального равновесия
(6.98)

где pi=P{h = i} — стационарная вероятность застать комплекс
в t-м состоянии.

Величина константы скорости перехода комплекса из t-ro со-
стояния комплекса в /-е есть не что иное, как плотность соот-
ветствующей вероятности перехода (см. гл. 2):

atj = hm — - — = hm . (6.99)
<->о t <-х> t

Как мы увидим далее, принцип детального равновесия наклады-
вает на переходные вероятности вполне определенное ограниче-
ние, которое сводится к тому, что функционирование комплекса

/ dp, \
в стационарных условиях I =01 должно быть обратимым

во времени. Обратимость во времени означает, что в стационар-
ных условиях для любых двух состояний i и / вероятность следо-
вания состояния i за состоянием / совпадает с вероятностью сле-
дования состояния / за состоянием i.

Для дальнейшего рассмотрения необходимо проанализиро-
вать переходные вероятности. Вероятность того, что комплекс в
момент времени t находится в /-м состоянии, при условии что в
исходный момент времени он находился в i-м состоянии, равна

(6.100)

Здесь в первом равенстве мы воспользовались определением ус-
ловной вероятности [Р(А/В) =Р(АВ)/Р(В)]; во втором равенст-
ве записали вероятность пересечения двух событий через услов-
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ную вероятность [Р(АВ)=Р(А/В) Р(В)]; в третьем равенстве
воспользовались однородностью во времени рассматриваемого
процесса и сместили начало отсчета времени. В последнем ра-
венстве появилась переходная вероятность процесса с обра-
щенным временем—P(|_, = t|go = /), в которой нас интересует
состояние комплекса в «прошлом» при условии, что известно его
состояние в настоящий момент времени £=0. Заметим, что запи-
санное соотношение справедливо для любого однородного во вре-
мени марковского процесса и является в этом смысле тождест-
вом. Поскольку нас будет интересовать поведение комплекса в
стационарных условиях, то соотношение (6.100) можно перепи-
сать также в следующем виде:

р„ (о = Ц- Р (и = i | £0 = /) = U- Рц (-1) или

PiPiiW^PiPA-t). (6.101)

Рассмотрим теперь принцип детального равновесия (6.98). Ле-
вую часть равенства (6.98) с учетом формулы (6.101) можно за-
писать в следующем виде:

h m p / h m (6.102)

Сравнивая это выражение с величиной, стоящей в соотношении
(6.98) справа

PAt-P! 1Ы Р(Ь = '\Ь = П ( 6 Л 0 3 )

получим, что принцип детального равновесия эквивалентен сле-
дующему равенству:

lim Р (Ъ = I \ | 0 = /) = lim P {U = 111, = /). (6.104)

Ограничившись достаточно малыми интервалами времени, это
равенство можно переписать в виде

Pih = l\b = J)~P(l-t = i\lo=i). (6.105>

Это равенство показывает, что если точио известно состояние
мультиферментного комплекса в нулевой момент времени ( | 0 =
= /), то комплекс с равной вероятностью попал в это состояние
из состояния i или перейдет в t-e состояние за промежуток вре-
мени t.

Воспользовавшись определением условной вероятности, по-
следнее соотношение можно записать также в виде

i, £.=/) =P(l-t = i, h=i) =P(h=i, Ь-}). (6.106)

Таким обраом, в стационарных условиях для любых двух состоя-
ний i и j вероятность следования состояния i за состоянием /
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i; \X
совпадает с вероятностью сле-
дования состояния / за состоя-
нием i (см. рис. 29).

Можно видеть, что если
комплекс функционирует так,
что для достаточно малых
интервалов времени справед-
ливо условие обратимости
функционирования комплекса

-t о t
, )

Время = P ( g , = j , g( = 0, (6.107)

Рис. 29. К обратимости случайного
процесса то справедлив принцип де-

тального равновесия.
Действительно, запишем равенство (6.107) через условные

вероятности:

Р (Ь = /7Ь> = i)P (U = i) = P & = Шо = / ) р (U = /)• (6-108)

Для достаточно малого промежутка времени t [см. (6.99) ]

Поэтому это равенство можно переписать в виде

«.iPi=«jiPj. (6.110)

Таким образом, условие обратимости (6.107) означает равный
обмен между различными состояниями комплекса. Ясно, что при
таком обмене заселенность каждого состояния комплекса неиз-
менная, т. е. реализуется стационарное состояние.

Заключение

В ряде случаев функционирование мультиферментного комп-
лекса происходит таким образом, что, несмотря на неравновес-
ный характер всей системы в целом, наблюдается тем не менее
равновесие между ферментными формами комплекса. Типичным
примером такого рода является обычная ферментативная реак-
ция, в результате которой происходит превращение исходного
субстрата S в продукт Р: S+E+±ES^E + P. Несмотря на то что
в целом суммарная реакция перехода S в Р необратима, тем не
менее в предположении постоянства концентрации субстрата
можно считать, что в стационарном состоянии устанавливается
равновесие по ферментным формам. В результате этого в ряде
случаев в стационарном состоянии для ферментных форм спра-
ведлив принцип детального равновесия. Иными словами, в ста-
ционарном состоянии скорость перехода одного состояния комп-
лекса в другое в точности равна скорости перехода второго в
первое.
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Мультиферментный комплекс, осуществляющий перенос
электронов, является удобной моделью для анализа различных
понятий феноменологической термодинамики. Ввиду линейности
кинетических уравнений можно детально проанализировать во-
прос о существовании химического потенциала в неравновесных
условиях, об экстремальности термодинамических потенциалов
и о релаксации к стационарному состоянию и др. Оказывается,
что во всех этих вопросах основную роль играет принцип де-
тального равновесия. По существу, в данной главе рассмотрены
условия, когда марковская цель с конечным числом состояний
обладает термодинамическим поведением. На основе принципа
детального равновесия можно относительно просто вычислить
вероятности различных состояний комплекса, что, по-видимому,
является одним из наиболее эффективных применений этого
принципа. Это связано с существованием в рассматриваемом слу-
чае функции состояния — энергии комплекса. Следует, однако,
иметь в виду, что на самом деле введенные величины энергий
различных состояний комплекса не являются постоянными, а за-
висят (в ряде случаев) от концентрации субстратов.

Глава 7

МЕТОДЫ ОЦЕНКИ ВЕРОЯТНОСТЕЙ
СОСТОЯНИЙ КОМПЛЕКСА

Если комплекс состоит из большого числа переносчиков элек-
тронов, то число состояний мультиферментного комплекса вели-
ко. Поэтому непосредственное нахождение вероятностей этих со-
стояний сталкивается со значительными вычислительными труд-
ностями. В связи с этим целесообразно иметь простую оценку для
этих вероятностей. Необходимость простой оценки для вероятно-
стей состояний комплекса следует также и из того, что для гра-
фа с большим числом вершин и обратных связей величины ве-
роятностей состояний являются достаточно сложными функция-
ми констант скорости; это приводит к определенным трудностям,
при их аналитическом изучении. Основное требование к оцен-
кам — их простота. В данной главе выведены неравенства, оце-
нивающие вероятности состояний комплекса молекул-переносчи-
ков. Основное внимание уделяется получению локальных оце-
нок, в которых фигурируют только константы скорости перехода
комплекса в данное состояние или ближайшие к нему. Рассмат-
риваются также глобальные оценки, для получения которых су-
щественно используется информация о всех состояниях комп-
лекса.
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Выведенные неравенства применяются для оценки скорости
переноса электронов через комплекс, для ответа на вопрос о
возможности того или иного состояния комплексов, для упроще-
ния исходной системы алгебраических и дифференциальных
уравнений и т. п.

7.1. Экспоненциальные оценки

Как и ранее, состояния комплекса 5,, . . . , Sn будем обозна-
чать цифрами 1, . . . , п, а вероятность того, что комплекс пере-
носчиков находится в St-u состоянии в момент времени t —через
P(SU t)=Pi(t).

Система дифференциальных уравнений с постоянными коэф-
фициентами относительно вероятностей pt(t) имеет вид

dpt/dt = - kupt + 2 kjtpi, i = 1, 2, . . . , n, (7.1)

где kji— константа скорости перехода комплекса из /-го состоя-

ния в 1-е; &,-,=2 hi- Пользуясь неравенством
1ф i

2 kjtPjit) < [ S Pi(t)] maxkit, (7.2)

а также тем, что в силу условия нормировки

2 Р/С) = 1 - P i ( 0 . (7-3)
i*i

можно получить дифференциальное неравенство для вероятно-
сти р(:

dptldt ^ — kuPt + (1 — pi) max k№. (7.4)
/#<

Умножая полученное дифференциальное неравенство с посто-
янными коэффициентами вида

dxfdt<a—(a+b)x (7.5)

слева и справа на величину e{a+b)t и замечая, что

d [х eW]/dt = dx/dt

получим

d[x e

Интегрируя это неравенство, найдем

х

Откуда
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i, время i, время

Рис. 30. Область значений Pi(t), выде-
ляемая неравенством (7.6)

Рис. 31. Иллюстрация того факта, что
если начальное условие для вероятно-
сти Pi(t) меньше стационарной оценки
(7.7), то и для любого момента време-
ни эта вероятность также меньше этой
стационарной оценки

Рис. 32. Область значений Pi(t), вы-
деляемая неравенствами (7.10)

t, время 1

Таким образом, вероятность интересующего нас i-ro состояния
может быть всегда оценена сверху [Венедиктов, Шинкарев,
1979]:

+ \Pi(Q) . . U , (7.6)

где Pi(0) —значение вероятности i-ro состояния в нулевой мо-
мент времени; т = max kjt— максимальная из констант скорости

«притока» в данное t-e состояние; ku = 2 hi-

Это и есть искомое неравенство для вероятности отдельного
состояния. На рис. 30 заштрихована область, выделяемая нера-
венством (7.6).

Из неравенства (7.6) вытекает, что стационарная вероятность
1-го состояния (̂ -»-оо)

Pi- (7.7)

всегда меньше единицы и стремится к нулю при увеличении от-
ношения суммы всех констант скорости перехода из данного i-ro
состояния к максимальной из констант скорости перехода в это
состояние. При этом если вероятность р{ в начальный момент
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времени /=0 не превосходит величины стационарной оценки
т , то она меньше этой величины и в любой мо-

/71+,

мент времени t (рис. 31):

Далее видно, что скорость стремления к стационарной оценке со-
гласно формуле (7.6) зависит от суммы величин т и kiU в то вре-
мя как сама величина оценки зависит от их отношения. Следо-
вательно, увеличение всех констант скорости в одно и то же чис-
ло раз не изменит величины стационарной оценки, однако уве-
личит скорость стремления к ней, что эквивалентно соответст-
вующему изменению масштаба времени. Из вида стационарной
оценки (7.7) следует, что вероятность t-ro состояния мала тогда,
когда велико отношение k«/m, т. е. когда сумма всех констант
скорости «оттока» из данного состояния существенно больше,
чем максимальная из констант скорости «притока» в это состоя-
ние. Значит, малую величину вероятности состояния можно обе-
спечить либо уменьшением максимальной из констант скорости
перехода комплекса в данное состояние, либо увеличением кон-
стант скорости перехода из выделенного состояния во все другие
состояния комплекса.

Аналогично тому как была получена верхняя оценка для ве-
роятности i-ro состояния, но не используя условие нормировки,
можно получить экспоненциальную оценку:

Pi(t)>Pi(0)e~kui. (7.9)

Таким образом, для вероятности t-ro состояния комплекса имеем

(7.10)

Неравенство (7.10) является основным во всех дальнейших при-
ложениях. Ширина «коридора» Д, внутри которого находится
вероятность рассматриваемого состояния, зависит как от отно-
шения m/kiit так и от начальных условий для этой вероятности:

А = — 2 L - (1 - е-(т^М) + Л (0) (е-^к"){ - Г*"). (7.11)
m + k

Следовательно, при m/ki{-+-0 ширина «коридора» Д стремится к
нулю, и в этом случае имеется практически точная информация
о поведении вероятности рассматриваемого состояния. На рис. 32
показано, как выведенные неравенства могут быть использова-
ны для оценки вероятности t-ro состояния.

Рассмотрим несколько примеров применения выведенных не-

равенств. 1. Пусть граф состояний имеет вид: -»• 0 -•-. Для веро-
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ятности первого состояния, согласно формуле (7.10) можно
написать

•' <РЛ*)<:—+ \Pi (0) — — 1 е-101'.

Мы видим, что стационарная оценка в данном случае является
неэффективной. Это значит, что, используя локальный подход,
когда вероятность интересующего нас состояния оценивается ис-
ходя лишь из уравнения для этого состояния, а в самой оценке
фигурируют лишь константы скорости «притока» и «оттока» для
данного состояния, нельзя рассчитывать на то, что верхняя оцен-
ка даст значение, близкое к истинному. Она может лишь указать
тот предельный уровень, выше которого стационарная заселен-
ность данного состояния быть не может. Совершенно очевидно,
что если стационарная вероятность состояния, переходящего в
первое состояние с константой скорости 100, равна нулю, то и
вероятность первого состояния также равна нулю. 2. Пусть граф

состоянии комплекса имеет вид: —*•()-*• Для вероятности пер-
1

вого состояния, согласно выражению (7.10), можно написать:
1/Ю0 + [МО) — 1/Ю1] е-101'.

В рассматриваемом случае эффективной является как нижняя,
так и верхняя оценки. Следовательно, здесь локальный подход
позволяет достаточно хорошо оценить вероятность рассматривае-
мого состояния. Заметим, что согласно выражению (7.6) величи-
на верхней оценки не изменится, если считать, что в первое со-
стояние переходит произвольное число состояний с константами
скорости, меньшими, чем 1. Действительно, в этом случае макси-
мальная из констант скорости «притока» в данное состояние по-
прежнему равна 1, и, таким образом, величина оценки не изме-
нится. 3. В качестве последнего примера рассмотрим граф со-
стояний комплекса, у которого к интересующему нас 1-му состоя-
нию подходит 100 состояний с одинаковыми константами скоро-
сти, а оно в свою очередь переходит в 20 других состояний с те-
ми же константами скорости.

1001.

Тогда неравенство (7.10) для вероятности застать комплекс в
1-м состоянии в момент времени t имеет вид

0< 1/21

Вероятность состояния I в стационарном состоянии не превыша-
ет 1/21. На первый взгляд полученный результат несколько не-
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обычен, поскольку интуитивно кажется, что в рассматриваемом
случае стационарная вероятность должна быть близка к едини-
це, вследствие того что число состояний, в которые оно перехо-
дит, существенно меньше числа состояний, которые переходят в
1-е состояние, а величины констант скорости в обоих случаях
одинаковы. Полученный результат находит простое объяснение.
Исходя из схемы существует по крайней мере 100 отличных от
/-го состояний с ненулевыми вероятностями застать в них комп-
лекс. Поскольку сумма всех вероятностей комплекса равна еди-
нице, то это приводит к уменьшению вероятности /-го состояния.

Прежде чем вывести оценки для вероятности суммы состоя-
ний, отметим, что в силу несовместности отдельных состояний
комплекса вероятность суммы состояний равна сумме вероятно-
стей состояний. Это позволяет для получения необходимых оце-
нок воспользоваться системой дифференциальных уравнений
(7.1). Кроме того, отметим также тот простой факт, что если име-
ется верхняя оценка для суммы вероятностей, то эта же оценка
справедлива и для каждого слагаемого и, наоборот, из нижней
оценки для одного слагаемого следует справедливость этой оцен-
ки и для всей суммы.

Совершенно аналогично тому как это было сделано при вы-
воде неравенства (7.10), можно получить верхнюю и нижнюю
оценки и для вероятности суммы произвольных г состояний комп-
лекса P(5 { l+S,-2+ . . . + Stl, t), l<it<i2< ... <ir<n, суммируя
необходимые уравнения из системы уравнений (7.1).

Для удобства обозначений будем считать, что нам необходи-
мо получить оценку лишь для вероятности суммы первых г со-
стояний. Просуммировав дифференциальные уравнения (7.1)
для вероятностей pit i=\, 2, .. ., г этих состояний и приводя по-
добные члены, получим дифференциальное уравнение для сум-
мы этих вероятностей:

d(Pi+ ••• + pr)/dt = — £uPi + • • • — knPr +

Здесь k'it —сумма всех констант скорости, с которыми £-е со-
стояние ( l<i«:r) переходит в состояния, не принадлежащие вы-
деленным r-состояниям. Исходя из выражения (7.12) выведем
оценки для суммы вероятностей ри ..., рт. Среди вероятностей
Pi, j>r нет вероятностей таких, что их индексы меньше г, поэто-
му, пользуясь неравенством

1>' 1—1

следующим из условия нормировки
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(7.14)

а также тем, что

' + • • • +

можно получить дифференциальное неравенство для суммы ве-
роятностей:

где а!— максимальная из сумм констант скорости, с которыми
комплекс переходит в выделенные г состояний исходя из осталь-
ных состояний; Ь1— минимальная из сумм констант скорости, с
которыми выделенные г состояний переходят во все остальные
состояния. Решая это дифференциальное неравенство, получим
верхнюю оценку для вероятности суммы состояний [Шинкарев,
1978; Венедиктов, Шинкарев, 1979]:

(7.15)

Здесь

Все сказанное выше для вероятности отдельного состояния
дословно переносится на рассматриваемый случай.

В качестве примера применения оценки (7.15) рассмотрим
граф состояний, соответствующий переносу электронов в комп-
лексе трех одноэлектронных переносчиков в отсутствие коопера-
тивное™

Найдем оценку для состояний 100 и 101, из которых возмо-
жен переход по константе скорости kz. В эти два состояния ведут
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константы скорости kt и k3, поэтому а 4 = т а х (ku k3). Рассматри-
ваемые состояния 5 и 6 переходят в остальные состояния с кон-
стантами скорости k2, поэтому bi=ki. Следовательно, согласно
формуле (7.15) имеем

t , k3)

*2 -f max (klt k3)\

Это неравенство показывает, что если константа скорости k2 су-
щественно больше констант скорости k{ и ks, то вероятность сум-
мы рассматриваемых состояний пренебрежимо мала, начиная со
времени т ~ \\кг.

7.2. Рекуррентный метод получения оценок

Одним из возможных способов получения оценок является
рекуррентный метод, когда для получения новых оценок исполь-
зуются уже ранее найденные. В отличие от изложенного выше
метода нахождения локальных оценок, он предполагает извест-
ным если не весь граф состояний, то по крайней мере его доста-
точно большую часть. В связи с этим его рационально применять
в случае не очень сложных схем.

Рассмотрим граф состояний комплекса, имеющий следующий
вид:

Х \ 2 ^ Ъ \ ...-+п%. (7.16)
jmi \m, | т , \тп

Такого рода схема переходов состояний комплекса, как мы уви-
дим далее, часто встречается при анализе переходных процессов
при фотосинтезе. Кроме того, она представляет самостоятельный
интерес, поскольку часто возникает при кинетическом анализе
переходных процессов в ферментативных реакциях [Березин,
Варфоломеев, 1979], а также при анализе надежности различ-
ного рода систем [Гнеденко и др., 1965; Соловьев, 1975; Березин,
Варфоломеев, 1979]. Если на этой схеме положить все rrii — O, то
получится система последовательных мономолекулярных реак-
ций, для которой известно как точное решение [Бартлетт, 1958;
Родигин, Родигина, 1960; Бенсон, 1964], так и различного рода
оценки [Гнеденко и др., 1965; Соловьев, 1975].

Точное решение

Будем предполагать, что все kt + trii—различные. Система
дифференциальных уравнений, описывающая переходы, проис-
ходящие согласно схеме (7.1), имеет следующий вид:

dpi/dt=ki_ipi_l—(ki+mi)pi, i=\,2. ..., п. (7.17)
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Здесь по определению положено &0 = 0. Ниже будем предпола-
гать, что начальные условия для рассматриваемой системы
уравнений имеют вид:

/?,(()) = 1, р,(0)=0, i>2. (7.18)

Как можно проверить по индукции, решением системы урав-
нений (7.17) с начальными условиями (7.18) является следую-
щее выражение:

Pt (0 = КК • • • kt-i 2 - i - i - , i = 1, 2, . . . , п, (7.19)

здесь Xs = ks + ms; ы{ (— Я,,) = (Я,,—Я,.) (Я,2—Я,) . . . (Я,,-,—Я,») X
Х(Я.1+1— Я,,) . . . (Я,(—Я,,). Полученное решение, хотя и элементар-
но, однако имеет достаточно громоздкий вид и труднопримени-
мо при больших п. В связи с этим ниже выведены простые нера-
венства, которые позволяют оценить кинетическое поведение от-
дельных переменных.

Вывод оценок [Шинкарев, 1982]

Обозначим через Mq и mq соответственно максимальную и ми-
нимальную из величин (ki+rrii):

Mq = max (k( + mi), mq = min (ki + mi). (7.20)

Подставляя в систему уравнений (7.17) вместо величин kt+m{

величины Mq и mq, получим следующую систему дифференциаль-
ных неравенств:

kt-ipi-i — Mgpi < pt < kuxPi-x — mqpi, * = 1,2, .... q. (7.21)

Рассмотрим сначала правые неравенства. Вводя новые перемен-
ные х(=р<е"У, i= 1,2, q, правые неравенства можно перепи-
сать в виде

* , _ „ i = l , 2, ...,q. (7.22)

Так как ka = 0, то решением первого неравенства в формуле
(7.22) является

*,<*,(()) =р,(0) = 1. (7.23)

Легко видеть, что *Д0) =рД0)=О, i>\, поэтому из формулы
(7.22) следует, что

j . (7.24)

Итерируя последовательно соотношение (7.24) с учетом (7.23),
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имеем

4 (9-1)1

(7.25)

Возвращаясь к старым пере-
менным, получим искомое не-
равенство:

МО'

t, время

Рис. 33. Область значений Р<(0. вы
деляемая оценками (7.27)

-v
(9-1)1

(7.26)

Аналогичное неравенство мож-
но получить из левой части со-
отношения (7.21).

Таким образом, для последовательности мономолекулярных
реакций, описываемых схемой (7.16), справедливы неравенства:

kq-i
(9-1)1 (9-1)'

(7.27)

Исходя из полученных неравенств можно сделать следующие вы-
воды:

1. Для малых времен, таких, как ^<М~', правая и левая части
неравенств (7.27) совпадают, получим следующее приближение
для отдельных переменных (см. также: Гнеденко и др., 1965,
с. 300—305):

tq-l
Pq(t) ЯК &Л . . . kq-1 _ .

Это равенство показывает, что q-e переменное имеет лаг-период,
тем более выраженный, чем больше номер состояния, причем по
порядку степенной зависимости можно определить номер наблю-
даемого переменного.

2. В частном случае, когда Mq=mq выражение (7.27) дает
точное решение исходной системы дифференциальных уравнений:

Следовательно, найденные оценки тем точнее, чем меньше раз-
ница между Мд и тя.

3. Поскольку р„(0)=0 и р 9 (оо)=0, <7>1, то все переменные
кроме первого проходят через максимум при изменении времени.

На рис. 33 схематично изображена область, выделяемая
оценками (7.27) для переменных pq, q>\.
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7.3. Оценки для стационарных вероятностей

Для стационарных вероятностей состояний комплекса могут
быть получены оценки, отличные от тех, которые являются пре-
дельными для экспоненциальных. Это связано с возможностью
использовать для их получения систему линейных алгебраичес-
ких уравнений относительно стационарных вероятностей.

Верхние стационарные оценки

Исходя из формулы (7.1) для стационарных вероятностей
можно записать следующую систему линейных алгебраических
уравнений:

2 O, (7.28)

где ku = 2
Чтобы получить оценку для стационарной вероятности того

или иного состояния можно воспользоваться любым уравнением,.

Рис. 34. К выводу неравенства
(7.32)

куда входит эта вероятность. Несложно видеть, что стационар-
ная вероятность pt фигурирует как в условии стационарности
для самого i-ro состояния:

-*«Р* + 2%»/ = 0, (7.29)

так и в качестве слагаемого в уравнениях для вероятностей тех
состояний, в которые переходит t-e состояние:

—*nPi + *«Pi+ . . . = 0 , 1фи (7.30)

Ранее мы уже использовали уравнение (7.29) для получения
стационарных оценок — они были предельными для экспоненци-
альных. Сейчас мы выведем оценки для вероятности i-ro состоя-
ния, применяя условие стационарности (7.30) для тех состояний,
в которые переходит i-e состояние (рис. 34).

Пренебрегая в условии стационарности (7.30) всеми членами,
кроме kup{, получим

kuPi^krf,. (7.21)

Учитывая теперь, что в силу условия нормировки (7.3) pt<\—р{,
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для вероятности р{ можем записать

Таким образом стационарная вероятность застать комплекс в
/-том состоянии не превосходит суммы всех констант скорости
«оттока» из соседнего по выходу состояния, деленной на сумму
этой суммы и константы скорости перехода из i-ro состояния в
1-е.

Рассмотрим пример применения полученного неравенства.
Пусть граф переходов имеет вид

100 100 I
— > - 1 —*• 2 —••.

Сумма всех констант скорости оттока из второго состояния рав-
на 1, поэтому для вероятности интересующего нас первого со-
стояния получим р,= 1/(1 +100) = 1/100. Пример иллюстрирует
тот случай, когда использование выведенной ранее стационар-
ной оценки (7.7) малоэффективно, а использование оценки
(7.32) позволяет значительно лучше оценить вероятность перво-
го состояния. Фактически это связано с тем, что при получении
оценки (7.32) учтена информация о состояниях, соседних с ин-
тересующим нас состоянием. Можно попытаться за счет расши-
рения числа используемых для получения оценок алгебраических
уравнений улучшить полученные ранее оценки. Ниже для полу-
чения оценок используются не только отдельные уравнения, но
и их суммы.

Метод контура

Система дифференциальных уравнений (7.1) есть условие не-
прерывности в пространстве состояний — изменение во времени
заселенности какого-либо состояния обусловлено переходом ком-
плекса из данного состояния и приходом в него из других состоя-
ний. В стационарных условиях для каждого состояния наблюда-
ется равенство скоростей «притока» и «оттока». Геометрически
можно считать, что записывается условие стационарности для
замкнутого контура f, окружающего выделенное состояние. На-
пример, если контур Y окружает состояние 2

то в контур входит поток ktpi, а выходит k2p2. Условие стацио-
нарности для контура ч запишется так же, как для состояния 2:
А ^ = & 2 р 2 . Окружим контуром 7 не одно, а два состояния, на-
пример состояния 2 и 3.

1-
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Рис. 35. К выводу неравенства (7.36) Рис. 36. К выводу неравенства (7.37)

В данном случае условие стационарности запишется как

kipl=k3p!i. (7.33)

Очевидно, потоки, находящиеся внутри контура, в этом случае
учитывать не надо, поскольку они взаимно уничтожаются. Фак-
тически выражение (7.33) получается при сложении условий
стационарности для состояний 2 и 3. Однако если число состоя-
ний достаточно велико, то графический метод может оказаться
более предпочтительней, ввиду его наглядности. Выбирая опре-
деленным образом контуры, можно получить необходимые для
проведения оценок условия стационарности.

Более общие, чем полученные выше, оценки можно вывести
из условия стационарности для контура •у. Для того чтобы мож-
но было получить оценку для стационарной вероятности ри не-
обходимо, чтобы контур содержал внутри себя интересующее
нас состояние i либо чтобы это состояние могло переходить в од-
но из состояний контура у. Рассмотрим более подробно процесс
получения оценок. Пусть интересующее нас состояние i находит-
ся внутри контура f и имеется состояние т вне f, в которое пе-
реходит состояние i (рис. 35). Условие стационарности для кон-
тура, удовлетворяющего этому требованию, имеет вид:

pqkq+ • • • +pX=kpt+ . . . (7.34)

Здесь k — сумма констант скорости, с которыми состояние i пере-
ходит в состояния, не принадлежащие ч; /г„ . . . , kr—суммы кон-
стант скорости, с которыми переходят состояния, не входящие в
контур -у, в состояния, входящие в него. Учитывая закон сохра-
нения и следующее из него неравенство pq+ ... +рг = \—рь по-
следовательно имеем

< max kj (pq + • (7.35)
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Таким образом, для вероятности застать комплекс в состоянии
i имеем следующую оценку:

pt < max fc//(max It,- + k), (7.36)
/ i

т. е. стационарная вероятность pt не больше максимальной из
сумм констант скорости перехода состояний, находящихся вне
If, в состояния, принадлежащие if, деленной на сумму всех кон-
стант скорости «вытока» состояния i из контура f и указанной
выше максимальной суммы констант скорости «притока» в кон-
тур f. Ясно, что полученная оценка совпадает с полученной вы-
ше оценкой (7.7), если контур •у окружает лишь одно £-е состоя-
ние.

Совершенно аналогично из рассмотрения случая, когда ин-
тересующее нас состояние переходит в одно из состояний конту-
ра (рис. 36), можно получить следующую оценку:

^ , (7.37)

где а — максимальная из сумм констант скорости, с которыми
состояния, принадлежащие контуру к, переходят в состояние вне
f, a kt— константа скорости, с которой интересующее нас состоя-
ние переходит в контур у.

Ясно, что выведенные здесь оценки для стационарных веро-
ятностей являются обобщением неравенств (7.7) и (7.32) соот-
ветственно.

Рассмотрим пример применения выведенных неравенств.
Пусть нам необходимо оценить вероятность третьего состояния
на графе

Исходя из контура -у, для вероятности р3 получим согласно фор-
муле (7.37):p3<:*1/(fe1+fe3).

Аналогично исходя из контура f2 получим согласно формуле
(7.36) p3<max(ki, fe4)Amax(^1, &4) + fes+&,]. Если задана опре-
деленная иерархия величин констант скорости, то соответствую-
щим выбором контура можно добиться того, что оценка веро-
ятности интересующего нас состояния будет весьма эффектив-
ной.
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Общий случай
[Шинкарев, 1978; Венедиктов, Шинкарев, 1979]

Рассмотренные выше стационарные оценки связаны по су-
ществу с условиями стационарности, полученными простым сум-
мированием алгебраических уравнений для стационарных веро-
ятностей. Однако в ряде случаев оценку можно улучшить, если
производить суммирование с соответствующими числовыми ко-
эффициентами:

«i ( 2 kppj — кцрЛ -\ Н а», ( 2 bmpt — knnPn) = 0. (7.38)

В этой линейной комбинации некоторые из параметров cci, . . . , <х„
могут быть и нулевыми. После перегруппировки выражение
(7.38) принимает вид

/»<P«=PiPi+ ••• +P«-ifc-i + Pi+iP«+i+ ••• +Р.К (7-39)
где р ; есть линейная функция параметров а,, . . . , а„ и констант

о

скорости переходов kts. Обозначив М = max — и используя не-
s Р,

равенство, аналогичное формуле (7.2), получим стационарную
оценку для вероятности застать комплекс в t-м состоянии:

(7.40)

Величина этой оценки зависит от параметров аи . . . , а„. Пола-
гая, например, в формуле (7.38) а ^ О , а,=0, \Ф1 для вероятно-
сти рг получим оценку, которая, как это было показано ранее
(7.6), является экспоненциальной

Р ^ 1 / ( 1 + Ы т ) , (7.41)

где kit и m имеют тот же смысл, что и в выражении (7.6).
Более точную оценку, чем эта, можно получить, например, если
кроме а(фЬ в линейной комбинации (7.38) взять ненулевые па-
раметры а, для тех уравнений, в которые входит вероятность pt.
Эти ненулевые параметры необходимо выбрать так, чтобы обес-
печить максимум величины М. Трудности нахождения оценки
(7.40) возрастают при увеличении числа ненулевых параметров.
При этом точность такой оценки улучшается.

Из линейной комбинации (7.38) аналогичным образом мо-
жет быть получена оценка и для любой суммы вероятностей
Pi+ . . . +Рт-

С помощью выведенных оценок можно указать те состояния
i, стационарная вероятность которых при заданных величинах
констант скорости будет пренебрежимо мала. Эти вероятности
могут быть исключены из системы уравнений для стационарных
вероятностей, и в этом случае по-прежнему можно пользовать-
ся условием нормировки

2 Р / = 1 - (7-42)
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Таким образом, отыскание стационарных вероятностей может
быть сведено к решению системы алгебраических уравнений
меньшего порядка, чем исходная.

Нижние стационарные оценки

В отличие от верхних оценок, которые могли быть получены
локально, т. е. исходя из условия стационарности либо для ин-
тересующего нас состояния, либо для соседних с ним состояний,
нижние оценки, как легко видеть, не могут быть локальными и
для их получения необходимо по существу использовать условия
стационарности для всех состояний комплекса. Это связано с
тем, что заселенность состояний, которые переходят в интересую-
щее нас состояние, может быть нулевой, что приведет к тому, что
независимо от величин констант скорости стационарная вероят-
ность этого состояния также будет равна нулю.

Нижнюю стационарную оценку для вероятности суммы со-
стояний или, что то же, для суммы вероятностей pt + . . . +р,
можно получить исходя из верхней оценки для вероятности всех
других состояний p,+i, pi+2, ..., рп, поскольку если известна верх-
няя оценка для последних, то из условия нормировки (7.3) сразу
следует нижняя оценка для вероятности данных / состояний:

Р,+Р2+ . . . + р ( > 1 — g, (7.43)

где р1+1+р1+г+ ... +pn<g<\. Этот метод удобно использовать
для оценки вероятности застать отдельный переносчик электро-
нов в том или ином состоянии.

Кроме того, нижнюю оценку для суммы вероятностей этих
состояний можно получить, если найдены следующие соотноше-
ния для вероятности суммы состояний

Тогда в силу условия нормировки (7.3) после суммирования этих
неравенств получим искомую нижнюю стационарную оценку:

Оценка для отношения вероятностей
двух произвольных состояний

Для получения как верхних, так и нижних оценок важно
уметь оценивать отношение между вероятностями любых двух
состояний комплекса. Ниже кратко излагается один из возмож-
ных подходов для нахождения таких оценок.

Рассмотрим граф состояний комплекса и в нем выделим два
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произвольных сообщающихся состояния, например 1 и /. Пусть
соединяющий указанные состояния путь имеет вид:

1-^2^3^----Н/-^. (7.44)

Тогда, как видно, справедливо неравенство (q^j):

PQ (mq + l<t)>T] <ftPih, (7.45)
(=2

где yi = U/(mi+li). Действительно, записывая условия стацио-
нарности для состояний, входящих в указанный путь, имеем
UPi+ . . . = (tni+i + li+i)Pi+i, i = l , 2 , . . . , j—1. Здесь многоточие оз-
начает наличие неотрицательных членов, соответствующих пере-
ходу состояний комплекса в выделенные состояния по констан-
там скорости ki. Пренебрегая этими положительными членами,
получим

' ' (7.46)
Перемножая в полученной системе неравенств (7.46) сначала
два первых неравенства, затем три первых неравенства и т. д.,
несложно получить

(7.47)

Вводя величины ф,- = , полученное неравенство можно за-
писать также в виде (7.45). Отметим, что величины ф( есть ве-
роятности перехода за один шаг из i-ro состояния комплекса в
iЧ- 1-е на схеме (7.44). Выведенное неравенство (7.45) имеет про-
стой смысл, поскольку означает, что «поток», выходящий из <7-го
состояния на схеме (7.44), всегда не меньше, чем величина «по-
тока», приходящего от какого-то одного состояния — в рассмат-
риваемом случае первого. Это связано с тем, что другие состоя-
ния также дают, вообще говоря, ненулевые «потоки» (с констан-
тами скорости ki) в общий поток, выходящий из q-vo состояния.

Выведенное соотношение, оценивающее отношение двух ве-
роятностей, может быть использовано для получения как верх-
них, так и нижних оценок для вероятностей отдельных состоя-
ний. Поскольку, как следует из условий нормировки р , ^ 1 — р и

то для вероятности p t имеем верхнюю оценку

, (7.48)

где

Сь, = — П 4>i (7.49)
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зависит как от состояния q, так и от пути, соединяющего первое
и q-e состояния. Наилучшая оцеика достигается для тех состоя-
ний и путей, ведущих к ним, для которых величина С„ макси-
мальна.

Для получения нижней оценки заметим, что, фиксировав ин-
тересующее нас состояние, например с номером q, можно выра-
зить вероятность этого состояния через вероятность любого дру-
гого состояния по формуле, полностью аналогичной формуле
(7.45):

(7-50)

не-

P4C~^>Ps, (7-

[ ; « 7 - 1 Л 1

— " — ТТ Ф( I . Суммируя
k1+lq i=s¥1 j

п

равенства (7.50) по s, учитывая условие нормировки ^ ps = I
и полагая по определению Cqq=\, получим нижнюю оценку для
вероятности <7-го состояния

(7.51)

Рассмотрим примеры применения неравенств (7.45) и (7.51).
Получим верхнюю и нижнюю оценки для четвертого состояния
на следующей схеме.

Исходя из схемы в скобках найдем, что

h . п — kl • С

W 24~^Г' 34

Следовательно,

kl -Ь-- С = 1
* ' 44

Интересно сравнить полученную нижнюю оценку с точным ре-
шением:

Видно, что нижняя оценка практически совпадает с точным ре-
шением.

164



Для верхней оценки исходя из схемы найдем

И следовательно,

/(1+ max Ciq).

Если задана иерархия величин констант скорости, то несложно
сразу выбрать максимальную из величин Ckq. Сравнение с точ-
ным решением показывает, что верхняя оценка является доста-
точно грубой.

Полученные общие оценки (7.48) и (7.51) могут быть обобще-
ны на случай, когда рассматриваются группы состояний.

Правило для составления упрощенного графа

Пусть константы скорости перехода комплекса из одного со-
стояния в другое таковы, что стационарная вероятность р, того,
что комплекс находится в состоянии /, близка к нулю, т. е. ргда0.
Тогда, как уже указывалось ранее, для упрощения графа состоя-
ний необходимо исключить J-тое состояние и пересчитать все кон-
станты скорости. Чтобы найти формулы для пересчета констант
скорости, нужно из соответствующей системы алгебраических
уравнений, отвечающей данному графу, исключить вероятность
Pi. Нетривиальным здесь является то, что, исключая неизвестное,
к нему не возвращаются, чтобы его вычислить, а пренебрегают
им, поскольку оно мало.

Уравнение для вероятностей имеет вид:

/ + 2 ^ Р „ = 0. (7.52)
q*l

Откуда следует, что

2 v«
р, = •& . (7.53)

S
Подставляя в уравнение для p.

ktsPi + S kQsP* - ( S *•"•) Ps = 0, (7.54)

значение р,, даваемое выражением (7.53), получим:

kis &• + S **/>« - f S km) Ps = 0, (7.55)
2 1*4.1 Ws /klr
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откуда

2 k'qspq - / 2 ksm - ksl _ A _ \ Ps = 0, (7.56)

где

— • (7-57)

Формула (7.57) и есть формула для пересчета констант скоро-
сти. Она имеет простой смысл. Новая константа скорости k*s

перехода из <7-го состояния в s-e состояние равна сумме старой
константы скорости kq, и доли той константы скорости kql пере-
хода из q-то состояния в 1-е состояние, которая попадает в s-e

состояние. Отметим, что величина &is/2 klT имеет простой вероят-

ностный смысл, поскольку это есть вероятность перехода из /-го
состояния в s-e за один шаг.

Геометрически сказанное означает, что на размеченном гра-
фе состояний при исключении состояния I нужно рисовать стрел-
ку из q-vo состояния в s-e с константой скорости k* (рис. 37).

Если константы klT таковы, что, например, &„•>• 2 ^ю т 0

и формулы для пересчета констант скорости принимают особен-
но простой вид.

В заключение отметим, что исключение состояний из разме-
ченного графа эквивалентно методу Гаусса исключения неизве-
стных и поэтому может представлять определенный интерес как
метод для вычисления стационарных вероятностей.

Рассмотрим примеры исключения состояний:
1. В качестве первого примера исключения состояний рас-

смотрим перенос электронов в комплексе трех одноэлектронных
переносчиков, взаимодействующих друг с другом по схеме:

^СЛС-^СЛ- (7-58)

Пусть k2^ku i = l , 3, 4, тогда на графе состояний (7.59а), отве-
чающем этой схеме, вероятности состояний 100 и 101 пре-
небрежимо малы [см. формулу (7.16)]. Исключая последова-
тельно эти два состояния из графа, имеем графы, показанные на
схемах (7.59, б), (7.59, в), где новые константы скорости
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Рис. 37. Графическая иллюстрация ,-,
исключения промежуточного состоя-
ния
В левом столбце — исходный граф состоя-
ний, в правом—граф, получающийся пос- ,-.; _
лс исключения промежуточного состояния A-j V̂  k-
(2) 1 г

определяются по формулам

О-
1

-О
3

, + к.

•К

К

*•

Ц! = kL

Из = К -

• • . ty h

|Лд rvgrv

Отметим, что граф (7.59, б) справедлив всегда в стационарных
условиях, даже когда не выполняется соотношение А2^>^, но в
последнем случае неизвестно условие нормировки. Этот граф со-
ответствует случаю, когда пару переносчиков CiC2 можно при-
ближенно считать одним двухэлектронным переносчиком.

(7.59)

011

2. Рассмотрим граф состояний вида:

-^1 й 2 ^ Згг ••• ?2/ (7.60)

Найдем для данной схемы правило для исключения промежу-
точных состояний.

Исходя из системы дифференциальных уравнений, описываю-
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щих переходы между состояниями комплекса согласно схеме
(7.60)

p (&,-i_i + & « + 1 ) p f , i = 2 , ..., п ,

несложно найти, что в стационарных условиях (dpJdt=O) раз-
ность скоростей перехода комплекса между состояниями (сум-
марный поток) есть величина постоянная:

V = kl2pi — knP2 = • • • — • кщ-ipt— ki+upin —••• = knn+lPn—kn+mPn+l-

Таким образом, для перехода между I-M и i+1-м состояниями
комплекса можно записать

fcii+lPi~~Ki+iiPi+i== V

ИЛИ

Итерируя последнее соотношение вида pt=ai+bipi+i, несложно
получить

=-- at +bi{a{,i+ Ь{црш) = • • • = Ais + Bhps, (7.61)

где
s-l

Ais =cn + btaM + • • • = 2 U

Bis = П b = V l k

С другой стороны, как это следует из вывода соотношения
(7.57), метод исключения промежуточных состояний всегда со-
храняет поток. Поэтому если исключить все промежуточные со-
стояния между t-м и s-м состояниями на схеме (7.60), то по-
прежнему должно наблюдаться равенство

kisPi — klip, = V

или

Pt = Vlkb+k-±pt, (7.64)

где k'is и kit — новые константы скорости, с которыми перехо-
дят друг в друга состояния i и s после исключения всех 'Проме-
жуточных состояний.

Сравнивая между собой формулы (7.61) и (7.64), несложно
найти выражения для констант скорости k{S и kSi'-
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2j I k i l l I ' (7-65)

*-=*** SIT"- (7-66)

Заметим, что эти выражения очень удобно записать для времен
xis~ ^~is П е Р е х °Д а между состояниями:

т (7.67)

(7.68)

Смысл величин т<, и T,J очевиден. Они равны средним временам
перехода комплекса из 1-го состояния в s-e и обратно в схеме, в
которой они могут переходить друг в друга непосредственно

Рис. 38. Иллюстрация процедуры исключения промежуточных состояний

а — исходный граф; б — граф, полученный после исключения всех промежуточных со-

стояний; в — то же, что б, но вместо к* стоят величины Xi$ = ^ ? - 1

(рис. 38). Таким образом, при исключении промежуточных со-
стояний для схемы типа (7.60) константы скорости (времена пе-
рехода) пересчитываются по формулам (7.65—68). Заметим, что
соотношения (7.65—68) можно было бы вывести и непосредст-
венно исходя из формулы (7.57). Имеется несколько иной вывод
соотношений (7.65—68) [Малыгин, 1977; Киреев и др., 1981].

Оценки и симметрия

Поскольку во многих случаях граф состояний, описывающий
перенос электронов в комплексах, обладает определенной симмет-
рией, для получения оценок для вероятностей отдельных состоя-
ний или сумм состояний ею можно воспользоваться. Использо-
вание симметрии в оценках особенно ощутимо, так как в оцен-
ках фигурирует, как правило, небольшое число различных кон-
стант скорости.

Напомним, что для большинства схем переноса. электронов
характерна кинетическая двойственность между переносом элек-
тронов в одном направлении и «дырок» в противоположном. Это
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приводит к тому что если справедливо какое-либо соотношение,
то справедливо также соотношение, в котором произведена за-
мена восстановленной формы на окисленную и наоборот для
симметричных переносчиков электронов при одновременной за-
мене соответствующих констант скорости. В частности, для схе-
мы нециклического транспорта электронов

-*• Cj -+• С2 -*" С 3 ->-• • •->-Cn-i —>- Ь„ v (/.Ь9)

симметричными являются переносчики электронов С, и С„, С2 и
С„_1 и т. д., а замена констант скорости осуществляется по пра-
вилу &,«->-&n+i, h++kn и т. д.

Самый простой способ использования симметрии для нахож-
дения оценок состоит в том, что уже найденные оценки распро-
страняются на состояния, симметричные тем, которые фигури-
руют в оценке. Например, если в схеме (7.69) для ^(С,0) имеет-
ся оценка P(C1°)<:fe2/(^1 + ̂ 2), то для Р(С„') имеется аналогич-
ная оценка

P(Cn)^kn/(kn + knn). (7.70)

Если же метод получения оценок (7.48) и (7.51) применить
к «симметричным» состояниям, то можно получить сразу как
верхнюю, так и нижнюю оценку для отношения вероятностей
этих состояний.

7.4. Применение неравенств для оценки
некоторых характеристик

нециклического транспорта электронов

Оценка скорости переноса электронов через комплекс

Рассмотрим перенос электронов, происходящий согласно схеме
(7.69). Запишем условие равенства скоростей переноса электро-
нов через отдельные стадии:

kj>(С?) = КР (ClCl) = .. . = kn+iP(Cn) = V. (7.71)

Найдем нижнюю оценку для k2P(C[Cl). Предварительно заметим,
что все состояния комплекса принадлежат хотя бы одному из со-
стояний Cl, del, C\Cl, ..., Cn-iCn, C\. Действительно, первое со-
стояние С1 и состояние d исчерпывают все состояния комплекса.
Поэтому достаточно показать, что состояние Cj принадлежит пере-
численной группе состояний. Но состояние Cj может быть пред-
ставлено в виде dd -f CjCjj. Из этих двух состояний состояние
dCl принадлежит перечисленной группе состояний и, следова-
тельно, необходимо показать, что ей принадлежит состояние dd-
В свою очередь состояние dd может быть представлено в виде
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C\C\Cl + C\C\C\. Но состояние C\C\Cl принадлежит состоянию
C\C°3 и, следовательно, нужно показать, что состояние С\С\С\ при-
надлежит этой группе и т. д. В конце концов останется состоя-
ние С\С\С\ .. . С п. Но это состояние принадлежит С1,,.

В силу доказанного свойства из условия равенства скоростей
переноса электронов на отдельных стадиях (7.71) вытекает спра-
ведливость следующих неравенств:

k2P (C\C\) = к,Р (С\) >k1(pl+p2+--- + РгХ

к2Р (ClCl) = k2P (CiC!) > k2 (рг^ + ••• + prt), (7.72)

k.2P (С i - 2) — kn+iP (Cn) J> R/!+i (Prn±i + • • • + Prn+i),

где Pt—Pr,,+i— вероятности всех состояний комплекса, выбран-
ных таким образом, чтобы были справедливы правые неравен-
ства в формуле (7.72). Суммируя неравенства (7.72) и учитывая,
что р\-\- . . . + VrnvX = 1, получим следующую нижнюю оценку

для k.2P (СхСъ):

k,P (C\Cl) [l/k, + \/kt + l/*3 + • • • + \lknyl] = 1 (7.73)

или

V = k2P(C\CI)> № + l/k2 +•••+ HknuY1. (7.74)

С другой стороны, поскольку вероятность не может превышать
единицу, то из равенств (7.72) вытекает, что стационарная ско-
рость переноса электронов через комплекс не превышает мини-
мальную константу скорости из ku k2, . . . , kn+i. Объединяя этот
вывод с предыдущим, окончательно получим

[
ПЦ -1-1

У l/kc\ <l /<min/j,-. (7.75)
Сделаем несколько замечаний, следующих из полученной фор-
мулы.

1. Стационарная скорость переноса электронов в комплексе
стремится к нулю, если хотя бы одна из констант скорости k
стремится к нулю.

2. Если значение какой-либо константы скорости стремится
к бесконечности (k{-*-oo), то тем не менее стационарная ско-
рость переноса электронов на участке С,- ->- Civi ограничена
сверху величиной min k/.

3. При увеличении числа переносчиков в комплексе величина
верхней оценки (7.75), вообще говоря, не уменьшается, так как
min ki не возрастает.
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4. Полученные оценки очевидным образом связаны с прин-
ципом узкого места, поскольку стационарная скорость переноса
электронов через комплекс согласно формуле (7.75) прибли-
женно равна минимальной константе скорости, если имеется
иерархия величин констант скорости.

5. Рассмотрим следующую циклическую схему:

—>-2 ~*~ о —>-•••—*• л -f- 1 ( ' - ' Ь )

Несложно найти, что стационарная вероятность застать комплекс

в 1-ТА состоянии для этой схемы равна pt=

= 1, 2, . . . , ге+1. Следовательно, стационарная скорость перехо-

дов в цикле на схеме (7.76) равна V=kipi— I у. l/k,- , т. е.
ГП+1 "I"

[И
совпадает с левой частью неравенства (7.75). Поскольку схеме
(7.76) соответствуют переходы комплекса в «пустой» цепи:

000 ...0-^-10 . . . 0^-010 . . . 0 -^ . . . ->0 . . . 01, (7.77)

ktl\-l

то неравенство (7.75) можно трактовать как то, что в комплек-
се скорость переноса электронов всегда не меньше, чем скорость,
переноса электронов по схеме (7.77). Заметим, что в схеме, со-
ответствующей переходам в «полной» цепи

1 . . . 1 — $* 1 . . . 10 -^ 1 . . . 101 -+ ... -»-01 . . . 1, (7.78)

стационарная скорость переноса электронов также равна вели-

чине[л+1

2
Из сказанного следует, что левая часть неравенства (7.75)

является хорошим приближением для скорости переноса элект-
ронов как в «пустой» цепи, так и для «полной» цепи, а макси-
мальное отличие скорости переноса электронов через комплекс
от левой части неравенства (7.75) должно наблюдаться, когда
все константы скорости равны друг другу. Интересно, что и для
небольшого числа переносчиков электронов, левая часть выра-
жения (7.75) является хорошим приближением. Так, для п—-2 и
3 точные значения скорости переноса электронов равны 26/5 и
5£/14, в то время как левая часть формулы (7.75) дает k/З и &/4
соответственно.
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Таким образом, выражение I У, I/ft/ может служить в
L/=i J

ряде случаев хорошим приближением для величины скорости
переноса электронов через комплекс.

Оценки вероятностей редокс-состояний
переносчиков электронов

Рассмотрим процесс нециклического транспорта электронов,
происходящий согласно формуле (7.69), и оценим вероятности
редокс-состояний отдельных переносчиков электронов, входящих
в комплекс. Предварительно отметим, что, найдя оценку для ве-
роятности состояния С)С°¥Х в виде Р (CjC°fi) > а, мы тем са-
мым находим оценку и для Р(С]) и Р (C?+i):

Выведенные в предыдущем пункте неравенства (7.74) по су-
ществу оценивали вероятность состояния (CjC°+1). Таким обра-
зом, для вероятностей редокс-состояний отдельных переносчи-
ков электронов можно записать следующие оценки:

Р (С]) > l/ki^ll/kx + I/ft, + • • • -г 1/*„ц], i = l ,2 п,

Р (С1}) > l/kj/11/k, + I/ft, + • • • + 1/Ant J , / = 1,2 п.

Из полученных неравенств с учетом равенства Р(С{°)+Р(С(

1) =
— 1 можно вывести также двусторонние оценки для вероятно-
стей различных состояний отдельных переносчиков электронов:

ПИ ПИ

/ / < 7 - 7 9 )

(7-80)

Рассмотрим исходя из полученных оценок вероятности застать
тот или иной переносчик электронов соответственно в окислен-
ном и восстановленном состояниях. Пусть константа скорости kt

существенно меньше всех остальных констант скорости

2 l. тогда неравенства (7.80) можно приближенно

представить в виде

1 - 2 (1/*/)kt^P(С?)^ 1 -kt/ki+г. (7.81)
\Ф1

Откуда следует, что i-й переносчик электронов практически пол-
ностью окислен. Таким образом, если константа скорости «при-

173



тока» электронов к данному переносчику становится меньше всех
остальных констант скорости, то этот переносчик становится
окисленным. Совершенно аналогично, если самой маленькой кон-
стантой скорости становится константа «оттока» электронов от
данного переносчика электронов, то он становится восстановлен-
ным. Объединяя этот вывод с предыдущим, получим, что пере-
носчик, расположенный левее наименьшей константы скорости
на схеме (7.69), полностью восстановлен, а правее — полностью
окислен.

Заключение

При анализе кинетики переноса электронов в комплексах мо-
лекул-переносчиков часто возникают вопросы, для ответа на ко-
торые нет необходимости решать соответствующую систему диф-
ференциальных или алгебраических уравнений. Одним из наибо-
лее важных вопросов такого рода является вопрос о заселенно-
сти состояний комплекса. В ряде случаев заселенности некото-
рых состояний комплекса так малы, что их не надо учитывать
при анализе кинетики переноса электронов, особенно если это
состояние входит в качестве слагаемого в сумму большого числа
членов. Типичным здесь является случай, когда нас интересует
кинетическое поведение редокс-состояний отдельных переносчи-
ков, являющихся суммой различных состояний комплекса. Пре-
небрежение в этой сумме членами с малой вероятностью — эф-
фективный метод уменьшения размерности исходной системы
уравнений. Стандартный путь исследования заселенности состоя-
ний состоит в решении, точном или приближенном, соответству-
ющей системы уравнений. Вместе с тем часто информацию о ве-
роятности того или иного состояния можно получить не решая
системы уравнений, а из оценок, использование которых должно
быть существенно проще, чем нахождение точного решения.
Естественно, что это приводит к применению локального подхо-
да, когда вероятность интересующего нас состояния оценивает-
ся лишь из уравнения для этого состояния, а в самой оценке фи-
гурируют лишь константы скорости «притока» и «оттока» для
данного состояния.
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Глава 8

МЕТОДЫ АНАЛИЗА
ПЕРЕНОСА ЭЛЕКТРОНОВ В КОМПЛЕКСАХ

Существенной особенностью рассматриваемого описания
транспорта электронов в комплексах является экспоненциальное
возрастание числа состояний комплекса при увеличении числа
входящих в него переносчиков. Так, комплекс из 10 переносчи-
ков, каждый из которых может находиться только в двух со-
стояниях, имеет 1024 различных состояния. В результате даже
запись уравнений и учет различных начальных условий пред-
ставляют собой труднообозримую задачу. В данной главе рас-
смотрены некоторые методы упрощенного описания кинетики
переноса электронов в комплексах переносчиков.

8.1. Ограничение на число электронов,
находящихся в комплексе,

как метод упрощения схемы переходов

Как уже указывалось в гл. 4, какие-либо ограничения на чис-
ло электронов, находящихся в комплексе, приводит к резкому
уменьшению числа уравнений, с помощью которых может быть
описан перенос электронов. Существуют несколько особенно
простых случаев, когда легко находятся характеристики перено-
са электронов в комплексе. В частности, если в комплексе на
рассматриваемых временах находится не более одного электро-
на (одной «дырки»), то система уравнений, описывающая функ-
ционирование такого комплекса, допускает простое точное реше-
ние как для стационарного режима, так и для переходных про-
цессов. Экспериментально указанное ограничение на число элек-
тронов в комплексе можно осуществить, изменяя, например,
концентрацию экзогенных доноров и акцепторов, рН и т. д.
Исходя из сказанного, более удобным для анализа будет экспе-
римент, проведенный при таких специально подобранных усло-
виях.

Нециклический транспорт

Рассмотрим комплекс, состоящий из п молекул переносчиков,
взаимодействующих по схеме

Хс^С^.-.^Сп^, (8.1)

где kt—соответствующие константы скорости переноса электро-
нов.

Пусть в комплексе молекул-переносчиков находится не более
одного электрона. В этом случае для комплекса возможны
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только следующие состояния:

(ClCl ... С°п), (С\С1 . . . С„°), (ClClCl ... С°п), .. .
(1) (2) (3)

. . . . (Сх° . . . c°.iCi).

Граф переходов комплекса из одного состояния в другое имеет
в данном случае циклический вид:

Обозначим, как обычно, через pt(t) вероятность того, что ком-
плекс переносчиков находится в i-м состоянии в момент времени
t. Соответствующая этому графу система дифференциальных
уравнений для вероятностей состояний комплекса имеет вид:

dpjdt=kn+ipn+i—kiPi,

k^—kjtx, (8.3)

Стационарные вероятности состояний можно найти из следую-
щей системы алгебраических уравнений, получающейся из урав-
нений (8.3) приравниванием производных нулю:

knuPn+l — hPi. = °» *lPl ~ ^ Р 2 = 0 knpn — kn+tpnu = 0.
(8.4)

Выражая все вероятности /?,, t = l, 2, . . . , л + 1 через вероят-
ность р,

Рг = brfjka, p3 = k2p2/k3 =

Рп = kipx/kn

и используя условие нормировки ^Pi = I, получим р! =

= 1/(1 +ft t/ft,+*,/*,+. • .+*t/*-+i) = (lfk!)/(l/kl + ... + l/kn+l), от-
куда для произвольной вероятности р< имеем

l/*i+-•• + l/*»+i). (8.5)

Отметим, что совершенно аналогичное выражение для вероятно-
стей отдельных состояний справедливо и в восстановительных
условиях, когда в комплексе переносчиков находится не более
одной «дырки». Действительно, в восстановительных условиях
возможны только следующие состояния комплекса

l ... с\), (del.. О (del...
(1) (2) (я+1)
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переходы между которыми описываются графом

(1) * (2) МЗ) • • •-* (п) (8.6)

Аналогично предыдущему имеем

' ? " ' • » = ».2 п + 1 . (8.7)

Циклический транспорт

Рассмотрим циклический транспорт электронов в комплексе
я + 1 молекул Си ..., Сп+1. Предположим, что в комплексе нахо-
дится только один электрон и взаимодействие переносчиков осу-
ществляется по схеме

(8.8)

В рассматриваемом случае возможны только следующие л + 1
состояния

% . . . C n C n + i ) .

(О (2) (я+1)

Как уже указывалось в гл. 4, в данном случае можно сопо-
ставить данным состояниям комплекса восстановленные формы
соответствующих переносчиков и можно записать систему диф-
ференциальных уравнений, замкнутую относительно вероятно-
стей восстановленных форм отдельных переносчиков. Однако-
уравнения относительно вероятностей редокс-состояний перенос-
чиков являются в данном случае линейными, в отличие от урав-
нений, которыми описываются обычные окислительно-восстано-
вительные реакции, протекающие в растворе.

Граф состояний для переноса электрона в комплексе соглас-
но схеме (8.8) совпадают с таковым для нециклического транс-
порта электронов в окислительных условиях:

(8.9)

(п+1)

Поэтому дифференциальные и соответствующие им алгебраи-
ческие уравнения тождественны таковым для рассмотренного в
предыдущем пункте нециклического транспорта электронов. Ста-
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ционарные значения вероятностей pt для схемы (8.9) равны:

pt = _ H h — . (8.10)

Таким образом, описание нециклического транспорта электро-
нов в комплексе, состоящем из п переносчиков, при условии, что
в комплексе находится не более одного электрона [схема (8.1)],
эквивалентно описанию циклического транспорта электронов в
комплексе, состоящем из п+\ переносчика и происходящего по
схеме (8.8). Это следует из того, что состоянию (ClCl ... CnCn+i)
для циклического транспорта можно сопоставить состояние
{CiCl ... Сп) при нециклическом транспорте, когда все перенос-
чики находятся в окисленной форме. Остальные состояния, в ко-
торых восстановлен только 1-й переносчик {i^n), у этих двух
систем совпадают. В силу изложенного изучать эти системы
можно одновременно, поскольку для любой схемы (8.8) цикли-
ческого транспорта электронов существует нециклический транс-
порт электронов, происходящий по схеме (8.1). Поэтому все, что
справедливо для нециклического транспорта с числом электро-
нов в комплексе меньше двух, с соответствующими изменениями
может быть отнесено и к циклическому транспорту с одним элек-
троном. Сказанное далее может быть дословно перенесено на
схемы с одной «дыркой» (соответственно циклического и нецик-
лического транспорта).

1. Поскольку стационарные значения вероятностей имеют вид
долей, а размерность констант скорости есть с~\ то удобно ин-
терпретировать стационарные вероятности pt как средние доли
пребывания комплекса в соответствующем состоянии (см. гл. 2).
Вследствие этого выражение для стационарных вероятностей
для рассматриваемых схем можно переписать в виде

/>,= - — , (8.11)

где т,-—среднее время пребывания комплекса в /-м состоянии.
2. Если число переносчиков велико, то доля времени пребы-

вания в состоянии i уменьшается с увеличением числа перенос-
чиков.

3. Из вида формул (8.5), (8.10) следует, что зависимость
стационарных вероятностей от какой-либо константы скорости
имеет вид гиперболы. Непосредственным дифференцированием
легко убедиться, что график таких зависимостей не может иметь
перегибов, а следовательно, в таких системах не могут реализо-
ваться S-образные кривые зависимости pt от какой-либо кон-
станты.

4. Полученные простые аналитические выражения (8.5) в
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данном частном случае позволяют ответить на следующий, чрез-
вычайно важный с точки зрения кинетического анализа, вопрос:
как изменяются стационарные значения вероятностей ри если
увеличить число переносчиков на один с константой скорости
«оттока» &? Применяя выражение (8.5) к рассматриваемой си-
туации, получим:

^ ( 8 . 1 2 )

откуда вытекает следующий вывод. Если в своем рассмотрении
мы пренебрегаем переносчиками, то мы а) увеличиваем соот-
ветствующие значения вероятностей учтенных переносчиков,

предполагая по-прежнему что 2 Pi = 1; б) делаем погрешность,

тем большую, чем больше l/k. Последнее означает, что в рас-
сматриваемых условиях пренебрежение переносчиками с боль-
шими константами скорости «оттока» более правомерно, чем
пренебрежение переносчиками с меньшими величинами констант
скорости. Для оценки погрешности важна величина отношения

(1/£)/( 2 1/̂ i)- Если это отношение мало, то мала и погреш-
/

ность. Отметим, что величина отношения зависит также и от
числа переносчиков.

5. Полученные выше системы дифференциальных уравнений,
описывающие циклический и нециклический транспорт электро-
на, не допускают простого точного решения для произвольного
переходного процесса, поскольку характеристические числа зави-
сят от всех констант скорости. Однако если одна из констант
скорости равна нулю, то могут быть получены точные формулы
для переходного процесса. Последний случай характерен для
переноса электронов при фотосинтезе после выключения дейст-
вующего света и проанализирован нами в гл. 7.

Таким образом, рассмотрение транспорта электронов в окис-
лительных (восстановительных) условиях приводит к очень про-
стым схемам переноса не более чем одного электрона (одной
дырки).

8.2. Построение квазисостояний

Основная трудность при анализе переноса электронов в ком-
плексах молекул переносчиков состоит в быстром возрастании
числа различных состояний комплекса при увеличении числа
переносчиков.

Точное решение исходной системы дифференциальных урав-
нений практически возможно лишь для небольшого числа пере-
носчиков, в связи с чем могут представлять интерес различные
способы приближенного описания функционирования комплекса.
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Рассмотренный в предыдущем параграфе метод сводился по
существу к изменению констант скорости путем изменения рН,
концентрации экзогенных доноров и акцепторов и т. д., таким
образом, чтобы рассматривать перенос электронов либо в «пу-
стом», либо в «полном» комплексе. Если же имеется существен-
ная иерархия в значениях констант скорости между компонен-
тами комплекса, то для приближенного анализа кинетики пере-
носа электронов достаточно небольшого числа переменных. Ниже
изложен способ упрощенного описания функционирования таких
комплексов молекул переносчиков электронов [Шинкарев, 1978;
Венедиктов и др., 1979а, б]. Его основная идея состоит в замене
некоторых быстроусредняющихся множеств состояний квазисо-
стояниями и рассмотрении переходов только между этими новы-
ми квазисостояниями. Возможность выделения квазисостояний
определяется иерархией величин констант скорости переходов
между состояниями — при варьировании величин констант ско-
рости изменяется и разбиение фазового пространства этого ком-
плекса на квазисостояния.

Очевидно, что некоторые состояния переносчиков, входящих
в мультиферментный комплекс, уже изначально могут представ-
лять собой квазисостояния в указанном выше смысле.

Обозначим состояния комплекса 1, 2, . . . , п, а вероятность
того, что комплекс переносчиков находится в i-м состоянии в
момент времени t — через pt(t); предельное распределение —
через р(.

В ряде случаев в множестве всех состояний комплекса мож-
но выделить такое множество V сообщающихся между собой
состояний комплекса, что для каждого состояния этого множе-
ства константы скорости перехода в состояния, не принадлежа-
щие V, существенно меньше, чем константы скорости переходов
в состояния, принадлежащие V. Тогда комплекс, попав в мно-
жество V, достаточно долго пребывает в нем и за время, необ-
ходимое для перехода из одного квазисостояния в другое, ком-
ллекс успевает «размазаться» по состояниям, составляющим
данное квазисостояние. В результате такого усреднения все дан-
ное множество состояний V можно заменить одним квазисостоя-
нием и вместо рассмотрения переходов между состояниями рас-
сматривать переходы между квазисостояниями.

Опишем способ разбиения множества всех состояний комп-
лекса на квазисостояния [Фрейдлин, 1977]. Для каждого i-ro
состояния комплекса рассмотрим последовательность состояний

i _> к ( i) _ /2 (,-) -н»... _ > js ( j ) -*..._• /, ( 0 , (8.13)

Т I

где /4(£) —состояние, в котором i-e состояние комплекса перехо-
дит с наибольшей по порядку величины константой скорости;
/г (0—состояние, в которое с наибольшей константой скорости
переходит /4 (t) -e состояние и т. д. Поскольку множество всех
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состояний комплекса конечно, то на каком-то (<7+1-)м шаге нач-
нутся повторения одних и тех же состояний, т. е. получится не-
кий цикл F. Назовем состояния i, и (i). • • •, /»-i (0 и указанный
цикл F квазисостояниями первого ранга, порожденными состоя-
нием i. В результате последовательного применения данной про-
цедуры множество всех состояний комплекса разобьется на ква-
зисостояния первого ранга, которыми являются как построен-
ные циклы, так и состояния комплекса, не входящие ни в один
из циклов.

Для того чтобы задать укрупненную цепь, достаточно ука-
зать, как вычисляются константы скорости выхода из цикличе-
ских квазисостояний, поскольку все остальные квазисостояния
совпадают с состояниями комплекса. Как легко понять, вычис-
ление констант выхода из квазисостояний нужно производить по
следующему плану. Сначала вычисляется стационарное распре-
деление вероятностей на состояниях, принадлежащих некоторо-
му изолированному циклическому квазисостоянию F, при пред-
положении, что существуют только переходы между состояния-
ми, принадлежащими F, а константы скорости переходов в до-
полнение к этому квазисостоянию равны нулю.

Пусть ри рг, ..., рг есть указанное стационарное распреде-
ление вероятностей на F; г — число состояний в F. Тогда кон-
станта скорости перехода из F, в не принадлежащее F состоя-
ние, с номером т имеет вид

^ (8.14)

где kjm—константы скорости перехода из состояния / e f в со-
стояние т, m(£F. Из формулы (8.14) следует, что среднее время
выхода из данного квазисостояния F равно

т — . (8.15)

S

Если имеется иерархия величин констант скорости переходов
между уже построенными квазисостояниями первого ранга, то
можно получить квазисостояния второго ранга, применив ука-
занную процедуру к квазисостояниям первого ранга и т. д.

Полученная редуцированная цепь также является марков-
ской, но с новыми константами переходов между квазисостоя-
ниями [Королюк, Турбин, 1976]. Эффективность процедуры вы-
деления квазисостояний, очевидно, связана с иерархией величин
констант скорости; чем больше по порядку отличаются величины
констант скорости, тем точнее функционирование комплекса опи-
сывается через квазисостояния. Поясним это на примере. Оценка
приближения может быть получена из сравнений вероятности
остаться после одного «оборота» в данном циклическом квази-
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состоянии F с вероятностью выхода из него. Пусть квазисостоя-
ние F имеет вид

" • - - Г . _>••• (8.16)

где /п,-—константы скорости выхода из данного квазисостояния,
kf— соответствующие константы скорости перехода в состояния,
принадлежащие данному квазисостоянию F. Тогда вероятность
остаться в данном квазисостоянии за один «оборот», исходя, на-
пример, из 1-го состояния, равна — • — . . . — .

ki~\-m1 кг-\- т2 kr -j- тг

Выделение данного квазисостояния оправдано, если эта величи-
на близка к единице.

Следует отметить, что предложенная конструкция [см. так-
же: Вентцель, Фрейдлин, 1979], с одной стороны, представляет
перенесение на случайный процесс принципа усреднения [Бого-
любов, Митропольский, 1974], а с другой — если перейти к рас-
смотрению распределения этого процесса, то она является ана-
логом известной теоремы Тихонова о быстрых и медленных пе-
ременных [Васильева, Бутузов, 1973]. В частном случае стацио-
нарной ферментативной кинетики подобный метод был предло-
жен в работе [Cha, 1968], где квазисостояниям отвечали участ-
ки «быстрого наступления равновесия».

8.3. Состояния комплекса, достижимые
за время наблюдения

Число различных состояний комплекса экспоненциально воз-
растает при увеличении числа переносчиков, однако при задан-
ном соотношении величин констант скорости не все из возмож-
ных состояний комплекса реализуются за время наблюдения.
Очевидно, что, чем меньше рассматриваемый промежуток вре-
мени, тем меньшее число состояний комплекса может быть до-
стигнуто исходя из некоторого фиксированного начального со-
стояния. Оценив время выхода из квазисостояния F, можно ука-
зать то множество квазисостояний, которое доступно комплексу
на данных временах рассмотрения. Следовательно, множество
состояний, которое необходимо рассматривать для описания
функционирования комплекса, зависит как от начальных усло-
вий, так и от времени наблюдения за комплексом. Часто началь-
ные условия таковы, что за интересующее нас время комплекс,
изначально находясь в каком-то квазисостоянии F, не успевает
выйти из него, и тогда для описания работы такого комплекса
достаточно ограничиться множеством состояний, принадлежащих
F. Рассмотрение только переходов между состояниями F пред-
ставляет собой значительное упрощение.

182



Таким образом, на малых временах достаточно рассмотре-
ния небольшого числа состояний, в которые комплекс может по-
пасть за это время; на больших интервалах времени увеличива-
ется число состояний, доступных комплексу, однако при описании
функционирования комплекса уже возможен переход от состоя-
ний к квазисостояниям и рассмотрение эволюции квазисостоя-
ний. Следовательно, несмотря на увеличение числа доступных
комплексу состояний, удается уменьшить объем фазового про-
странства путем введения квазисостояний.

8.4. Пример. Нециклический транспорт электронов
в хроматофорах пурпурных бактерий

В качестве иллюстрации применения метода, изложенного в
разделе 8.3, рассмотрим нециклический транспорт электронов в
хроматофорах пурпурных бактерий, который осуществляется со-
гласно следующей схеме [Dutton, Prince, 1978; Blankenship, Par-
son, 1979]:

-^CSP^QjSQnA (8.17)

Здесь С — цитохром: Р — фотохимически активный пигмент ре-
акционного центра (димер бактериохлорофилла а, Р870); Q b

Q n — соответственно, первичный и вторичный хиноны; ku kh—
псевдомономолекулярные константы скорости, пропорциональ-
ные концентрации экзогенного донора и акцептора соответствен-
но; k3 — константа скорости, пропорциональная интенсивности
действующего света; k-2, k2, k-k, kk — соответствующие константы
скорости переноса электронов между цитохромом и пигментом,
а также между Qt и Q n . Предполагается, что все указанные пере-
носчики входят в единый комплекс. Для простоты рассмотрим
только окислительно-восстановительные реакции переносчиков.

Перенос электронов в реакционном центре, происходящий со-
гласно схеме (8.17), может быть описан исходя из графа состоя-
ний комплекса, представленного на рис. 39 (см. также гл. 3).
0(1) на рисунке означает, что соответствующий переносчик элек-
тронов окислен (восстановлен). Согласно данным, представлен-
ным в гл. 1, для констант скорости справедливы следующие со-
отношения

62»£_2^?ft4>£_t>A1~A!,~A:5, (8.18)

так как 62~106, Уг_2~10\ £4~104, А:_4~103, Л± — 0,1 —10, k3-
— 0—102, /?5 — 0,1—10 с-1.

Поскольку константы скорости обратных реакций на стадиях
Сч=ьР и Q I * ± Q H достаточно велики, то циклическими квазисо-
стояниями первого ранга будут, очевидно, только квазисостоя-
ния, содержащие не более чем два состояния. На рис. 39 для на-
глядности обведены все квазисостояния первого ранга. Новый
размеченный граф квазисостояний примет вид, указанный на
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Рис. 39. Граф переноса электронов в комплексе четырех переносчиков, взаи-
модействующих друг с другом по схеме (8.17)

Рис. 40. Граф перехода комплекса ФРЦ, учитывающего квазисостояния 1-го
ранга

Ряс. 41. Схема транспорта электронов между двумя двухэлектронными пере-
носчиками

рис. 40, где новые константы скорости ц( вычисляются в соответ-
ствии с указанным выше правилом (8.14) и равны

К + *-4

(8.19)

= V

Ввиду того что константы скорости для перехода ( Q i * )
существенно больше всех остальных констант скорости на рис. 40,
то целесообразно заранее объединить эту пару в одно квазисо-
стояние. В результате получим граф квазисостояний, представ-
ленный на рис. 41. Отметим, что граф, представленный на рис. 41,
соответствует схеме переноса электронов между двумя двухэлек-
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тронными переносчиками Rt и R2, которые взаимодействуют по
схеме

->•#,-> R2 -*• (8.20)

Каждый из переносчиков Rt и Rz может находиться в трех раз-
личных состояниях: 0 — полностью окисленном, 1—частично
восстановленном и 2 — полностью восстановленном.

Фактически граф, представленный на рис. 41, уже достаточ-
но прост для того, чтобы по нему рассчитать стационарное рас-
пределение вероятностей состояний, а также процесс темнового
восстановления (k, = 0). Так, процесс темнового восстановления
цитохрома и пигмента могут быть рассчитаны исходя из следу-
ющей схемы:

(С°Р°) -^ (С'Р1) ̂  (&Р1). (8.21)
* У

Решая систему дифференциальных уравнений, соответствующую
этой схеме

bx—w, (8.22)

найдем

х = х(0) е-к*

у = J^B- е-м + (у (0) - -*£«°Ц e-^t. (8.23)

Следовательно, процесс темнового восстановления цитохрома и
пигмента описывается следующим образом:

Р (С3) =

У(О) *Щ-)е-М, (8.24)

(8.25)

где х(0), у(0) —стационарные значения вероятностей {С°Р°) и
(СР 1 ), рассчитанных исходя из графа, представленного на
рис. 41.

Граф на рис. 41, а следовательно, и решение, полученное с
его помощью, очевидно служат хорошим приближением для пер-
воначальной схемы рис. 39 с времен ~0,01 с. На меньших вре-
менах, принимая во внимание, что в начальный момент времени
f=0, комплекс с вероятностью, близкой к единице, находится в
состоянии 1100, эволюция комплекса ограничена меньшим чис-
лом состояний и кинетика описывается цепью небольшого числа
последовательных реакций вида
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8.5. Сведение большого числа одноэлектронных переносчиков
к меньшему числу многоэлектронных переносчиков

В этом параграфе излагается метод упрощения системы диф-
ференциальных уравнений, описывающей перенос электронов в
комплексах молекул переносчиков. Физический смысл метода
состоит в замене большого числа одноэлектронных переносчи-
ков, входящих в комплекс, меньшим числом многоэлектронных
переносчиков. Приведенный метод является частным случаем
метода, изложенного ранее, однако имеет самостоятельное зна-
чение, поскольку укрупнение производится непосредственно на
уровне состояний отдельных переносчиков, а не на уровне со-
стояний комплекса как целого [Шинкарев, 1978; Венедиктов
и др., 19796].

Рассмотрим перенос электронов в комплексе т одноэлек-
тронных переносчиков С ь Сг, . . . , Ст, происходящий согласно
следующей схеме:

ft, ka k, km *m+l

^ d ^ С2 С- • • ^=+ Ст ^± . (8.26)
*-i *-« *-> * - т *-(т+Ц

Здесь k2, k-2, • • •, km, k-m— мономолекулярные константы скоро-
сти переноса электронов в комплексе; ku k-u km+u A_(m+1)— псев-
домономолекулярные константы скорости, пропорциональные
концентрации экзогенных доноров и акцепторов в соответствую-
щей форме.

Пусть кинетические константы скорости ku k-u km+i, k-im+li

обмена комплекса со средой существенно меньше, чем констан-
ты скорости переноса электронов внутри комплекса. Тогда элек-
трон, попав в такой комплекс, быстро «размазывается» по пере-
носчикам, прежде чем произойдет изменение числа электронов
в комплексе. Следовательно, на временах, больших, чем время,
необходимое для такого усреднения, комплекс переносчиков при-
ближенно можно рассматривать как один т электронный пере-
носчик, поскольку знания числа электронов, находящихся в дан-
ный момент в комплексе, достаточно, чтобы найти редокс-состоя-
ния отдельных переносчиков, входящих в комплекс. Этот много-
электронный переносчик (/?) может переходить из одного со-
стояния в другое по следующей схеме:

Hi H I V-г »т-1 V-m

0^1^:2^t . . , l±/n-l^w. (8.27)
К Я, h, *m-l fcm

Цифрами на этой схеме обозначено число электронов, находя-
щееся в комплексе, т. е. восстановленность введенного много-
электронного переносчика, а константы \1„ X, зависят как от кон-
стант скорости k\, k-i и km+i, &-(m+i) соответственно, так и от ста-
ционарных вероятностей тех состояний, из которых комплекс
переходит с этими константами скорости. Отметим, что именно
в реакциях с константами скорости ц,„, "К., s = \, ..., т происхо-
дит изменение числа электронов в комплексе.
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Таким образом, вместо 2т состояний, соответствующих т од-
ноэлектронным переносчикам, рассматривается только т + 1 со-
стояние, соответствующее одному m-электронному переносчику.

Система дифференциальных уравнений, отвечающая перехо-
дам этого многоэлектронного переносчика R, содержит только
т+ 1 переменное и имеет вид

(8.28)

Хт— —1 Am-*m,

где Xi—вероятность того, что многоэлектронный переносчик R
имеет / электронов.

Каждому состоянию такого многоэлектронного переносчика
с фиксированным числом электронов соответствует несколько
различных состояний комплекса, отличающихся друг от друга
распределением электронов между отдельными переносчиками.
За время существенно меньшее, чем время, необходимое для из-
менения числа электронов в комплексе, в такой группе состоя-
ний с фиксированным числом электронов успевает установиться
равновесие. Поэтому для определения новых констант скорости
переходов ц,„ А, для схемы (8.27) можно рассмотреть равнове-
сие в следующей системе т одноэлектронных переносчиков
Си ..., Ст, содержащей ровно s электронов и взаимодействую-
щих по схеме

k 2 k, km

С^С2^ С3^---^ Ст. (8.29)

Обозначим через P(Cl

qs ) вероятность того, что в комплексе
переносчиков с фиксированным числом электронов (s) и взаи-
модействующих друг с другом согласно схеме (8.29), С,-й пере-
носчик находится в восстановленном состоянии. Тогда новые
константы скорости ц, и К, для схемы (8.27) могут быть найде-
ны согласно следующим формулам:

= k_,P (Cl.,) + km+1P (Ci,,,). (8.30)

Стационарные вероятности P(C?iS), P(CiiS), P (CmiS), P(CmtS) мож-
но найти из следующей системы уравнений, получающейся при-
менением принципа детального равновесия к схеме (8.29):

K3P (Clcl) = Р (С;с3) (8.31)
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где l\t = соответствующие константы равновесия, а
k-i

Р(С{

ГС°) есть стационарная вероятность того, что Сгй перенос-
чик электронов восстановлен, а С гй окислен.

Каждое из уравнений этой системы эквивалентно на самом
/т — 2\ (т —2)!

деле = - уравнениям относительно ста-
\ s — 1 / (m — s — l ) ! ( s — 1 ) !

ционарных вероятностей состояний комплекса как целого. На-
пример, первое уравнение системы (8.31) эквивалентно следую-

1т — 2\
щей системе уравнении:

\s—1 1

К2Р (delete), ... c)s) = Р {ciclcic),... с)). (8.32)
Здесь ir означает номер переносчиков, которые восстановлены, а
события (C\ClC)jO), . . . Cjs) означают, что первый, i2, h, . . . , is

переносчики восстановлены, а остальные (т—s) окислены.
Рассмотрим произвольное состояние комплекса с s электро-

нами (t'i, iz, . . . , i.), где, как и ранее, ik указывает переносчик, на
котором находится й-й электрон. Для того чтобы комплекс из
состояния (1, 2, . . . , s) перешел в состояние (»',, £2, . . . , i.), нужно,
чтобы s-й электрон перешел на i,-e место, . . . , 1-й электрон пе-
решел на ire место. Учитывая справедливость принципа деталь-
ного равновесия для схемы (8.29) и также то, что каждому пере-
ходу электрона соответствует определенная константа равнове-
сия, а последовательно осуществляемым переходам—произве-
дение соответствующих констант равновесия, имеем

Pi,!, .js={Ks+i-Ks+2---K(s)(Ks-KSti---Kis^1) • •••• (К3К4- ••••Kt2)x

Или, что то же,
«>

(8.33)
1 •• i

Г = 1

Подставляя полученные выражения для вероятностей состояний

комплекса в условие нормировки ZJPI ~ 1< получим
i

Рх »...*= ! : . (8.34)

Откуда с учетом (8.33) несложно найти выражение для произ-
вольной вероятности /?w,...js, а следовательно, и выражение для
вероятностей редокс-состояний отдельных переносчиков, входя-
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щих в комплекс, просуммировав вероятности тех состояний ком-
плекса с фиксированным числом электронов, в которых рассмат-
риваемый переносчик находится в интересующем нас состоянии.
Таким образом, системы уравнений (8.31), вместе с условием'
нормировки для стационарных вероятностей состояний комплек-
са с фиксированным числом электронов, достаточны для нахож-
дения

Для вычисления новых констант скорости ц„ К, в схеме
(8.27) необходимо, согласно формуле (8.30), стационарные ве-
роятности умножить на те константы скорости, которые приво-
дят к изменению числа электронов в комплексе.

Так, например, для случая, когда в комплексе находится
только один электрон ( s = l ) , имеем следующую схему перехо-
дов между состояниями комплекса:

(10 . . . 0) ̂ Ь (010 ... 0) §1 • • • :£ (0 . . . 01). (8.35)

В данном случае отдельные состояния комплекса можно отож-
дествить с восстановленными формами соответствующих пере-
носчиков. Решая систему уравнений (8.31) для схемы (8.35), на-
ходим

Р(С\Л) = ! ; Р (С) г) = ^
1 + P + P + + P •

где Pi=K2K3-.. .•/(,,
Следовательно,

\-?

+ P m

и константы скорости щ и Я,, равны

0
1 + P2 + P3-I hP

К = k.
1+P*+Ps-|

Если стадии переноса электрона внутри комплекса практи-
чески необратимы (&_2=&_j=... = &_m=0), то возможны только
следующие состояния комплекса: 0 . . . 01, 0 . . . 011, 0 . . . 0111, . . .
• •, 0 1 . . . 1, 1... 1, относительная вероятность которых в группе
состояний с фиксированным числом электронов близка к едини-
це. Ввиду необратимости, а также того, что всю группу с фикси-
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рованным числом электронов представляет только одно состоя-
ние, параметры ц„ X, равны соответственно й, и km+l. В этом
случае схема переходов (8.27) примет особенно простой вид

ft, ft, А,

t t •• -Z(m — l)^z—m. (8.36)

Очевидно, что приведенный в этом параграфе метод упрощен-
ного рассмотрения переноса электронов справедлив на временах,
больших, чем время, необходимое для «размазывания» электро-
на по комплексу, и тем более точен, чем больше отличаются по
порядку величины констант скорости переноса электрона внут-
ри комплекса от констант скорости обмена комплекса со средой.
Ясно также, что он может быть применен к произвольной схеме
взаимодействия переносчиков, а не только к линейной, как в
рассмотренном случае. Если для переноса электронов в комплек-
се, состоящем из большого числа переносчиков, имеется иерар-
хия в величинах констант скорости переноса электронов между
ними, то, последовательно применяя указанный метод укрупне-
ния к группе рядом расположенных переносчиков, константы
скорости у которых существенно больше, чем константы скорости
обмена электронами между группами, можно свести описание
функционирования такого комплекса к переносу электронов
между меньшим числом многоэлектронных переносчиков (на
временах, больших, чем время, необходимое для усреднения
электронов между переносчиками такой группы).

Заключение

В данной главе мы рассмотрели методы упрощенного описа-
ния переноса электронов в комплексах. При этом были использо-
ваны два подхода для анализа такого рода систем.

В первом — предполагается, что комплекс переносчиков элек-
тронов уже исходно устроен так, что в нем реализуется опреде-
ленная иерархия величин констант скорости. В этом случае для
описания кинетики переноса электронов необходимо использо-
вать различные стандартные методы исследования систем диф-
ференциальных уравнений с малым параметром. Дополнитель-
ные возможности для упрощения дает то обстоятельство, что ин-
тересующие нас состояния отдельных переносчиков представля-
ют собой сумму состояний комплекса. Поэтому во многих слу-
чаях можно пренебречь большей частью слагаемых этой суммы
ввиду их малости. В качестве примера такого рода подхода мож-
но привести анализ кинетического поведения ФРЦ пурпурных
бактерий (см. подробнее гл. 9). В реакционном центре уже из-
начально имеется определенная иерархия величин констант ско-
рости переноса электронов между отдельными переносчиками.
Эта иерархия приводит к тому, что для описания переноса элек-
тронов на временах, сопоставимых с частотой попадания воз-
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буждений в ФРЦ, можно не рассматривать быстрые внутриком-
плексные переходы (см. гл. 10, 11).

Во втором подходе иерархия величин констант скорости и
начальные условия экспериментально изменяются таким обра-
зом, чтобы максимально упростить рассматриваемую систему и
сделать ее доступной для изучения. Примером этого подхода
можно считать рассмотрение транспорта электронов в условиях,
когда происходит перенос лишь небольшого числа электронов
(дырок). В этом случае, естественно, невелико и число различ-
ных изменяющихся во времени состояний комплекса. Перечис-
лим кратко различные, не исключающие друг друга, эксперимен-
тальные условия такого рода:

а) создание окислительных (восстановительных) условий,
когда электроны (дырки) так редко поступают в комплекс, что
можно пренебречь возможностью наличия в комплексе двух
электронов (дырок) и рассматривать перенос только не более
чем одного электрона (одной дырки) (см. гл. 12);

б) создание неравновесных условий за счет переноса лишь
небольшого числа (1—2) электронов в комплексе. Типичным
примером такого рода условий является активация ФРЦ корот-
кой вспышкой света;

в) создание таких условий (с помощью ингибиторов, редокс-
потенциала среды, рН, температуры, редокс-медиаторов), при
которых перенос электронов ограничен лишь небольшим числом
переносчиков. Типичным примером такого рода является рас-
смотрение переноса электронов в восстановительных условиях в
реакционных центрах фотосинтеза, когда часть акцепторов элек-
тронов реакционного центра уже исходно восстановлена до ак-
тивации реакционного центра светом.

Совершенно очевидно, что целесообразно сочетать оба рас-
смотренных подхода.

Глава 9

КИНЕТИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ ПЕРЕНОСА
ЭЛЕКТРОНОВ

В ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ
РЕАКЦИОННЫХ ЦЕНТРАХ

В главе рассмотрены особенности кинетического описания
транспорта электронов при фотосинтезе. Построена упрощенная
кинетическая модель переноса электронов в ФРЦ, которая учи-
тывает как организацию переносчиков электронов в комплекс,
так и имеющуюся иерархию в величинах констант скорости пе-
реноса электронов на отдельных этапах (102—10" с~'). Рассмот-
рена симметрия в переносе электронов на донорнои и акцептор-
ной сторонах ФРЦ.
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9.1. Обоснование модели

В общем виде схема переноса электронов в ФРЦ фототроф-
ных бактерий, а также в фотосистемах I и II высших растений
может быть представлена следующим образом [см. гл. 1, а так-
же: Barber, 1978; Шинкарев, Рубин, 1981; Шувалов, Краснов-
ский,1981].

(9.1)

В этой схеме D,, ..., Dn—переносчики электронов, находя-
щиеся на донорной стороне; А,, . . . , А,— переносчики электро-
нов, находящиеся на акцепторной стороне ФРЦ; D, А — внеш-
ние донор и акцептор электронов; ku &-<, Щ, tn~i ( i = l , 2, . . . , я;
/ = 1 , . . . , s) — соответствующие константы скорости прямых и
обратных реакций переноса электронов. Константа скорости све-
товой стадии k0 считается пропорциональной интенсивности дей-
ствующего света; ее более подробное определение приведено в
следующем параграфе.

Число компонентов, входящих в состав ФРЦ, как правило
не менее 3—5. Однако из-за математических трудностей обычн
анализируют только модель ФРЦ с двумя переносчиками [Со-
рокин, 1973; 1976а, б]. Вместе с тем известные в настоящее вре-
мя особенности функциональной организации ФРЦ позволяют
сформулировать общую кинетическую модель, описывающую
транспорт электронов в реакционных центрах, без существенных
ограничений на число переносчиков электронов.

Общими чертами в функциональной организации реакцион-
ных центров фотосинтезирующих бактерий, а также, по-видимо-
му, реакционных центров фотосистем I и II зеленых растений
являются следующие [Шинкарев, Рубин, 1981]:

A. Ближайшее донорно-акцепторное окружение ФРЦ пред-
ставляет собой единый комплекс молекул переносчиков, в кото-
ром задана строгая последовательность переноса электронов.

Б. Среднеточечные редокс-потенциалы соседних переносчи-
ков электронов, находящихся на донорной и акцепторной сторо-
нах реакционного центра, отличаются, как правило, не менее чем
на 60—100 мВ. Это означает, что все константы равновесия
k{lk-{, mJirL-j ( t = l , 2, . . . , п—1; / = 1 , 2, . . . , 5—1) на схеме (9.1)
больше 10 и, следовательно, при анализе кинетики переноса элек-
тронов можно пренебречь константами скорости обратных реак-
ций k-it т.-}. Кроме того, редокс-потенциалы переносчиков Dlt

-D2, . . . , Dn выше потенциалов переносчиков Л„ А2, ..., А.
(рис. 42).

B. Величины констант скорости переноса электронов на со-
седних участках донорной и акцепторной сторон реакционного
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центра отличаются друг от
друга не менее чем на 2—4 по-
рядка:

(«,= 2,3 п - 1 ) ,

Е,нв

(/ = 2,3, . . . . s - 1 ) .

Наряду с учетом описан-
ных общих черт организации
реакционных центров в даль-
нейшем мы будем предполагать
следующее.

1. Редокс-потенциалы внеш-
них доноров и акцепторов та-
ковы, что условия необратимо-
сти выполняются также на уча-
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Рис. 42. Схема переноса электронов в
фотосинтетическом реакционном цент-
ре (/) и величина логарифма кон-
стант скорости соответствующих пе-
реходов (//)
Объяснения в тексте

мена электронами комплекса
реакционного центра со средой.
Это позволяет с учетом пунк-
та Б схему (9.1), описываю-
щую транспорт электронов в ФРЦ, переписать следующим об-
разом:

кп *л-1 к, *, kp . m i . m, m s- i . m s

• • • - - л.Л. (9.2)

На этой схеме константы скорости kn и т, являются псевдо-
мономолекулярными константами скорости, пропорциональными
соответственно концентрации донора D в восстановленной фор-
ме и концентрации акцептора А в окисленной форме, в отличие
от мономолекулярных констант скорости к„, ku ..., kn-u "in т%,...
. . . . т.-,.

2. Концентрации внешних доноров и акцепторов таковы, что
для рассматриваемых отрезков времени функционирования ФРЦ
их можно считать постоянными; кроме того, для псевдомономо-
лекулярных констант скорости обмена электронами реакцион-
ного центра со средой справедливы соотношения kn<.kn-i, я , <

3. Кооперативность в переносе электронов не нарушает со-
отношений, описанных в пунктах 1 и 2, и ею можно пренебречь

Как уже неоднократно указывалось ранее (см. гл. 3, 4), для
описания переноса электронов в комплексе необходимо учиты-
вать состояния комплекса как целого. Обозначим состояния ФРЦ
через 1, 2, . . . , / и введем вероятность pr(t) того, что комплекс
переносчиков находится в r-и состоянии в момент времени t.
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Тогда (см. гл. 3) для введенных вероятностей справедлива си-
стема линейных дифференциальных уравнений

~- = S (kjrPi-krjPr), Г = 1, . . . /, (9.3)

где kir— константа скорости переноса электрона, соответствую-
щая переходу между /-м и r-м состояниями ФРЦ. Решив систе-
му дифференциальных уравнений (9.3) с соответствующими на-
чальными условиями, можно найти и вероятность редокс-состоя-
ний (восстановленности) любого переносчика ФРЦ, просумми-
ровав вероятности всех тех состояний комплекса, в которые вхо-
дит этот переносчик в интересующем нас состоянии (восстанов-
ленном).

С экспериментальной точки зрения наибольший интерес пред-
ставляет рассмотрение зависимости степени восстановленности
переносчиков электронов, входящих в состав ФРЦ, от концен-
трации экзогенных доноров, акцепторов и от величины интенсив-
ности действующего света. Кроме того, важной характеристи-
кой является стационарная скорость переноса электронов через
реакционный центр. Особый интерес представляет рассмотрение
переходных процессов, индуцированных включением и выключе-
нием действующего света различной длительности.

Оказывается, что в рамках изложенной кинетической моде-
ли переноса электронов в ФРЦ удается рассчитать все назван-
ные выше характеристики.

9.2. Задание световой константы скорости

Отличительной чертой переноса электронов при фотосинтезе
является наличие световой стадии, в которой энергия света ис-
пользуется для того, чтобы перенести электрон от первичного
донора к первичному акцептору (см. схему 9.1).

В связи с этим в данном параграфе рассматриваются способы
задания световой константы скорости k0 для различных режи-
мов освещения.

Первичные процессы переноса электронов в ФРЦ протекают
чрезвычайно быстро, часто в пикосекундном диапазоне [см., на-
пример: Шувалов, Красновский, 1981]. Вместе с тем при осве-
щении препаратов ФРЦ постоянным светом переход электрона
от Z), к Л, происходит не с этой большой константой скорости
~1010—1012 с"1, а с константой скорости, определяемой частотой
попадания возбуждения в ФРЦ и не превышающей, как прави-
ло, величину 102 с"1.

В экспериментальных исследованиях перенос электронов в
ФРЦ активируется, как правило, либо короткой вспышкой све-
та, либо продолжительным освещением (стационарный режим).
Рассмотрим эти случаи отдельно.

1. При стационарном освещении, как уже указывалось выше,
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к =

световая константа скорости характеризует частоту прихода воз-
буждений в ФРЦ. Естественно, что ko = O, если интенсивность све-
та равна нулю. Для световой экспозиции, начинающейся в мо-
мент времени f и заканчивающейся в момент времени /", вели-
чина световой константы скорости может быть задана в виде:

О, t<f
a, t'<t<f
О, t>t"

2. При импульсном освещении естественно считать, что вели-
чина световой константы скорости k0 может быть задана в виде
«дельта» функции ko~A8(t—£0). Ясно, что после освещения ФРЦ
короткой вспышкой света (короче l/kit 1//Hj) МОЖНО перенос
электронов рассчитывать исходя из нулевой световой константы
скорости, однако с новыми начальными условиями, согласно ко-
торым первичный донор окислен, а первичный акцептор восста-
новлен.

В связи с изложенным отметим, что при задании начальных
условий необходимо иметь в виду следующее обстоятельство.

В простейшем случае темновые и световые процессы перено-
са электронов характеризуются одинаковыми наборами констант
скорости, отличаясь лишь световой константой скорости k0. По-
этому начальные условия должны быть согласованы с системой
дифференциальных уравнений в том смысле, что они должны
быть уже решениями исходной системы уравнений с параметра-
ми, соответствующими предыдущему режиму освещения. В част-
ности, стационарное световое распределение электронов являет-
ся начальным для последующей темновой релаксации и обратно,
равновесное темновое распределение электронов может являть-
ся начальным для последующих фотоиндуцированных изменений
редокс-состояний переносчиков электронов.

9.3. Симметрия переноса электронов
на донорной и акцепторной сторонах ФРЦ

Как уже отмечалось выше, все реакционные центры построе-
ны по единому принципу, который заключается в том, что кине-
тический и термодинамический профили переноса электронов в
них имеют сходный вид (см. рис. 42).

Схема переноса электронов в ФРЦ может быть представлена
следующим образом [см. также формулу (9.2)]:

..^D2XDl^Al^...-^AAA. (9.4)
На этой схеме стрелками показано направление переноса элек-
тронов между переносчиками. Перенос электронов в прямом на-
правлении эквивалентен переносу «дырки» в обратном направ-
лении (см. гл. 4). Поэтому, чтобы описать перенос «дырки», не-
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£,МВ
-500 Рис. 43. Схема переноса «ды-

рок» в фотосинтетическом ре-
акционном центре (/) и вели-
чина логарифма констант ско-
рости соответствующих пере-
ходов (//)
Объяснения в тексте

обходимо все стрелки на схеме (9.4) поменять на противопо-
ложные:

*п к„ 1 ь к. ь т т. \ т,

D -+-Dn -* -*- AJ *- Di -«- ^ ! * -<— As -«- Л. (9.5)
При составлении кинетических уравнений, описывающих про-

цесс переноса «дырок» согласно схеме (9.5), необходимо исполь-
зовать окисленные состояния переносчиков электронов.

Если повернуть схему (9.5) на 180°, то полученная схема бу-
дет полностью аналогична схеме (9.4):

ms

As — . (9.6)

Отсюда вытекает, что кинетическое поведение окисленных форм
переносчиков А,, ..., А, соответствует кинетическому поведению
восстановленных форм переносчиков Dt, ..., Dn. Естественно,
что должны сравниваться схемы с соответствующим числом пе-
реносчиков на донорнои и акцепторной сторонах ФРЦ.

При замене переноса электронов на перенос «дырок» проис-
ходит инверсия рис. 42 на 180° относительно световой константы
скорости, а также изменение знака потенциалов полувосстанов-
ления переносчиков электронов на противоположный (рис. 43).
Существенно, что замена переноса электронов на перенос дырок
не изменяет ни кинетический (чем ближе к световой стадии, тем
больше величина констант скорости), ни энергетический про-
филь. Поэтому кинетические закономерности переноса электро-
нов в донорнои части ФРЦ справедливы и для переноса «дырок»
в акцепторной части ФРЦ и наоборот [Шинкарев, Рубин, 1982].

Такая кинетическая двойственность позволяет при анализе
переноса электронов ограничиться рассмотрением либо только
донорнои, либо только акцепторной сторон ФРЦ. Сходство в
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кинетической организации донорнои и акцепторной сторон обус-
ловлено, по-видимому, необходимостью быстрого приведения
ФРЦ в реакционноспособное состояние, путем быстрого разне-
сения разноименных зарядов на периферию ФРЦ. Примеры ки-
нетической двойственности как для переходных процессов, так
и для стационарного режима будут приведены далее.

9.4. Импульсный режим возбуждения

Рассмотрим исходя из сформулированной кинетической моде-
ли транспорт электронов в ФРЦ, индуцированный кратковремен-
ной вспышкой света.

Исходно, в темноте (&0 = 0), все переносчики электронов, на-
ходящиеся на донорнои стороне реакционного центра, восста-
новлены, а на акцепторной стороне — окислены. Если для крат-
кости через 0 и 1 обозначить окисленное и восстановленное со-
стояния переносчиков электронов, то в темноте реакционный
центр находится в состоянии

1 . . . 1 0 . . . 0 .

Здесь единицы на первых местах обозначают восстановленное
состояние переносчиков Du D2, ..., Dn, а нули на последних s
местах — окисленное состояние переносчиков А,,..., А,.

Дальнейшее поведение переносчиков электронов во времени
зависит от того, каким образом происходит освещение ФРЦ:
постоянным светом, вспышкой света или серией последователь-
ных вспышек света. Ниже рассмотрена кинетика редокс-превра-
щений переносчиков электронов под действием вспышки света.

После освещения ФРЦ вспышкой (твсп<С l/^i, l/mt) лишь
один электрон от первичного донора Z), перейдет к первичному
акцептору Л,, и система окажется в неравновесном состоянии,
характеризующемся наличием «дырки» в донорнои и электрона
в акцепторной частях реакционного центра:

1 . . . 10 10 . . . 0.
п • s

Вслед за этим комплекс реакционного центра будет стремиться
к исходному равновесному состоянию согласно схеме (ko = 0)

kn kn-i к, *i js» mi m, m s - l m s

(9.7)

Основная наша задача состоит в том, чтобы найти выраже-
ние кинетики редокс-превращений отдельных переносчиков элек-
тронов после импульсной активации ФРЦ. Из схемы (9.7) сле-
дует важное обстоятельство, существенно упрощающее анализ:
дальнейшую эволюцию акцепторной и донорнои частей ФРЦ
можно описывать независимо друг от друга.
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Эволюция «дырки» в донорной части ФРЦ описывается по-
следовательностью мономолекулярных переходов между состоя-
ниями комплекса

1 . . . 1 0 * 1 . . . 101*. 1 . . . Ю1 4 . . . ^ i o i . . .

Эволюция электрона в акцепторной части описывается ана-
логичным образом:

10 . . . 0 ^ 010 . . . 0 —• • • - ^ 0 . . . 01 -> 0 . . . 0. (9.9)

Каждое q-e состояние, кроме последнего, фигурирующее на схе-
мах (9.8) и (9.9), можно отождествить с окисленным (восста-
новленным) состоянием q-ro переносчика электронов на донор-
ной (акцепторной) стороне реакционного центра:

(10 . . . 0 <-» А\, . . . , 0 . . . 01

Вследствие этого можно записать систему дифференциальных
уравнений, замкнутую относительно вероятностей редокс-состоя-
ний отдельных переносчиков (см. гл. 4). Существенно, однако,
заметить, что в отличие от обычных мономолекулярных реакций
в этом случае для описания переноса электронов в донорной ча-
сти необходимо использовать окисленные состояния переносчи-
ков, а в акцепторной части — восстановленные состояния.

Ввиду того что схема переноса электрона в акцепторной час-
ти аналогична схеме переноса «дырки» в донорной части ФРЦ,
в дальнейшем мы ограничимся подробным рассмотрением лишь
миграции «дырки» на донорной стороне реакционного центра.
Для вероятности того, что q-й переносчик электронов на донор-
ной стороне ФРЦ находится в окисленном состоянии, введем
обозначение xq{t)=P{Dq°). Тогда исходя из схемы (9.8) для ве-
роятностей состояний окисленности переносчиков электронов
можно записать систему линейных дифференциальных уравне-
ний:

dxjdt=—kixu

(9.10)
dx2/dt=kixl—k2xz,

CtXn[ut — ftB_1Jfn_1 RnXn.

Можно считать, что после освещения вспышкой начальные
условия для вероятностей состояний окисленности переносчиков
электронов, находящихся на донорной стороне ФРЦ, имеют вид
xl(0) = 1, *((0) =0, i=2, 3, . . . , п. Поэтому решение системы диф-

198



ференциальных уравнений (9.10) может быть записано следую-
щим образом [Бартлетт, 1958]:

I x 1 ' <? = 2, 3 п, (9.11)

В этом выражении ю/(—k t)—значение производной функции
(k ) (k ) . . .(kq-i + u) (kq+u), взятой в точке и = —&<:

« ; ( - ki) = ( k , - hi) (k2 - ki) . . . ( k i . i — k t ) ( к м - k t ) . . . ( * , - * , ) .

Аналогичное общее соотношение справедливо и для переносчи-
ков электронов, находящихся на акцепторной стороне ФРЦ:

/ -mjt

Р(А)) = т1т2 ... т м у. — , /=2, 3, . . . . s, P(A\)=r»*.
,.=1со ;.(-т(.)

(9.12)
Как следует из полученных общих соотношений, кинетика ре-

докс-превращений переносчиков электронов описывается суммой
экспоненциальных членов, показатели которых — константы ско-
рости переноса электронов на соответствующих участках. Одна-
ко полученные выражения (9.11) и (9.12), описывающие темно-
вую релаксацию ФРЦ, не учитывают иерархии величин констант
скорости, отмеченной в пункте В. С учетом этой иерархии г-й
член в сумме (9.11), стоящий перед е~\\ близок к нулю, если
r<Cq—1, близок к — 1 , если r=q—1, или к 1, если r=q. Отсюда
следует, что соотношение (9.11) может быть аппроксимировано
довольно простым выражением

х„ (0 = Р (D°)« е-V _ е-Vi<t q = 2, 3, . . . , « ,
(9.13)

х, (0 = р (Dl) х e-w.

Аналогичные соотношения справедливы и для переносчиков
электронов, находящихся на акцепторной стороне реакционного
центра:

Р (А))« ет^ - е"71'-1', / = 2 , 3 , . . . , ! , Р (А\) же-**. (9.14)

Таким образом, перенос электронов в реакционном центре
осуществляется с явно выраженной стадийностью: сначала име-
ет место перенос «дырки» за время ~l/&i от D{ к Д., затем —
за время — 1/&2̂ * l/^i—на Ds и т. д. Аналогичное положение
распространяется и на перенос электронов в акцепторной части.
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9.5. Циклический поток электронов
До сих пор мы рассматривали нециклический транспорт элек-

тронов и не учитывали внутрикомплексного циклического пере-
носа электронов от акцепторов к донорам, который возможен
ввиду того, что редокс-потенциалы переносчиков, находящихся
на акцепторной стороне реакционного центра, ниже редокс-по-
тенциалов переносчиков донорной стороны (см. рис. 42). Однако
при циклическом потоке электронов донорную и акцепторную
части уже нельзя рассматривать независимо. Из любого состоя-
ния, в котором имеется один электрон в акцепторной части и
одна «дырка» в донорной части, ФРЦ может перейти с констан-
той скорости циклического переноса (своей для каждого состоя-
ния) в исходное равновесное состояние 1 . . . 1 0.. . 0. Вместе с
тем согласно выражениям (9.13) и (9.14), время жизни любых
неравновесных состояний реакционного центра, отличающихся
от 1... 1 0 . . . 0, тем больше, чем дальше находятся электрон на
акцепторной, а «дырка» на донорной стороне ФРЦ от световой
стадии. Это приводит к тому, что циклические переходы нужно
учитывать только в случае долгоживущих неравновесных состоя-
ний реакционного центра.

Действительно, предположив независимость переносчиков на
донорной и акцепторной сторонах ФРЦ для скорости цикличе-
ского потока электронов Vn между А} и Д , можно записать сле-
дующее выражение:

V* « kltP (D?) Р (А1/) « * / ( (е-к<* - е-"'-1) (е*1? - е~т>-% (9.15)

где kji— константа скорости соответствующего циклического пе-
рехода. Из этого выражения следует, что циклический поток
электронов между переносчиками возможен только в интерва-
лы времени, меньшие, чем l/(kt + ntj), когда еще сохраняются
состояния D° и Ajl. Поэтому во всех случаях, когда величина,
обратная константе скорости kH циклического переноса, больше,
чем \l(ki+tri}), этим потоком электронов можно пренебречь. По-
скольку обычно величина константы скорости циклического по-
тока не превышает 10г—103 с"1, он возможен лишь между А, и Dn,
у которых обмен электронами со средой протекает с псевдомо-
номолекулярными константами скорости, лежащими в пределах
l O ' l f f 1

Таким образом, внутрикомплексный циклический транспорт
электронов происходит в основном между крайними переносчи-
ками Л, и D.. Следовательно, приведенное ранее описание инду-
цированного вспышкой нециклического транспорта электронов в
реакционном центре правомерно для всех переносчиков, кроме
А. и Dn и для отрезков времени, меньших, чем время обмена
комплекса электронами со средой.

С учетом сказанного переходы состояний комплекса ФРЦ по-
сле активации его короткой вспышкой света можно представить
схемой, на которой йц — константа скорости циклического пере-
носа электронов.
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0 - 0

1-10 0-01

ITln

1 — 10 010-0- ^-01-1 010-0—^1—1 010-0

1...J * - ^ 0 1 - 1 10-0

(9.16)

Для того чтобы найти связанные с циклическим потоком из-
менения редокс-состояний комплекса ФРЦ, учтем, что не все со-
стояния, показанные на схеме (9.16), реализуются с достаточно
большой вероятностью. Действительно, из начального состояния
1...10 10... 0 комплекс может перейти в состояние 1...10
010... 0 с константой скорости т± или в состояние 1...101
10...0 с константой скорости kt. Наиболее вероятен переход,
характеризующийся большей константой скорости. Попав в сле-
дующее состояние, ФРЦ опять перейдет в состояние, в которое
ведет реакция с наибольшей константой скорости, и т. д. Необхо-
димо заметить следующее. Если выбор пути по константам ско-
рости внутрикомплексных переходов фактически определяется
устройством ФРЦ, то выбор пути на конечном участке зависит
от констант скорости обмена электронами между комплексом и
средой, т. е. определяется концентрацией экзогенных доноров и
акцепторов.

Итак, выберем наиболее вероятный путь, ведущий из исход-
ного неравновесного состояния в конечное равновесное. В силу
того что внутрикомплексные переходы осуществляются сущест-
венно быстрее, чем обмен электронами комплекса со средой, этот
путь обязательно будет проходить через состояние 0 1 . . . 1 0...01
по схеме

0 1 - 1 0 - 0

1-10 10-0
№

i
0-01-^1-1 0-0

1-1 0-01
(n+ s + i)

(9.17)
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где Xt, Хг, ..., Хп+,-2— константы скорости, выделяющие его из
схемы (9.16). Предполагается, что этот путь — единственный.
В дальнейшем для упрощения обозначений мы не будем указы-
вать нижние индексы у констант скорости kn и т„ полагая, что
kn = k, m, = m.

Система дифференциальных уравнений, описывающая пере-
нос электронов по наиболее вероятному пути, имеет вид

dpjdt = irfL —

dpn+s-\ldt = K<rs-iPnvs-i

dpn+Jdt = mpnfs-i — kp

dpn+s¥i/dt = kpn>s-i —m

(9.18)

+ ku. + k) P

Начальными условиями для этой системы дифференциальных
уравнений являются /?,(()) = 1, р ( (0)=0, i ^ 2 . Кроме того, из са-
мого смысла выбора рассматриваемого пути и свойства ФРЦ,
указанного в пункте В, вытекает, что А,!>Я2>.. .>А,п +,-2>
>(m + ka + k). Это позволяет решение системы уравнений (9.18)
записать следующим выражением, аналогичным формуле (9.13):

Рг ~ <гЧ Pi i = 2, 3, ..., п + s -2,
(9.19)

Подставляя найденное значение для pn+,-i в последние два урав-
нения системы (9.18), находим, что

т , т

m
m

k-к, 'n+S-2

(9.20)

От найденных вероятностей состояний ФРЦ необходимо пе-
рейти к состояниям составляющих его переносчиков. Из схемы
(9.16) очевидно, что переходы по константам скорости /л, не ме-
няют состояний переносчиков, находящихся на донорной сторо-
не реакционного центра. Аналогичным образом переходы по кон-
стантам скорости К не меняют состояний переносчиков, находя-
щихся на акцепторной стороне. Поэтому, чтобы получить на ос-
нове упрощенной схемы (9.17) выражения для вероятности окис-
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1 6

Рис. 44. Кинетика редокс-превращений переносчиков электронов под действием
вспышки света

о —для центральных переносчиков £>, — Dn_1, A,—As_1; б — для крайних переносчиков
Dn и Л 5 , между которыми возможен циклический поток электронов

ленной формы Dn, необходимо суммировать вероятности всех
состояний, обозначенных на схеме (9.17) правее константы ско-
рости kn-t и левее константы скорости К. В силу выражения
(9.19) сумма вероятностей всех состояний, содержащих Dn в
окисленной форме (кроме состояния 0 1 . . . 1 0. . .0), равна

е-(*+*ц1-т); _ e-bn-it (9 21)

Поэтому для вероятности того, что Dn находится в окисленной
форме, можно записать

Р (Dn) + pn,s
(9.22)

-ы

При написании этого приближенного выражения мы учли, что
hn+s+^m, k0. Аналогично этому для вероятности восстановлен-
ной формы А, справедливо выражение

Р(А\): o-mt . — e (9.23)

Как видно из полученных формул, в процессе темнового восста-
новления Dn, а также и в процессе темнового окисления А, име-
ются два компонента: более быстрый и более медленный. Более
быстрый компонент зависит от величины константы скорости
циклического переноса электронов, а более медленный — от кон-
станты скорости обмена электронами комплекса реакционного
центра со средой. Вклад этих компонентов определяется отно-
шением kjm—лля Dn и kjk — для А,. Поэтому, когда либо k,
либо т велики по сравнению с &ц, что соответствует большой
концентрации внешних доноров и акцепторов в соответствующей
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форме, циклическим потоком электронов можно пренебречь.
В этом случае выражения для P(Dn") и Р(А,*) полностью совпа-
дут с формулами (9.13) и (9.14), полученными для нецикличе-
ского транспорта электронов. Напомним, что кинетика релакса-
ции всех остальных переносчиков электронов ФРЦ описывается
также исходя из выражений (9.13) и (9.14).

Таким образом, типичной кинетической кривой переносчиков
электронов, отличающихся от Dn и А., является разность двух
экспонент (рис. 44, Л), а типичной кинетической кривой Dn и А,—
кривая, описываемая соотношениями (9.22) и (9.23) (рис. 44, Б).

Заключение

В результате первичного разделения зарядов в ФРЦ осуще-
ствляется перенос электрона от D, к Л,, после чего происходит
перенос этого электрона в акцепторной части и заполнение осво-
бодившегося места в донорной части [см. схемы (9.8 и 9.9)].
Процесс переноса электронов в донорной части, приводящий к
заполнению свободного места, можно рассматривать как пере-
нос «дырки» в противоположном направлении. Сходство процес-
сов переноса «дырки» в донорной и электрона в акцепторной ча-
стях ФРЦ приводят к тому, что эти процессы описываются ана-
логичными выражениями. Важнейшая особенность процесса тем-
новой релаксации ФРЦ при нециклическом транспорте электро-
нов состоит в том, что миграции «дырки» в донорной и электро-
на — в акцепторной частях ФРЦ происходят независимо друг от
друга. Это позволяет полностью проанализировать кинетику тем-
новой релаксации ФРЦ. Редокс-превращения переносчиков элек-
тронов описываются суммой экспоненциальных членов. Сущест-
венным является, однако, то, что если в исходных общих форму-
лах (9.11) и (9.12), описывающих изменение редокс-состояний
переносчиков, принимались во внимание все предшествующие
стадии переноса электронов, то учет иерархии величин констант
скорости (см. пункт В) приводит к возможности локального рас-
смотрения, для которого важны лишь константы скорости, не-
посредственно примыкающие к этому переносчику. В результате
кинетика переноса электрона («дырки») может быть описана
достаточно простыми соотношениями (9.13) и (9.14). Из этих
формул вытекает, что время жизни переносчиков электронов в
неравновесных состояниях после вспышки света тем меньше, чем
ближе данный переносчик электронов находится к начальной
световой стадии в цепи переноса. Такая функциональная органи-
зация ФРЦ позволяет ему, с одной стороны, быстро возвратить-
ся в реакционноспособное состояние после очередного возбужде-
ния, а с другой — предотвратить обратные реакции разделенных
зарядов. Важнейшей особенностью этой организации является
практическая необратимость стадий переноса электронов, кото-
рая обусловлена большой разницей редокс-потенциалов сосед-
них переносчиков электронов (см. рис. 42). В данном случае
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имеет место реализация принципа, согласно которому стабили-
зация энергии первично разделенных зарядов осуществляется за
счет потери части энергии кванта. Более детальное обсуждение
этого принципа имеется в ряде работ [Литвин, 1975; Борисов,
1976; Rubin, 1978].

Возможно также, что часть энергии первично разделенных
зарядов запасается в виде поляризации среды [Prince, Dutton,
1978; Rubin et al., 1980]. Здесь мы ограничились лишь рассмот-
рением процесса переноса электронов.

Быстрое разнесение разноименных зарядов к краям ФРЦ
приводит к тому, что циклический транспорт электронов наибо-
лее вероятен лишь между А, и Dn. Наличие циклического потока
сказывается в появлении быстрого компонента в темновой ре-
лаксации Dn и А,.

Таким образом, функционирование ФРЦ как молекулярной
машины, преобразующей случайные потоки электронов и кван-
тов света в направленный поток электронов, обеспечивается со-
отношением констант скорости, которое задает последователь-
ность и направление переноса электронов.

Глава 10

СТАЦИОНАРНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
ПЕРЕНОСА ЭЛЕКТРОНОВ В ФРЦ

В предыдущей главе была построена кинетическая модель
переноса электронов в ФРЦ и проанализирован транспорт элек-
тронов, индуцируемый единичной кратковременной вспышкой
света. В данной главе, на основе этой модели будут проанализи-
рованы редокс-превращения переносчиков электронов, вызванные
активацией ФРЦ постоянным светом.

С экспериментальной точки зрения наибольший интерес пред-
ставляет рассмотрение зависимости восстановленности перенос-
чиков электронов, входящих в состав ФРЦ, от концентрации до-
норов, акцепторов и от интенсивности действующего света. Кро-
ме того, важной характеристикой является стационарная ско-
рость переноса электронов через ФРЦ.

Основной задачей данной главы является нахождение указан-
ных стационарных характеристик электронного транспорта в
ФРЦ исходя из сформулированной в гл. 9 модели.

10.1. Сведение к двум многоэлектронным переносчикам

В общем случае достаточно трудно решить систему диффе-
ренциальных уравнений, описывающих поведение переносчиков
электронов, взаимодействующих друг с другом согласно схеме
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(9.2):

D^^-Л..ЛО^АГЛ...^ЛА^А. (юл)

Однако использование существующей иерархии в величинах
констант скорости

ftf-iXlO1—10*)ft,, t = 2,3 п, tnhi>

>(10«-l0*)m/, / = 2,3 s (10.2)

позволяет получить решение в достаточно простой форме, если
при анализе переноса электронов ограничиться лишь временами,
сравнимыми со временами обмена электронами между ФРЦ и
средой. Это связано с тем, что константа скорости k0, а также
константы взаимодействия ФРЦ со средой существенно меньше
констант переноса электронов внутри комплекса. Поэтому элек-
трон, попав из среды в ФРЦ, быстро «размазывается» по пере-
носчикам донорной части, прежде чем произойдет изменение
числа электронов, связанное либо с дополнительным поступле-
нием электронов от среды, либо с переносом электрона в акцеп-
торную часть ФРЦ по световой константе скорости. То же проис-
ходит и при попадании электрона в акцепторную часть ФРЦ.
Следовательно, на временах, больших, чем время, необходимое
для такого усреднения, состояние ФРЦ можно охарактеризовать
числом электронов, находящихся в его донорной и акцепторной
частях. Число электронов, находящееся в соответствующих ча-
стях ФРЦ, является полной характеристикой стационарного
транспорта электронов и позволяет однозначно вычислить вос-
становленность всех переносчиков ФРЦ ([Венедиктов и др.,
1979а, б] см. гл. 8). В этом смысле донорную и акцепторную ча-
сти ФРЦ можно рассматривать как комплекс двух многоэлек-
тронных переносчиков, взаимодействующих друг с другом со-
гласно схеме

На этой схеме и далее для упрощения обозначений не указыва-
ются нижние индексы у констант скорости kn и т,.

Согласно схеме (10.1) на донорной стороне ФРЦ, обозначае-
мой как Ri, может находиться 0, 1, 2, . . . , п электронов, а на ак-
цепторной стороне, обозначаемой как R2,— соответственно 0, 1,
2, . . . . s электронов. Поэтому введенные многоэлектронные пере-
носчики необходимо считать га и s электронными. Граф перехо-
дов для комплекса этих двух переносчиков состоит из (л+1)Х
X ( s + 1 ) состояний и имеет вид (10.4) [Шинкарев и др., 1980].
Здесь состояние (ij) означает, что на донорной стороне ФРЦ
находится i, а на акцепторной — / электронов. Равенство между
собой всех констант скорости поступления электронов в комп-
лекс (к) есть следствие ограничений, накладываемых формулой
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(10.2) на величины кон- оо-
стант скорости [Вене-
диктов и др., 1979а, б].
То же самое относится и
к константам скорости k0

и т.
Заметим, что граф со-

стояний, который опи-
сывает перенос электро-
нов в схеме (10.1) без уче-
та иерархии в величинах
констант скорости, содер-
жит 2"+s состояний (не по-
казан). Резкое уменьше-
ние числа рассматриваемых состояний достигнуто за счет того,
что граф состояний (10.4) описывает перенос электронов в при-
ближении, учитывающем быстрое усреднение электронов по пе-
реносчикам. При построении схемы (10.4) учтено также, что не-
зависимо от величин констант скорости внутрикомплексного
переноса электронов транспорт электронов невозможен, если
переносчик электронов, на который переносится электрон, вос-
становлен.

В используемом нами описании переноса электронов рассмат-
риваются только наиболее медленные переходы усредненных со-
стояний реакционного центра, связанные с изменением числа
электронов в его донорной и акцепторной частях. В силу прак-
тической необратимости переноса электронов ([Венедиктов и др.,
19796], см. также гл. 9), у состояния донорной части ФРЦ с I
электронами первые i переносчиков восстановлены, а остальные
переносчики — окислены. Аналогично у состояния акцепторной-
части ФРЦ с / электронами последние / переносчиков восстанов-
лены. Иными словами, состоянию реакционного центра с i элек-
тронами в донорной и с У электронами в акцепторной частях со-
ответствует следующее распределение электронов между отдель-
ными переносчиками:

i i

( 0 . . . 0 1 . . . 1 0 . . . 0 1 . . . 1 ) .
п s

Следовательно, восстановленное (окисленное) состояние пере-
носчика А определяется состояниями донорной части реакцион-
ного центра Rit содержащими не менее (менее) чем / электронов:

D) = U Я! (Я? - U Rb- (10-5>

Аналогично, восстановленное (окисленное) состояние переносчи-
ка АТ, г= 1, 2, . . . , s есть объединение состояний акцепторной ча-
сти ФРЦ /?2, содержащих не менее (менее) чем s—г+1 элек-
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тронов:

l= U Ri (A'r={jRi). (10.6)

Обозначим через P(RiRi) вероятность того, что в момент t ФРЦ
находится в состоянии с i электронами в донорной и с / электро-
нами в акцепторной частях. Тогда на временах больших, чем
время, необходимое для усреднения электронов по переносчикам
ФРЦ, можно записать следующую систему линейных дифферен-
циальных уравнений, описывающую транспорт электронов со-
гласно схеме (10.4) [Шинкарев и др., 1980]:

dP (RlRl),'dt = mP (RlRl) - kP (RlRl),

dP (RlRl)!dt = kP (RlRl) + mP (RIR)) -(k + k0) P (R\Rl),
" (Ю.7)

dP(RlRl)ldt = kP (Rt^Rl) - mP(R"Rl).

Решив эту систему дифференциальных уравнений с подходящи-
ми начальными условиями, мы сможем найти вероятности
PiRSRi3), а следовательно, в силу несовместности состояний
(RSRJ), и вероятность состояний донорной и акцепторной частей
ФРЦ:

р (Ri) = P (R[Rl) + P (R{Rl) +-.. + P (R\Rl),
(10.8)

р (R!2) = р (Я №) + р (RlRl) +..- + P (RlRl).

Найдя вероятности Л, и /?2 с соответствующим числом электро-
нов, мы затем сможем найти уже и восстановленность интересу-
ющих нас переносчиков £>,, . . . , Dn, Аи ..., А, по формулам, вы-
текающим в силу несовместности различных состояний Rt и Rz

из соотношений (10.5) — (10.6)

Р (D1,) = P(Ri) + PiR?1) + ••• + P(R"),
P(D1) = 1 -P(D)) = P(Rl) +P(Rl)+- •• + P(R[), ( 1 0 9 )

P (Al) = P (ЯГ*1) + P (#Г+ 2) + • • • + P (Ri),

Поскольку вероятности неотрицательны, то из полученных
соотношений для восстановленности переносчиков электронов
можно сделать важный вывод, состоящий в том, что восстанов-
ленность переносчиков электронов строго определяется последо-
вательностью их взаимодействия [Шинкарев, Рубин, 1983]. В са-
мом деле:

P(Dl) = P (Rl), Р ф\) = Р (R\) +--- + P (Rb,

Р <£>!) = Р (Ri) + Р (R\), Р (Dl) = Р ( Я ! ) + --- + Р № ) ,
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Рис. 45. Схематическое изображение соотношения степени окисленности (а)
и восстановленное™ (б) переносчиков электронов, находящихся соответст-
венно на донорной и акцепторной сторонах фотосинтетического реакционного
центра
Верхние индексы 0 и 1 означают окисленное и восстановленное состояние переносчиков
электронов

и т. д., откуда следует (рис. 45)

Р (D!) < Р (Dl)

Р (А{) l) < Р (Al)

Я (Dji), P (D\) > P (Dl) >

(10.10)

< Р (А]), Р (Al) >P(Al)>
Р(А°3):

Иными словами, независимо от величин констант скорости вну-
трикомплексного переноса электронов при условии (10.2) вос-
становленность переносчиков электронов, находящихся на до-
норной стороне ФРЦ тем больше, чем ближе они расположены
к световой стадии. Аналогично этому восстановленность пере-
носчиков, находящихся на акцепторной стороне ФРЦ, тем боль-
ше, чем дальше переносчик электронов находится от световой
стадии.

Соотношение (10.10) есть следствие того, что на рассматри-
ваемых временах каждое состояние RSiR*1) с i(j) электронами в
донорной (акцепторной) части отражает несколько различных
состояний комплекса, отличающихся друг от друга распределе-
нием электронов между переносчиками и находящихся в равно-
весии друг с другом. Это приводит к тому, чго восстановленность
переносчиков электронов строго соответствует их редокс-потен-
циалам. Указанное свойство приводит к тому, что невозможна
ситуация когда, скажем, Д восстановлен, а переносчик электро-
нов с меньшим номером и находящийся ближе к световой ста-
дии окислен (сравним с: [Пытьева и др., 1973; Варфоломеев,
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Березин, 1977; Березин, Варфоломеев, 1979; с. 244]). В частно-
сти, этим объясняется тот факт, что в ФРЦ фототрофных бакте-
рий окисленность пигмента всегда меньше, чем окисленность
цитохрома [Пытьева и др., 1973].

10.2. Величина стационарной скорости
переноса электронов через комплекс

В стационарных условиях скорость переноса электронов че-
рез комплекс может быть определена как скорость переноса
электронов через любую стадию на схеме (10.1). После того как
исходная схема (10.1) была сведена к схеме (10.4) двух много-
электронных переносчиков электронов, удобнее всего для опре-
деления стационарной скорости переноса электронов через ком-
плекс использовать выражение, связанное с поступлением элек-
тронов в комплекс

V = kP(Dl), (10.11)

и выражение, учитывающее скорость оттока электронов из ком-
плекса

V = /nP(4j). (10.12)

Поскольку окисленному состоянию Dn соответствует в силу фор-
мулы (10.8) сумма всех состояний многоэлектронного перенос-
чика /?, за исключением состояния с п электронами, мы можем
записать для стационарной скорости переноса электронов через
комплекс следующее выражение:

Г

L
(10.13)

Аналогично этому можно записать:

° . (10.14)

Стационарную скорость переноса электронов можно подсчитать
также и исходя из световой стадии:

V = k0P{D\A\) = ko(l -P(Rl\J Rl)). (10.15)

Как непосредственно следует из написанных выражений
(10.13—10.15), скорость переноса электронов через комплекс не
может превосходить каждую из констант скорости k, m, k0 в си-
лу того, что вероятность всегда не превышает единицу. Иными
словами, скорость переноса электронов через комплекс не пре-
вышает минимальную из констант скорости:

V<min(*, kt, m). (10.16)

Как показано в гл. 7, эта скорость не может быть также меньше,
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чем величина (l/u+l/fco+l/m)-1. Таким образом, для величины
стационарной скорости переноса электронов через комплекс
справедливы неравенства:

k0, m). (10.17)

Из полученных неравенств следует, что скорость переноса элек-
тронов через комплекс определяется наименьшей из констант
скорости. Причем если какая-либо из констант скорости стре-
мится к нулю, то скорость переноса электронов будет прибли-
жаться к этой константе и, следовательно, также будет стремить-
ся к нулю. В частности, скорость переноса электронов через-
ФРЦ равна нулю в темноте (feo=O).

10.3. Стационарные вероятности состояний ФРЦ

Для того чтобы найти стационарные вероятности состояний
комплекса ФРЦ, необходимо решить соответствующую схеме
(10.4) систему алгебраических уравнений, получающуюся из-
системы (10.7) приравниванием производных нулю:

? ! # ) - А Р (/?;#) = 0,

kP (RlRl) + тР (RlRl) -(k + k0) P (RlRl) = 0,
(10.18)

Решив систему уравнений (10.18) и найдя вероятности того, что
на донорной и акцепторной сторонах ФРЦ находится соответст-
венно i и / электронов, по формулам (10.8, 10.9) можно найти
вероятности отдельных переносчиков.

Затрудняясь дать общее решение системы уравнений (10.18),
мы в дальнейшем рассмотрим лишь несколько предельных слу-
чаев, когда какая-либо из констант скорости, фигурирующих на
схеме (10.4), существенно больше, чем остальные константы ско-
рости. Предварительно рассмотрим некоторые оценки.

Донорная часть ФРЦ

состояний Rt исходя и
можно написать след

kP (Я?) = k0 [P {RlRl) + . . . + Р (RlRT1)], (10.19)

Для вероятностей состояний Rt исходя из системы уравнений
(10.18) (схемы 10.4) можно написать следующие соотношения:

Учитывая теперь, что

Р (RiRl) + ... +Р (RiRl'1) < Р (R{Rl)+ . . . +P(RiRl)=P(Ri),
(10.20)
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можно записать
°\ (10.21)

kP {RT1X
Перемножая г последних неравенств, можно получить

krP (Ri~r)^kr

0P {R% r = 1, 2, . . . . п. (10.22)

Поскольку вероятность застать донорную часть в одном из воз-
можных состояний равна единице: P(R°)-\-P(Rl

l)-\- ...
... +P(Rin) = l, то для P(Rin) можно записать неравенство

< 1 — P(Rlr). (10.23)

Подставляя последнее неравенство в формулу (10.22), для веро-
ятности застать донорную часть ФРЦ с (л—г) электронами по-
лучим следующее неравенство, которое и было нашей целью:

Р (ЯП< * Ж + *')• (10.24)
Из формулы (10.24) следует, что при k^$>ka вероятности со-

стояний донорной части ФРЦ с п—г электронами ( г ^ 1 ) прене-
брежимо малы и их можно не учитывать при рассмотрении пере-
ходов комплекса из одного состояния в другое. Оценим погреш-
ность, делаемую нами при рассмотрении переходов только внут-
ри состояний донорной части ФРЦ с п электронами. Просумми-
ровав все неравенства (10.21) и заменив сумму вероятностей,
стоящую справа, на единицу, мы получим следующее неравенст-
во для суммы вероятностей пренебрегаемых состояний:

(10.25)

Откуда вероятность застать донорную часть ФРЦ с п электрона-
ми не меньше, чем 1—kjk. Таким образом, если k^>ka, то ФРЦ
с подавляющей вероятностью находится в состояниях, в которых
его донорная часть полностью восстановлена.

Выведем теперь неравенства для состояний ФРЦ, выражен-
ные через константы скорости k и т.

Сравнивая формулы (10.13) и (10.14) и заменяя сумму веро-
ятностей, стоящую в выражении (10.14), на единицу, легко по-
лучить следующее неравенство:

Р (R1) + Р (Rl) + • • • + Р (R1'1) £= mlk.

Из этого неравенства вытекает, что если k^>m, то вероятность
рассматриваемых состояний донорной части ФРЦ пренебрежимо
мала. Из этого неравенства следует, что вероятность состояния
донорной части с п электронами не меньше, чем 1—mjk.

Таким образом, если константа скорости притока электронов
в ФРЦ существенно больше всех остальных констант скорости,
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то он с подавляющей вероятностью будет находиться в состоя-
ниях, в которых все переносчики, находящиеся на донориой сто-
роне ФРЦ, восстановлены.

Акцепторная часть реакционного центра

Аи алогично тому, как это было сделано выше, легко полу-
чить следующие оценки:

Р (Rl) < k%l(kl + m") < k\\m\ (10.26)

kjm, (10.27)

P (Rl) + P (Rl) + --- + P (Rl) sSk/m. (10.28)
Первое из этих неравенств показывает, что если ko<^m или
^.т, то при описании стационарного электронного транспорта
в комплексе ФРЦ можно ограничиться рассмотрением состоя-
ний, принадлежащих полностью окисленной акцепторной части.
Таким образом, из рассмотрения оценок следует, что если кон-
станта скорости т оттока электронов из комплекса ФРЦ суще-
ственно больше всех остальных констант скорости, то акцептор-
ная часть ФРЦ будет находиться в полностью окисленном со-
стоянии.

Объединяя этот вывод с тем, который был получен выше для
донорной части ФРЦ, мы можем сказать, что в зависимости от
соотношений констант скорости / г и т , определяющих обмен эле-
ктронами ФРЦ со средой, в основном реализуются либо состоя-
ния верхней строчки, либо состояния правого столбца на схеме
(10.4).

Предельные случаи

1. Рассмотрим сначала случай, когда величина константы
скорости оттока электронов из комплекса существенно больше
всех остальных констант скорости (m>fe, k0). В этом случае ак-
цепторная часть ФРЦ с подавляющей вероятностью находится
R окисленном состоянии и все возможные переходы ФРЦ связа-
ны с переходом его донорной части из менее восстановленного в
более восстановленное состояние. Таким образом, схема перехо-
дов донорной части ФРЦ может быть записана в следующем
приближенном виде:

00 :£ 10 i 20 in ... j : n0. (10.29)
к„ fto k0 feo

Применяя принцип детального равновесия к данной схеме (см.
гл. 6) для вероятности того, что #, имеет г электронов, имеем
следующее выражение:

P(Rri) = р ' / ( 2 Р«) > Р = k/ko> г = 0, 1, 2 п. (10.30)
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Вероятность Я(Д') того, что i-й переносчик электронов на до-
норной стороне находится в восстановленном состоянии соглас-
но (10.9), складывается из вероятностей того, что на донорной
стороне ФРЦ находится не менее чем i электронов:

Я(О?) = 2Я(К1). (10.31)
г>1

Поэтому восстановленность 1-го переносчика на донорной сторо-
не ФРЦ имеет вид:

Р (D-) = (р< + р'^1 +• • • + р")/(1 + Р + Р2 + • • • + Р"). (Ю.32)
Откуда имеем

P ( D ? ) = 1 - Я (£>)) = (1 + р + . . . + р'->)/(1 + Р + . . . + Р»).
(10.33)

Полученные соотношения существенно упрощаются в зависимо-
сти от того k~>k0 или k<h. Рассмотрим случай, когда световая
константа скорости меньше константы скорости переноса элек-
тронов в комплекс k>k0 ( р < 1 ) . В этом случае в основном реа-
лизуются состояния правой части графа (10.29), а соотношение
(10.33) для окисленной формы Д принимает следующий вид:

ТМ- (10-34)

т. е. стационарная зависимость окисленной формы Д от свето-
вой константы скорости k0 (интенсивности света) носит S-об-
разный характер ( i < n ) , причем показатель степени тем больше,
чем ближе переносчик электронов находится к световой стадии.
Существенным является то, что в формуле (10.34) фигурирует
п — общее число переносчиков, находящихся на донорной сторо-
не ФРЦ. В случае когда ko>k, соотношение (10.32) для восста-
новленной формы переносчика Д принимает следующий простой
вид:

(£)' (10.35)

Таким образом, по зависимости окисленной и восстановленной
формы Д-го переносчика электронов соответственно от световой
константы скорости и от константы скорости притока электро-
нов в комплекс можно определить число и порядок расположе-
ния переносчиков электронов, находящихся на донорной стороне
ФРЦ.

2. Рассмотрим теперь случай, когда величина константы ско-
рости k поступления электронов в комплекс ФРЦ существенно
больше всех остальных констант скорости (&»m, k0). В этом
случае, комплекс с подавляющей вероятностью будет находить-
ся в состояниях, отвечающих переходам только акцепторной ча-
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сти ФРЦ, т. е. в состояниях, принадлежащих правому столбцу
на схеме (10.4). Для удобства этот столбец изображен в виде
строки

k0 *о К ka ft0

лО :£ п\ z£. п2 •£: . . . ^И ns— 1 ^ ns. (10.36)
т т т т т

Переносчики донорной части реакционного центра находятся в
полностью восстановленном состоянии и их переходами в окис-
ленное состояние можно пренебречь.

Применяя принцип детального равновесия к схеме (10.36),
получим

± = A e = l + 6 + -.. + 6s

t Где S , e = l + 6 + -.. + 6s. (10.37)
о т

Согласно формулам (10.9) и (10.37) для вероятности того, что
Аг находится в восстановленной форме, имеем

Р (А)) = Р (RI) + Р (R?1) + --- + Р (Rl'r+1) =
д У + а . - Ч + а н ^

8

Откуда вероятность того, что АТ находится в окисленной форме,
равна

Р (А°г) = 1 — Р {А]) = ( 1 + б + 62 + --- + 6s"r)/e. (10.39)

В зависимости от соотношения между константами k0 и m ФРЦ
будет в основном находиться в состояниях левой части графа
(10.36) при ka<m и в состояниях правой части графа (10.36)
при ka>m. Пусть сначала ko>m. Тогда из формулы (10.39)
вытекает, что зависимость окисленной формы переносчика Ат от
величины константы скорости m оттока электронов из ФРЦ име-
ет S-образный характер,

. (10.40)

Это позволяет по величине показателя этой зависимости опре-
делить последовательность и положение переносчиков электро-
нов, находящихся на акцепторной стороне ФРЦ. В случае, когда
ka<Lm, из формулы (10.38) вытекает, что зависимость вероятно-
сти того, что Ат находится в восстановленной форме, от величи-
ны световой константы скорости k0 также имеет S-образный ха-
рактер:

Р (А') ^ 6 s~m = (Vm) s" r+1. (10.41)

Определив из зависимости (10.40) величину г, а исходя из зави-
симости (10.41) —величину s—г+1, мы тем самым в принципе
имеем возможность определить не только последовательность
расположения переносчиков, т. е. номер переносчика Ат, но и об-
щее число переносчиков, находящееся в акцепторной части
ФРЦ.

215



3. Рассмотрим, наконец, случай, когда световая константа
скорости существенно больше констант скорости обмена электро-
нами комплекса со средой. Поскольку световая константа ско-
рости больше константы скорости поступления электронов в
ФРЦ, приходящие электроны быстро переходят в акцепторную
часть комплекса. Лишь после того, как будет заполнена вся ак-
цепторная часть и станет невозможным перенос электронов по
световой стадии, начнется восстановление переносчиков электро-
нов, находящихся на донорнои стороне ФРЦ. Вследствие сказан-
ного, исходный граф состояний (10.4) может быть сведен к сле-
дующему графу:

k k k k k k k к

00 ^ 01 :£ 02 ^ . . . ^ 0s ;£ Is ^ 2s ^ .. . •£ ns. (10.42)
m m m m m m m in

Применяя к рассмотренному графу принцип детального рав-
новесия для вероятностей рассматриваемых состояний, мы мо-
жем написать:

P (Rl) = <r//xt P(Rl) = ")/x. (10.44)

В этих формулах o=k/m, x = l + a . . . +a n + *. Из формул (10.43)
и (10.44) найдем восстановленность переносчиков электронов,
находящихся на донорнои и акцепторной сторонах реакционного
центра:

h = Р (Ri) + Р (R[+1) + ... +Р (Rl) = g / /

(10.45)

Р (А*) = Р (Rtr+1) + Р ( # Г + 2 ) + . . . + Р (RI) =

= (a s- r + 1 + а$-г+г + . . . + a s + n ) / x . (10.46)

Полученные выражения существенно упрощаются, когда либо
k~>m, либо т > & . Из формул (10.45) и (10.46) имеем следую-
щие приближенные формулы:

если

fc
если

(10.47)

(10.48)
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Из полученных формул можно сделать вывод, что в рассматри-
ваемых условиях окисленность и восстановленность переносчи-
ков электронов S-образно зависят от величины константы ско-
рости оттока электронов из комплекса (10.47) и от величины
константы скорости прихода электронов в комплексе (10.48). Оп-
ределив показатель степени рассматриваемых зависимостей,
можно установить и последовательность расположения перенос-
чиков электронов в ФРЦ.

Сопоставление с экспериментом

Сравним полученные выше выводы с экспериментальными ре-
зультатами, полученными в нашей лаборатории. Наиболее изу-
ченными являются переносчики, находящиеся в ЦЭТ на донор-
ной стороне ФРЦ пурпурных бактерий. Поэтому ниже рассмот-
рены данные, относящиеся лишь к фотохимически активному
пигменту и цитохромам этих микроорганизмов.

В предложенной модели стационарные характеристики не-
циклического транспорта электронов в ФРЦ определяются лишь
световой константой скорости и константами скорости обмена
электронами ФРЦ со средой. Причем согласно формуле (10.10)
стационарная окисленность переносчиков тем больше, чем даль-
ше этот переносчик находится от световой стадии, независимо
от величин указанных констант скорости. В частности, стацио-
нарная окисленность пигмента ФРЦ (D,) достигается при более
высоких интенсивностях света, чем цитохрома (АО- Рассмотрим
в отдельности данные, относящиеся к пигменту и цитохрому.

Световые кривые пигмента. Исходя из анализа, проведенного
выше, показатель степени в S-образной зависимости окисленно-
сти переносчиков электронов от интенсивности света (световая
кривая) тем больше, чем ближе переносчики электронов нахо-
дятся к световой стадии. Для пигмента, т. е. для Du должен
наблюдаться наибольший порядок степенной зависимости окис-
ленности переносчика от интенсивности света (10.33):

р (Dl) ̂  И ^ «•( W . ( 1 0 - 4 9 )
l k (k/k)n

где п — общее число переносчиков электронов, находящееся на
донорной стороне ФРЦ. Поэтому если при условии m~^>k>ka

не наблюдается 5-образной световой кривой пигмента, то это
свидетельствует о том, что на донорной стороне отсутствует вто-
ричный донор. Такая ситуация имеет место, например, в хрома-
тофорах Rs. rubrum, в процессе выделения которых цитохром,
являющийся вторичным донором, вымывается [Chamorovsky et
al., 1976]. Вместе с тем в препаратах хроматофоров серных бак-
терий Е. shaposhnikovii, в которых цитохромы достаточно проч-
но связаны с ФРЦ, наблюдается S-образная зависимость свето-
вой кривой пигмента [Пытьева и др., 1973] (рис. 46).
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P(nf)

Р(С°)

Р(Р°)
Рис. 46. Соотношение между состоя-
ниями донорной части фотосинтети-
ческого реакционного центра пурпур-
ных бактерий, содержащего пигмент
Р и цитохром С, как функция интен-
сивности света

Состояние реакционного центра С1Р°— бы-
стро релаксирующее и его вероятность
мала. Поэтому окисленная форма пигмен-
та представлена лишь состоянием СР"

о

Световые кривые цитохрома. Для вторичного донора, како-
вым является цитохром, соотношение (10.33) принимает следую-
щий вид:

У*-1 (1+ *,/*) . (10.50)

Поэтому если на донорной стороне ФРЦ нет переносчиков, спо-
собных быстро восстанавливать цитохром (п=2), то световая
кривая цитохрома не имеет 5-образного характера. Это наблю-
дается, например, в хроматофорах серной бактерии Е. shaposh-
nikovii (рис. 47, б). Существенно, однако, заметить, что в целых
клетках этих бактерий отмечена S-образная зависимость свето-
вой кривой [Пытьева и др., 1973, 1974; Пытьева, Рубин, 1973;
Чаморовский и др., 1976; Рубин и др., 1977] (рис. 47, а), что сви-
детельствует о наличии переносчиков электронов, способных бы-
стро восстанавливать цитохром. Этот факт уже обсуждался в ра-
боте Пытьевой и Рубина [1973], в которой для объяснения
5-образной световой кривой цитохрома было предположено су-
шествование переносчика Qx на донорной стороне ФРЦ. Показа-
тель степенной зависимости (10.50), определенный из разложе-
ния световой кривой цитохрома в двойных логарифмических
координатах, равен 2. Следовательно, количество неидентифи-
цированного переносчика Qx составляет не более одной молекулы
на ФРЦ. Заметим, что поскольку перенос электронов в работе
Пытьевой и Рубина [1973] описывался с помощью «бимолеку-
лярных» уравнений, применимых к описанию взаимодействия
подвижных переносчиков, то количество молекул Qx, оцененное
в этой работе, оказалось существенно выше.

Согласно формулам (10.49—10.60) стационарная окислен-
ность переносчиков электронов в рассматриваемых условиях оп-
ределяется отношением величин констант скорости kjk. Поэто-
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Рис. 47. Зависимость степени окисления высокопотенциального цитохрома от
интенсивности света в целых клетках (а) и хроматофорах (б) серной бакте-
рии Ectothiorhodospira shaposhnikovii [Пытьева и др., 1974]

Через экспериментальные точки проведены теоретические кривые, описываемые урав-
нением (10.50) для л=3 (a): P(C)=P(£>20) = pis/(I+Pi2), р,—£0/£ и для л=2 (б): Р(С°) —
= P(O2°) = (pi+Pi2)/(l+pi-(-pi2). В скобках по оси абсцисс указаны соответствующие зна-
чения величины pi=kolk

му изменение константы скорости k, пропорциональной концент-
рации экзогенного донора D, при неизменной интенсивности све-
та сводится к изменению масштаба световых кривых по оси абс-
цисс. Следовательно, при увеличении константы скорости k про-
исходит смещение световых кривых в область более высоких ин-
тенсивностей действующего света [Пытьева и др., 1973].

10.4. Точные решения для схем переноса электронов
в комплексе двух многоэлектронных переносчиков

Проведенное выше рассмотрение стационарных характери-
стик переноса электронов ограничивалось в основном либо оцен-
ками стационарных вероятностей состояний комплекса ФРЦ, ли-
бо их приближенными выражениями, поскольку решение систе-
мы алгебраических уравнений (10.18) трудно получить в анали-
тическом виде. Ниже проанализированы схемы переноса элек-
тронов, для которых можно получить точные решения.

Рассмотрим перенос электронов в комплексе двух многоэлек-
тронных переносчиков Rt и Rit происходящий согласно схеме
(10.3), предполагая, в отличие от ранее рассмотренных случаев,
что на каждом из переносчиков может находиться любое число
электронов. Иными словами, вместо исходной конечной схемы
переходов ФРЦ между различными состояниями (10.4) мы име-
ем схему с бесконечным числом состояний.

219



00
Будем искать решение
системы алгебраических
уравнений, соответствую-
щих схеме (10.51) [см.
систему уравнений (10.18)
для конечного числа со-
стояний многоэлектрон-
ных переносчиков] в виде

Р (Ri, R{) = Axtyi,
(10.52)

где А, х, у — неизвестные
. пока параметры. Подстав-

^ ' ляя это выражение в си-
стему уравнений, соответствующую схеме (10.51), можно убе-
диться, что она имеет решение искомого вида, если

x=k/k0, y=k/m. (10.53)

Действительно, проверим, что существует решение вида (10.52)
для «узлов» на схеме (10.51) вида

а) 00- -10- б) 0г-1 ii-l

01-

(10.54)

g + 1 0 «) i j - i i + l j + 1

9-11 qi

t-ij-i ij + i

Условие стационарности для узла а) на схеме (10.54) имеет вид
Ах°у1 • m=Ax°y°k. Откуда y=k/m. Для узла б на схеме (10.54) ус-
ловие стационарности можно записать в виде Ах1у'~Ч10+
+Ax°yi+im—Ax''yim-\-Ax''yik. Откуда, сокращая на Ау*~1 и под-
ставляя величину у—Щт, найдем, что x=k/k0.

Аналогичным образом можно убедиться, что для узлов виг
выражение
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Р(«'и«Ь = А(±)'$ ( 1 0 .55)

является решением.
Поскольку вероятность застать ФРЦ в каком-либо из его воз-

можных состояний должна быть равна единице, то исходя из
выражения (10.55) имеем:

= 1. (10.56)

Этот ряд сходится при k<ik0, т, причем А = — — — ^ — . Та-
т k0

ким образом, для случая, когда частота поступления электронов
от донора в ФРЦ меньше частоты прихода возбуждений (кван-
тов света) и частоты выноса электронов из акцепторной части
ФРЦ, система уравнений, описывающая переходы между двумя
многоэлектронными переносчиками на схеме (10.51), имеет точ-
ное решение вида

Р{Rlp>{) = JO—L V z l (±\* 1к\' _ (Ю.57)

Исходя из полученного выражения нетрудно найти вероятности
того, что на донорной и акцепторной сторонах ФРЦ находится
соответственно i и / электронов [сравним с выражениями (10.30)
и (10.44)]:

i ^ (V (Ю.58)
k° V'

Р (R() = у Р (RiRl) = 1=± (1)\ (10.59)
i=0

Полученные выражения показывают, что при k0, m~>k рассмат-
риваемые вероятности являются экспоненциально убывающими
функциями от параметра i и / соответственно. При значительной
иерархии в величинах констант скорости переноса электронов
заселенности состояний донорной и акцепторной частей ФРЦ бо-
лее чем с одним электроном пренебрежимо малы. Поэтому рас-
сматриваемая бесконечная схема по существу эквивалентна ко-
нечной схеме и выражения (10.58) и (10.59) являются достаточ-
но хорошим приближением для конечной схемы. В полной ана-
логии с формулами (10.30) — (10.33), например, для вероятно-
сти того, что 1-й переносчик электронов на донорной стороне
ФРЦ находится в окисленном состоянии, имеем следующее вы-
ражение:

221



P (D]) = Уц P (Ri) = ( 1 + k/k0 + • • • +

(10.60)

Откуда выражение для восстановленной формы переносчика Dt

принимает вид [сравним с формулой (10.35) ]: Р (А1) = (£/*»)'•
Таким образом, при k<k0, m реализуется в основном верх-

ний левый «угол» на схеме (10.51) и соответственно на схеме
(10.4). Более того, можно аналогично предыдущему убедиться,
что решение вида (10.55) справедливо для системы алгебраиче-
ских уравнений, соответствующих конечной треугольной схеме
переходов между состояниями комплекса вида.

В этом случае ±

01

0s (10.61)

а выражения

дляP(Px l

i), P(Rz') принимают вид

(10.62)

?(-£-)'. (Ю.63)
т

В силу существующей кинетической двойственности в переносе
электронов и дырок (см. гл. 9) можно утверждать, что при усло-
вии nKlkc k справедливы следующие выражения, описывающие
переходы комплекса в нижнем правом «углу» на схеме (10.4):

(10.64)

т
(10.65)

Интересно, что полученные формулы свидетельствуют о том, что
для случая бесконечной схемы переходов (10.51) реализуется не-
зависимость редокс-состояний донорной и акцепторной частей
ФРЦ:

Р (RtRL) = P(Ri)P{Ri). (10.66)

Полученные выражения являются хорошими приближения-
ми для случая достаточно высоких интенсивностей света. Вместе
с тем для случая малых интенсивностей света неравенства
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(10.20), а соответственно и (10.22) по существу являются равен-
ствами, и, следовательно, в рассматриваемом случае малых ин-
тенсивностей света мы также имеем достаточно хорошее при-
ближение для вероятностей застать в донорной части i, а в ак-
цепторной части / электронов:

А/(/
P(Ri)= ihJ— t i = o, 1, . . . . п. (10.67)

f ( f ) "
P(Rl)= Ш , / = 0,1 s. (10.68)

Таким образом, несмотря на то, что в общем случае нет до-
статочно простой и удобной формы решения задачи описания
стационарного транспорта электронов в ФРЦ, тем не менее при
наличии определенной иерархии в величинах констант скорости
можно получить достаточно простое описание переноса электро-
нов в реакционных центрах.

10.5 Стационарное периодическое освещение

Часто возникает необходимость определения стационарных
характеристик переноса электронов при периодическом освеще-
нии образца [Кок, 1959; Карапетян и др., 1963; Кононенко и др.,
1967]. В цитированных работах объект исследования активиро-
вали периодически импульсами света длительностью х и в тем-
новом интервале между ними 9, через время т после светового
импульса измеряли изменения поглощения или люминесценции.

Как показано ниже, замена истинно непрерывного света мо-
дулированным можем приводить к значительным искажениям
световой кривой окисленности (восстановленное™) переносчи-
ков электронов.

Кинетическая модель

Рассмотрим для простоты случай только одного одноэлек-
тронного переносчика, который имеет два состояния — 1 и 2, при-
чем в состояние 2 можно попасть под действием кванта света,
после чего он релаксирует к исходному состоянию 1 с констан-
той скорости k:

2 ^ 1 (10.69)

Р Ц

Дифференциальные уравнения, описывающие переходы в этой
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системе, имеют следующий
вид:

dqjdt=kp—koq,

dp/dt=koq—kp. (10.70)

Здесь q и р — вероятности за-
стать переносчик в первом и
втором состояниях. Для опре-
деленности далее будем счи-
тать, что первое состояние —
это восстановленная форма
переносчика, а второе состоя-
ние—окисленная; ^ — «свето-
вая» константа скорости, про-
порциональная интенсивности
действующего света. Будем
считать, что зависимость k0 от
времени имеет периодический
характер (рис. 48).

Для светового (к0Ф0) и темнового (feo=O) промежутка реше-
ние 2-го уравнения, записанного с учетом условия нормировки

1

(10.71)

+ (Pi — | е(-й+*«)' — световой промежуток,

U-

Рис. 48. Схематическое изображение
кинетики изменения заселенности
второго состояния (а) под действием
периодического освещения и зависи-
мость «световой» константы скорости
ЙЙОТ времени (б)

имеет вид:

(10.72)
— темновой промежуток.

(10.73)

Здесь Pi(pt)—начальное условие для восстановленного состоя-
ния переносчика, реализующееся в темноте (на свету) непосред-
ственно перед световым (темновым) периодом.

Обозначим через п номер светового импульса. Тогда для лю-
бого момента времени t можно записать

t=nT+r, (10.74)

где 7=8 + к — суммарное время темнового и светового периодов,
т — время после начала темнового периода. Значение вероятно-
сти р в момент времени t=nT+x будем обозначать через рх(п).

Учитывая соотношения (10.72) и (10.73), можно получить
рекуррентное соотношение, связывающее вероятности второго
(окисленного) состояния в моменты времени, соответствующие
окончанию световых периодов и отстоящих друг от друга на вре-
мя Т:

р0(п)=а+Ьр0{п—1), (10.75)
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где
а = - ^ — ( 1 — е <*+*.>*), Ь = <г[(*+*„ж+ВД. (10 76)

Итерируя соотношение (10.75), несложно найти

ро(п) = a + bpo(n—l) = a + b(a + bpo(n— 2)) = . . . =

= а (1+ b + .. . + bn-1)+bn

Po(O)=a l-=¥- + bnpo(0). (10.77)
1 — о

Таким образом, вероятность того, что сразу после окончания
я-го светового периода (перед наступлением п+1-го темнового
периода) переносчик находится во втором (окисленном) состоя-
нии, равна [р о (0)=0]:

р (п) = — = * - (1 - е-»**)*) ^) . (10.78)

Учитывая, что через время т эта вероятность уменьшится в e~kz

раз, окончательно получим

pr(n)=po(n)e-h\ (10.79)

Выведенное соотношение описывает изменение со временем ве-
роятности окисленного состояния переносчика.

Рассмотрим стационарный режим (п-»-оо). В этом случае ве-
роятность окисленного переносчика через время т после очеред-
ного светового импульса принимает вид

(10.80)

где x=ko/k, /=0/х. При т=0 полученное выражение дает значе-
ние вероятности окисленного состояния переносчика, отличаю-
щееся на коэффициент

р-Ьх(хЛ)

(10.81)

от того, которое получается при непрерывном освещении (р—
=х/(х+1)). Существенным является то, что этот коэффициент
зависит от интенсивности возбуждающего света, и, следователь-
но, световые кривые, измеренные с помощью периодического и
непрерывного света, должны отличаться друг от друга.

На рис. 49 показана зависимость коэффициента (10.81) от
параметра g=e-hx (А), характеризующего скорость темновой ре-
лаксации переносчика и от параметра с=е-*°х (Б), связанного с
интенсивностью света. Для конкретности положим, что продол-
жительность темнового периода в 5 раз больше длительности
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Рис. 49. Зависимость величины поправочного коэффициента (10.81) от време-
ни релаксации второго состояния на схеме (10.69) (а) и от интенсивности све-
та (б)

Цифры у кривых указывают величину интенсивности света (а) и скорости релаксации
(б), измеренных соответственно в величинах e~*oX и е~*н . Кривые рассчитаны для
случая 6/ч—5

светового (Э/х=5) [Карапетян и др., 1963; Кононенко и др.,
1967]. Из рис. 49 видно, что величина поправочного коэффициен-
та (10.81) стремится к единице при увеличении интенсивности
света (с-*-0), причем по-разному для различных времен темно-
вой релаксации переносчика.

Качественно характер искажений световой кривой можно
объяснить исходя из кинетики изменения заселенности окислен-
ного состояния за время светового периода. В течение этого от-
резка времени интенсивность возбуждающего света одинакова
для периодического и непрерывного режимов освещения. По-
этому отличия, наблюдаемые при различных режимах освеще-
ния, могут быть обусловлены только тем, что заселенность окис-
ленного состояния к моменту окончания светового периода не
успевает достигнуть стационарного уровня, как это имеет место
при освещении непрерывным светом. Рассмотрим более подроб-
но роль различных факторов, влияющих на искажения световых
кривых.

Характеристика периодического освещения

Как следует из основной формулы (10.81), величина попра-
вочного коэффициента зависит от соотношения длительностей

темнового и светового периодов / = — . Если длительность све-
х

тового периода существенно больше, чем длительность темново-
го периода (хЗ>8), то величина поправочного коэффициента
близка к единице и искажения световых кривых не происходят.
Качественно это следует из того, что быстрые компоненты за
время светового периода успевают достичь стационарного со-
стояния, а медленные компоненты за время темнового периода
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не успевают отрелаксировать и, следовательно, через несколько
световых периодов обязательно достигнут стационарного со-
стояния. Таким образом, наилучшей периодической модуляцией
света с рассматриваемой точки зрения является такая, для ко-
торой световой период больше, чем темновой период. Обычно же
на практике используют модуляцию, у которой длительность
темнового периода больше, чем длительность светового периода.
В этом случае / > 1 и поправочный коэффициент (10.81) уже не
равен единице. Величина коэффициента (10.81) определяется,
кроме величины I, еще и соотношением времени светового перио-
да и временем затухания компоненты, т. е. величиной kx.

Зависимость искажений световой кривой
от длительности затухания компонент

Если кинетика темновой релаксации переносчика такова, что
как величины kx, так и величины kx{l+\) существенно больше
единицы, искажений световых кривых не происходит. Иными
словами, переносчик за время светового периода успевает до-
стигнуть стационарного состояния.

Если время темновой релаксации переносчика больше, чем
длительность светового периода {\>kx), и короче, чем длитель-
ность темнового периода (&0>1), то переносчик, который вос-
станавливается за время темнового периода, может не успеть до-
стичь стационарного состояния за время светового периода.
В этом случае искажение формы световой кривой происходит не
за счет суммации эффектов от освещения образца импульсами
света, а за счет чисто кинетических эффектов, проявляющихся в
течение одного светового периода. Поправочный коэффициент в
этом случае равен [см. формулу (10.72) ]

у^\ — e-(*i-fc°>x. (10.82)

Если время темновой релаксации (восстановления) перенос-
чика больше, чем длительность и светового и темнового перио-
дов, то искажение световой кривой связано в основном с эффек-
том суммации амплитуд заселенностей окисленного состояния
переносчика, индуцированных многими световыми импульсами.
В рассматриваемом случае для интенсивностей света, для кото-
рых х</, справедлива следующая аппроксимация поправочного
коэффициента:

уш * + ' -, (10.83)
x+1+l

а величину заселенности второго состояния можно выразить
следующим образом:

р^ 2 — . (10.84)
x + 1+l

Таким образом, полунасыщающая интенсивность света для рас-
сматриваемых компонент увеличивается в 1+1 раз; это связано
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Рис. 50. Искажение световых кривых окисленности переносчика, вызванное
периодическим освещением образца
По оси абсцисс отложена величина ktjk. 1 — световая кривая, соответствующая непре-
рывному освещению; 2—6 — световые кривые, соответствующие периодическому осве-
щению образца; 2 — Ы—0,5; 3 — *х=0,2; 4 — Ах—0,1; 5 — ftx=0,01; 6 — Ы—0,001. Кривые
2—5 рассчитаны для 9/ч=5. Кривая 6 рассчитана для в/ч=10

Рис. 51. Световые кривые окисленности переносчика в двойных обратных коор-
динатах

/ — световая кривая, соответствующая непрерывному освещению; 2—5 — кривые, соот-
ветствующие непрерывному освещению образца. Значения параметров кривых 1—5 сов-
падают с таковыми для крнзых 1—5 на рис. 50

с тем, что интенсивность действующего света уменьшается фос-
фороскопом за счет наличия темновых периодов.

На рис. 50 представлены световые кривые заселенности окис-
ленного состояния в зависимости от длительности темновой ре-
лаксации переносчика. По оси абсцисс на этом рисунке отложе-
на величина kjk, а по оси ординат — относительная величина
изменения поглощения. Выбор указанного масштаба по оси абс-
цисс приводит к тому, что световые кривые всех переносчиков,
полученных с помощью непрерывного освещения, совпадают
друг с другом (кривая 1). Все световые кривые, соответствую-
щие периодическому возбуждающему свету, лежат ниже этой
кривой. На рис. 51 представлены те же кривые, но в двойных об-
ратных координатах.

Таким образом, анализ изменения поглощения при периоди-
ческом режиме освещения показывает, что для получения неис-
каженных световых кривых необходимо, чтобы длительность
светового периода была больше длительности темнового. В про-
тивном случае могут наблюдаться следующие эффекты: 1) ис-
кажение формы световой кривой; 2) увеличение полунасыщаю-
щей интенсивности света; 3) несоответствие времен релаксации
различных компонент с их полунасыщающими интенсивностями
действующего света; 4) искажение отношения амплитуд компо-
нент с различными временами релаксации и зависимость этого
отношения от интенсивности действующего света.
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Заключение

Построенная нами модель функционирования ФРЦ описыва-
ет следующие важные закономерности.

1. Восстановленность переносчиков электронов, наблюдаемая
на временах, сравнимых со временами обмена электронами ме-
жду ФРЦ и средой, находится в строгом соответствии с редокс-
потенциалами переносчиков и числа электронов, находящихся в
донорной и акцепторной частях ФРЦ:

>... >P(D1

n),

Поддержание на высоком уровне восстановленности и окислен-
ности переносчиков электронов, находящихся соответственно на
донорной и акцепторной сторонах ФРЦ вблизи световой стадии,
имеет большой физиологический смысл, поскольку обеспечивает
готовность ФРЦ к аккумуляции очередного кванта света. Кро-
ме того, быстрое восстановление D, препятствует обратному пе-
реносу электронов от Л, и тем самым способствует стабилиза-
ции разделенных зарядов.

2. В стационарных условиях изменение константы скорости
на 1-й стадии переноса электронов по-разному изменяет восста-
новленность переносчиков, находящихся левее и правее этой ста-
дии [схема (9.2)]. Увеличение ее приводит к окислению перенос-
чиков электронов, находящихся до этой стадии, и восстановле-
нию тех, которые находятся после нее. В частности, при увели-
чении интенсивности света переносчики электронов, находящие-
ся на акцепторной стороне ФРЦ, восстанавливаются, а перенос-
чики на донорной стороне — окисляются.

3. На временах, сравнимых с временами обмена электронами
между ФРЦ и средой, стационарные характеристики нецикличе-
ского транспорта электронов определяются лишь световой кон-
стантой скорости и константами скорости обмена электронами
ФРЦ со средой.

4. В условиях, когда какая-либо одна из трех констант ско-
рости k, k0, m существенно больше двух остальных констант ско-
рости, возможна S-образная зависимость восстановленности или
окисленности переносчиков электронов от этих констант скоро-
сти. Начальный участок этой зависимости аппроксимируется сте-
пенной функцией, по величине показателя которой можно опре-
делить число и последовательность расположения переносчиков
электронов в ФРЦ. В частности, возможны 5-образные световые
кривые переносчиков электронов (зависимость Р(Д°) Р(А^) от
интенсивности света) при условии, что их число на донорной
(акцепторной) стороне не менее двух.

5. Стационарная скорость переноса электронов через ком-
плекс определяется наименьшей из констант скорости. Этот вы-
вод следует из неравенств (10.17), которым удовлетворяет ста-
ционарная скорость переноса электронов через ФРЦ.
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Глава 11

ПЕРЕХОДНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
ПЕРЕНОСА ЭЛЕКТРОНОВ

В ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ РЕАКЦИОННЫХ
ЦЕНТРАХ

В гл. 9 нами была предложена обобщенная модель переноса
электронов в ФРЦ, согласно которой транспорт электронов опи-
сывается как последовательность практически необратимых ста-
дий:

2 1

(11.1)
Предполагается, что переносчики электронов D,, ...,£>„ и Л,, . . .
. . . , А„ находящиеся на донорной и акцепторной сторонах ФРЦ
соответственно, образуют единый комплекс, а величины констант
скорости переноса электронов удовлетворяют соотношениям

*,_,> (10 2-10 4)^, i=2, 3 я—1,
(П.2)

m b t >(10 2 —10*)т,, j=2, 3, . . . , s—1.
Исходя из этой модели был рассмотрен транспорт электронов,
индуцированный кратковременной вспышкой света (гл. 9), а так-
же проанализированы стационарные характеристики переноса
электронов в ФРЦ (гл. 10).

Основной задачей настоящей главы является анализ пере-
ходных процессов в ФРЦ, индуцируемых включением и выклю-
чением действующего (постоянного) света.

11.1. Усреднение электронов по переносчикам

Ранее, в гл. 8 и 10, было показано, что если при рассмотрении
транспорта электронов в ФРЦ ограничиться временами, боль-
шими, чем время обмена ФРЦ электронами со средой, то состоя-
ние ФРЦ можно полностью охарактеризовать числом электро-
нов, находящихся в его донорной и акцепторной частях. Суть
применяемого приближения состоит в том, что на рассматривае-
мых временах уже «отрелаксировали» все состояния, в которых
возможен внутрикомплексный перенос электронов по «быстрым»
константам скорости kit ..., &«-,, т „ . . . , т„_, и кинетическое по-
ведение ФРЦ может быть описано исходя из медленно релакси-
рующих состояний в которых переходы осуществляются с «мед-
ленными» константами скорости k, k0, т. В силу практической
необратимости переноса электронов в ФРЦ, для вероятности то-
го, что переносчик D, находится в окисленной форме, имеем [см.
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формулу (10.9)]

ВР № = Р ( В Я Г) = Р (Я2) + Р(R\) +--- + P(R[-1). ( l 1.3)

Поскольку вероятности всегда неотрицательные, то несложно
сделать вывод о том, что степень окисленности переносчиков
электронов определяется последовательностью их расположения
в ФРЦ: она тем больше, чем ниже их среднеточечный редокс-
потенциал (см.гл.10):

Р (Dl)

00

0s ns

; Р Ф1) <•••*£/> (Dn), P (At) > P (Al) > • • • > Р (А°).
(11.4)

Причем это свойство справедливо не только для стационарного
состояния, но и для рассматриваемых ниже переходных процес-
сов. Существенно, однако, отметить, что это общее свойство элек-
трон-транспортной цепи-
справедливо лишь для „„ *
моментов времени, боль-
ших, чем время, необхо- т.
димое для усреднения
электронов по переносчи-
кам донорной и акцеп-
торной сторон реакцион-
ного центра. Для рас-
сматриваемых отрезков
времени граф переходов
между «медленно» релак- "И
сирующими состояниями
комплекса переносчиков
ФРЦ, соответствующий
схеме (11.1), совпадает (11.5)
со схемой (10.4).

На графе (11.5) ij — состояние ФРЦ, у которого i электронов
находится в донорной и / — в акцепторной частях.

После включения непрерывного света в системе через неко-
торый промежуток времени установится стационарное состояние,
при котором восстановленность всех переносчиков электронов ос-
тается неизменной во времени. Если после этого выключить
свет, то начнется процесс темновой релаксации переносчиков к
исходному состоянию. Ниже описан процесс темновой релакса-
ции переносчиков, составляющих ФРЦ.

11.2. Процесс темновой релаксации

Из схем (11.1) и (11.5) видно, что темновая релаксация ФРЦ
после выключения постоянного света (&0=0) происходит двумя
независимыми путями. С одной стороны, это процесс темнового
еосстановления донорной части ФРЦ, а с другой — это процесс
окисления акцепторной части:
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На этих схемах для наглядности обведены состояния с фиксиро-
ванным числом электронов на донорнои [схема (11.6)] и акцеп-
торной [схема (11.7)] сторонах ФРЦ.

Из схем (11.6) и (11.7) следует, что кинетика процесса тем-
новой релаксации /?, и R2 может быть рассчитана из следующих
полностью аналогичных друг другу схем, описывающих мономо-
лекулярные переходы донорнои и акцепторной сторон:

R°ARl^Rl+---^Rri^Rnu (11.8)

RI-+ Rl^-^Rl ~2-+ ••• -+RI-+RI (11.9)

Характерной чертой процесса темновой релаксации Ri (R2) яв-
ляется то, что переходы в донорнои (акцепторной) части осуще-
ствляются с одинаковыми константами скорости k (m), что яв-
ляется следствием быстрого переноса электронов внутри ком-
плекса ФРЦ. В дальнейшем мы ограничимся подробным описа-
нием редокс-превращений лишь донорнои стороны ФРЦ. Обо-
значим через pi{t)~P(Ri\ t) вероятность того, что в момент вре-
мени / на донорнои стороне ФРЦ находится i электронов. Тогда
согласно схеме (11.8) для величин р{ имеем следующую систему
линейных дифференциальных уравнений:

dpjdt=—kp,,,

dpjdt=—kpi + kpo,
(11.10)

dpn-i/dt=—kpn~i + kp-n-г,

Решение этой системы уравнений может быть записано в виде

Pt (0 = е-"' [р, (0) + р,_х (0) U + pt-t (0) <^- + • • • +р0 (0) M l ] ,

1 п~\,
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где Pi(O)—начальные условия перед выключением света, опре-
деляемые исходя из решения системы алгебраических уравне-
ний, соответствующих стационарному состоянию ФРЦ, описы-
ваемому схемой (11.5). Выражение (11.11) имеет простую веро-
ятностную интерпретацию и может быть получено непосредст-
венно. Действительно, исходя из формулы полных вероятностей
[Гихман и др., 1979] вероятность того, что в донорной части
ФРЦ содержится i электронов в момент времени /, может быть
записана следующим образом:

P(RL О = Р*(0 = 3 PiMPit®. (H.12)

где Pa(t) —вероятность того, что за время t донорная часть ре-
акционного центра перейдет из состояния с / электронами в со-
стояние с i электронами. Формула (11.12) отражает тот факт,
что донорная часть ФРЦ может находиться в состоянии с i элек-
тронами в момент времени t, только в том случае, если в началь-
ный момент времени /=0 в ней находилось / электронов (с веро-
ятностью рДО)), а за время t пришло еще ровно i—/ электронов
(с вероятностью pjt(t)).

Поскольку концентрация восстановленной формы внешнего
донора существенно больше концентрации ФРЦ, можно считать,
что процесс поступления электронов в ФРЦ от донора D обла-
дает следующими свойствами:
1. Вероятность поступления одного электрона в донорную часть

ФРЦ в интервале времени (t, t+At) зависит лишь от длитель-
ности этого интервала, а не от начала этого интервала на вре-
менной шкале, и равна kAt+o(At), где k — псевдомономоле-
кулярная константа скорости донирования электронов в ФРЦ,
о (At)—бесконечно малая величина более высокого порядка,
чем At.

2. Вероятность поступления более чем одного электрона в том
же интервале равна o(At).

3. События, связанные с поступлением электронов в непересе-
кающиеся интервалы времени, независимы.
Как известно [Хинчин, 1963; Гнеденко, 1965], в этом случае

число электронов, поступившее в ФРЦ в интервале времени
(О, t), имеет распределение Пуассона с параметром kt, т. е.

Pjl(f) = e-HJMH. (11.13)
(« /)!

Таким образом, случайная величина, равная числу электронов,
поступивших в донорную часть ФРЦ от внешнего донора D по-
сле выключения света, имеет распределение Пуассона.

Аналогично этому вероятность qi(t)—P(Rz'-
i, t) того, что ак-

цепторная часть ФРЦ имеет i «дырок» в момент времени /, опре-
деляется пуассоновским потоком поступления «дырок» и может
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быть записана в виде

qt(() = <г»ч[<?,(0) + q ^ ( 0 ) m t + . . . + q0(0)-

(? s=l-2<7/. (11.14)

В этой формуле qx (о) — вероятность того, что в момент времени
перед выключением света на донорной стороне ФРЦ находится
I «дырок» или то же s—/ электронов.

Нашей основной задачей является нахождение временной за-
висимости редокс-состояний различных переносчиков электро-
нов, входящих в состав ФРЦ. Поэтому необходимо перейти от
восстановленности /?, и R2, относительно которых была решена
система дифференциальных уравнений, к восстановленности
(окисленности) отдельных переносчиков электронов, находя-
щихся, соответственно на донорной и акцепторной сторонах
ФРЦ.

Вероятность того, что t-й переносчик электронов на донорной
стороне ФРЦ находится в окисленном состоянии в силу формул
(11.3) и (11.11), определяется следующим выражением:

o

= <rkt jPo(0)+{Pi(0)+&P0(0)} + • • • + {ft-i (0) + ktpU0)+ • •'

*"** [Po (°) JZT^ +{Po(O)+Pi(O)}x

+ Pl(o) + • • • + P*-I(+ + {Po(

Но согласно вырал-сению (11.3) величины, стоящие в фигурных
скобках перед степенными членами в последнем равенстве, суть
стационарные вероятности того, что первый, второй и т. д. пере-
носчики донорной стороны ФРЦ находятся в окисленной форме.
Следовательно, полученное соотношение можно записать в бо-
лее простом виде:

0 = e - [ ^ ^ ^

UY (11.15)

В этом выражении P(Dt°, t) —вероятность того, что t-й перенос-
чик электронов на донорной стороне ^>РЦ находится в окислен-
ном состоянии в момент времени t; P{Di°)—вероятность того,
что D, окислен непосредственно перед выключением света.

Выражение (11.15) показывает, что темновая релаксация пе-

234



реносчиков электронов, находящихся на донорнои стороне ФРЦ,
может быть описана исходя из состояний отдельных переносчи-
ков в замкнутом виде, несмотря на то что исходная система урав-
нений была записана относительно вероятностей застать опре-
деленное число электронов в донорнои части ФРЦ.

Полученное соотношение, как и выражение (11.11), имеет
следующий вероятностный смысл. Для того чтобы в момент вре-
мени t переносчик электронов D{ был окислен, необходимо, что-
бы в нулевой момент времени он уже находился в окисленном со-
стоянии и за время t в донорную часть ФРЦ не пришло ни одно-
го электрона (вероятность последнего события равна е~м) или
чтобы в нулевой момент времени i—1 переносчик электронов
был окислен и за время t в донорную часть ФРЦ пришел ровно
один электрон (вероятность последнего события равна е~мЫ)
и т. д. или чтобы в нулевой момент времени Z), окислен и за вре-
мя t в донорную часть ФРЦ пришло ровно i—1 электронов (ве-

роятность этого события равна

Полностью аналогичные выражения справедливы и для вос-
становленных состояний переносчиков электронов, находящихся
на акцепторной стороне ФРЦ:

Р (А\) = е - \Р (D\) Ml

+ Р(А\) Ml+..-+Р(А*)], г = 1,2 s.(11.16)

Здесь Р(А>, t) —вероятность того, что / переносчик на акцеп-
торной стороне ФРЦ находится в восстановленном состоянии;
Р(ЛГ') —вероятность того, что Аг восстановлен в момент време-
ни перед выключением света.

Общие формулы (11.15) и (11.16), описывающие процесс
темновой релаксации переносчиков электронов, принимают бо-
лее простой вид, если задана определенная иерархия констант
скорости.

Далее мы кратко рассмотрим эти более простые случаи, а
сейчас отметим, что процесс темновой релаксации переносчиков
электронов описывается степенными членами, стоящими перед
экспонентами. Это приводит к появлению своеобразной времен-
ной задержки в темновой релаксации переносчиков, которая за-
висит от местоположения переносчика электронов в ФРЦ. Физи-
ческий смысл появления временной задержки темновой релак-
сации переносчиков электронов можно пояснить на примере до-
норной части ФРЦ. Электрон, поступивший из среды на Dn, бы-
стро переносится на Dl. Для восстановления второго переносчи-
ка необходимо, чтобы из среды поступил еще один электрон, а
это в среднем происходит через время ~\\k после поступления
первого электрона и т. д. Иными словами, временная задержка
в темновом восстановлении переносчиков электронов связана с
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тем, что для восстановления Д-го переносчика электронов необ-
ходимо предварительно восстановить все переносчики электро-
нов с меньшими номерами. По тем же причинам наблюдается и
временная задержка в темновом окислении переносчиков элек-
тронов, находящихся на акцепторной стороне реакционного
центра.

Рис. 52. Схематическое изобра-
жение функций (11.17), описы-
вающих темновое восстанов-
ление переносчиков электро-
нов, находящихся на донорной
стороне ФРЦ

Полученные соотношения позволяют просто ответить на во-
прос о зависимости времен темнового восстановления (окисле-
ния) переносчиков электронов, находящихся на донорной (ак-
цепторной) стороне ФРЦ от интенсивности действующего света,
а также от констант скорости k и т. Действительно, в силу
формулы (11.4) вероятность окисленной формы переносчиков
тем больше, чем дальше переносчик электронов находится от
световой стадии на донорной стороне ФРЦ, поэтому исходя из
формулы (11.15) можно записать

(П.17)

где

Из этого неравенства вытекает, что при достаточно близких вели-
чинах окисленное™ переносчиков £>, и Dt кинетика темнового
восстановления переносчика D, определяется функцией fi(t).
Как следует из проведенного в гл. 10 анализа степень окислен -
ности переносчиков электронов близка при насыщающей интен-
сивности действующего света, при условии, что k<.m. На рис.52
приведена в качестве примера функция fq(t) при различных зна-
чениях параметра q. Из рисунка видно, что в процессе темновой
релаксации выполняется соотношение окисленностей перенос-
чиков, даваемое выражением (11.4), — чем больше номер пере-
носчика, тем больше его окисленность. Кроме того, время темно-
вого восстановления переносчиков электронов также существен-
но зависит от расположения переносчика в ФРЦ, чем больше но-
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мер переносчика, тем дольше этот переносчик восстанавливает-
ся.

Кинетика темновой релаксации переносчиков электронов
описывается функцией fq(t) только при насыщающей интенсив-
ности света, когда окисленности всех переносчиков, находящих-
ся на донорной стороне ФРЦ, близки к максимальной. Для пол-
ной характеристики кинетики необходимо знать зависимость
окисленности переносчиков как функцию констант скорости. Од-
нако кинетику редокс-состояний переносчиков качественно мож-
но описать и не зная точно зависимости стационарной окислен-
ности переносчиков от интенсивности света. Действительно, при
низкой интенсивности света окисляется лишь переносчик элек-
тронов с самым большим номером, т. е. Dn. Из формулы (11.15)
в этом случае вытекает, что кинетика темнового восстановления
этого переносчика должна быть экспоненциальной — с показате-
лем экспоненты, равным —Ы. При увеличении интенсивности
света происходит также окисление переносчиков электронов с
меньшими номерами, что приводит согласно (11.15) к появлению
степенных членов перед экспонентами и к временной задержке
темнового восстановления. Таким образом, из проведенного ана-
лиза следует, что зависимость времени темнового восстановле-
ния переносчиков электронов от интенсивности света должна
быть монотонно возрастающей — чем выше интенсивность пред-
шествующего выключению света, тем больше время темнового
восстановления переносчиков электронов, находящихся на до-
норной стороне ФРЦ. Аналогичная зависимость имеет место и
для переносчиков на акцепторной стороне ФРЦ.

На рис. 53 приведена кинетика темнового восстановления вы-
сокопотенциального цитохрома в хроматофорах фотосинтезирую-

а

\ О 0,2 0,4 0,6 0,8 Р(С°)

Рис. 53. Кинетика редокс-превращений высокопотенциального цитохрома в
хроматофорах фотосинтезирующей бактерии Ectothiorhodospira shaposhniko-
vii при насыщающей интенсивности действующего света (а), а также зависи-
мость времени темнового восстановления этого цитохрома от уровня его ста-
ционарной фотоокисленности (б) [Поттосин и др., 1982]
С т р е л к а м и у к а з а н ы м о м е н т ы в к л ю ч е н и я ( f ) и в ы к л ю ч е н и я с в е т а ([)
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щей бактерии Е. shaposhnikovii (a), a также зависимость вре-
мени темнового восстановления этого цитохрома от интенсивно-
сти света (б). Из рисунка видно наличие временной задержки в
темновом восстановлении цитохрома (ДО после выключения
света и возрастание времени темнового восстановления при уве-
личении интенсивности предшествующего освещения. Следует,
однако, отметить, что при выделении хроматофоров, возможно,
нарушен циклический транспорт электронов, при наличии кото-
рого наблюдается другая зависимость времени темнового вос-
становления от интенсивности света (Pyt'eva et al., 1976]. Таким
образом, зависимость времени темнового восстановления цито-
хрома от интенсивности света может служить критерием нецик-
лического транспорта электронов. Сделанный нами вывод пол-
ностью согласуется с аналогичным утверждением, полученным
при численном анализе на ЭВМ бимолекулярных реакций пере-
носа электронов в бактериальном фотосинтезе [Pyt'eva et al.,
1976].

11.3. Кинетика переходных процессов при включении света

Кинетика редокс-превращений переносчиков электронов под
действием постоянного света имеет достаточно сложный вид. Од-
нако если поток электронов лимитирован скоростью оттока или
притока электронов в ФРЦ, то можно получить достаточно про-
стое решение системы дифференциальных уравнений, описываю-
щих перенос электронов согласно схеме (11.1). Действительно, в
темноте реакционный центр находится в состоянии (лО), в кото-
ром все переносчики на донорной стороне ФРЦ восстановлены,
а переносчики на акцепторной стороне — окислены. При актива-
ции ФРЦ квантом света электрон от D, перейдет на А„ после че-
го электрон в акцепторной части быстро перейдет на As, а «дыр-
ка» на донорной части перейдет на Dn, т. е. реакционный центр
окажется в состоянии (п—1 1). Дальнейшее поведение ФРЦ це-
ликом зависит от того, что произойдет быстрее — вынос электро-
на из акцепторной части (с константой скорости т), приход элек-
тронов в донорную часть (с константой скорости k) или актива-

ция ФРЦ вторым квантом
(11.18) пО света (с константой скоро-

сти k0). Если лимитирую-
щим процессом является
вынос электронов из акцеп-
торной части k, k^m, то
переходы ФРЦ будут про-
исходить в основном с кон-
стантами скорости k0 и k,
как это показано на схеме.
Причем этот процесс будет
происходить до тех пор, по-
ка либо не восстановится
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вся акцепторная часть ФРЦ, либо не окислится вся донорная
часть в зависимости от того, n>s или n<s. Если число перенос-
чиков на донорной стороне больше, чем на акцепторной (n>s),
то легко получить решение системы уравнений, описывающей
переходы на схеме (11.18). Обозначим через xt(t) вероятность
того, что через время t после включения действующего света на
акцепторной стороне ФРЦ имеется i электронов. В начальный
момент времени электронов в акцепторной части не было, и они
попадают в нее лишь после световой активации ФРЦ [см. схе-
му (11.18)].

Поэтому Xi(t) равна вероятности того, что за время t в ФРЦ
придет i квантов. Поскольку приход квантов образует пуассо-
новский поток с интенсивностью k0, то можно записать:

^ (11.19)

Если лимитирующим является процесс поступления электронов
в донорную часть ФРЦ {k<ik0, m), а число переносчиков элек-
тронов на акцепторной стороне больше, чем на донорной (s>ra),
то вероятность г/,(/) того, что на донорной стороне ФРЦ нахо-
дится / «дырок» (л—/ электронов), равна вероятности того, что
реакционный центр будет активирован ровно / раз:

(11.20)

От числа электронов (дырок) в акцепторной (донорной) части
ФРЦ необходимо перейти к восстановленности отдельных пере-
носчиков. Согласно соотношению (11.3) восстановленность пере-
носчика А определяется следующим соотношением:

Р (D)) = 2 Р (R?*) =Уо+Уг+--- + Уп-1 =

'/(п-/)0- (11.21)

Таким образом, при s>n, k^k», m кинетика окисления перенос-
чиков электронов, находящихся на донорной стороне ФРЦ, но-
сит 5-образный характер. S-Образность тем более выражена,
чем ближе переносчик электронов находится к световой стадии.
Выражение, описывающее изменение восстановленности пере-
носчиков А, ..., Dn, полностью совпадает с (11.17), с той лишь
разницей, что в (11.21) вместо k стоит k0. Следовательно, пред-
ставление о характере изменения во времени восстановленной
формы Д можно получить из рис. 52.

Временная задержка в окислении переносчиков электронов
на донорной стороне ФРЦ обусловлена тем, что вследствие быст-
рого переноса электронов между ними приход возбуждения при-
водит к окислению А и быстрой (быстрее времени прихода сле-
дующего возбуждения) миграции дырки к Dn. Приход второго
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Рис. 54. Схематическое изображение последовательности переноса электрона в
ФРЦ пурпурных бактерий при различных соотношениях между величинами
констант скорости

возбуждения приводит к окислению /)„_, и т. д. Таким образом,
прежде чем окислить, скажем, первый переносчик Z), (на време-
нах, сопоставимых со временем прихода возбуждения), необхо-
димо окислить все предыдущие переносчики [Malkin, Silberstein,
1972].

Аналогично кинетика окисленной формы акцептора Аг в пред-
положении, что n > s , m<C&0, k, описывается выражением:

Р (A°r) = е-*.' [1 + (V) + • • • + (kotr
r/(s - r)\]. (11.22)

Следовательно, кинетика восстановления акцепторов в этих ус-
ловиях также имеет S-образный характер, причем S-образность
тем более выражена, чем ближе к световой стадии расположен
переносчик электронов. Рассмотрим более общий случай, когда
кинетика редокс-превращений отдельных переносчиков электро-
нов определяется не только световой константой скорости, но и
константами скорости обмена электронами ФРЦ со средой. Для
простоты анализа будем считать, что &0>&, т (насыщающая ин-
тенсивность света). Удобно отдельно рассмотреть случаи k>m
и m>k, поскольку, как показано ниже, соотношение величин
этих констант скорости определяет качественно различное по-
ведение переносчиков электронов.

1 kk
A. n > s . После активации действующим светом (рис. 54)

ФРЦ из состояния пО за достаточно малый промежуток времени
~s/k0 перейдет в состояние (n—ss), в котором все переносчики
электронов, находящиеся на акцепторной стороне, восстановле-
ны, а переносчики электронов на донорной стороне, имеющие но-
мера от п—s+1 до п, будут окислены:

(11.23)
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Перенос электронов, описываемый этой схемой, определяется
пуассоновским потоком квантов света. Отсюда следует, что на
временной шкале \/k0^.t^.s/k0 кинетика изменения восстанов-
ленное™ переносчиков £)„_„+,, . . . , Dn совпадает с кинетикой
окисления переносчиков Л ь . . . , А„

Р (D)) = е-V (1 + V + • • • + (*0/Г'/(л - 00.
I = n — s+ 1 п, (11.24)

Р (А"г) = <?-*•'(! + kj + • • • + (kot)
s'r/(s - л)!), г = 1,. . ., s.

(11.25)

Дальнейшая эволюция ФРЦ связана в основном с поступлением
электронов от внешнего донора и приводит к изменению восста-
новленное™ лишь переносчиков электронов, находящихся на до-
норной стороне:

( „ _ s s ) - ^ ( n _ s + 1 s) Д- . - . 4 - (ns). (11.26)

Поскольку ko^k, то можно считать, что на временах ~1/Л^>1/^0

процесс, описываемый схемой (11.23), уже закончился. Процесс
восстановления переносчиков электронов Dn-a+i, . . . , / ) „ соглас-
но схеме (11.26) связан с пуассоновским потоком поступления
электронов от внешнего донора. Поэтому вероятность того, что
через время t>l/k0 после включения света в донорную часть
поступило q электронов, равна [см. формулу (11.13)]

-^•е-и. (11.27)

Приход первого электрона приводит к восстановлению-
Dn_ s + 1, приход второго — к восстановлению Z)n_s+2 и т. д. По-
этому для вероятности того, что Д находится в окисленной фор-
ме, можно записать

| / + l п.

(11.28)
Таким образом, в рассматриваемом случае кинетика окисления
Dn_ s + 1, . . . , Dn индуцированного светом, имеет немонотонный ха-
рактер — сначала происходит окисление [схема (11.23)], а за-
тем восстановление переносчиков [схема (11.26)] (рис. 55). Вме-
сте с тем кинетика восстановления Аи ..., А, монотонна
(рис. 55).

Б. Пусть ko^>k>m и, кроме того, число переносчиков элек-
тронов на акцепторной стороне больше, чем на донорной (ra<s).
В этом случае схема переноса электронов после включения све-
та будет иметь вид (см. также рис. 54)

„О — п - 1 1 ^ - - - ^ 0 п - > 1 п ^ О л + l i - .

^ -5. l s - t . . . - t / i s . (11.29)
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Рис. 55. Теоретические кривые кинетики восстановленности и окисленности
переносчиков электронов, находящихся на донорной и акцепторной сторонах
ФРЦ, при включении (f) и выключении (•[) действующего света

Г = S — П + 1 ,

Поскольку ko^>k, то на временной шкале 1/J .
можно пренебречь переходами с константой скорости k. Тогда
поведение переносчиков описывается схемой (11.23), в которой
n=s. Поэтому для этой временной шкалы справедливы выраже-
ния, совпадающие с выражениями (11.24), (11.25):

11{п — Щ, 1 = \,2,...,п,
(11.30)

s. (11.31)

Эти формулы показывают, что изменение восстановленности
(окисленности) переносчиков электронов сразу после включения
света носит S-образный характер. Полученные формулы описы-
вают редокс-превращения только As-n+l, ... , As, поскольку ре-
докс-первращения Л ь . . . , Л„_п происходят с константой скоро-
сти k и могут не учитываться на рассматриваемой временной
шкале. Так как h>k, то на временной шкале l/k^t можно ис-
ключить маловероятные состояния с константой выхода k0 и за-
писать процесс, реализующийся после перехода к состоянию
Опв виде (см. также рис. 54):

0 n - ^ 0 n + l - ^ - - - - ^ 0 s ^ l s - t - - - - ^ n s . (11.32)
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Эта схема показывает, что на временной шкале l/k^t ФРЦ с
константами скорости k переходит в состоянии со все большим чи-
слом электронов в акцепторной части:

0 n ^ 0 f i + l ^ - - - - ^ 0 s . (11.33)

Лишь после заполнения акцепторов станет невозможным пере-
нос электронов /),->-Л1 и начнется восстановление переносчиков
электронов донорной стороны ФРЦ:

Os-^ls-^ •• • -^-п s. (11.34)

Следовательно, на рассматриваемых временах редокс-превраще-
ния Л,, . . . , Л8_„ и Du ..., Dn обусловлены пуассоновским пото-
ком поступления электронов в донорную часть ФРЦ и опреде-
ляются формулами:

Р (Л?) = e~kt[\ + « + . - . + (kttn~r/(s-n _ г)!],

г = 1,2, . . . ,s — n, (11.35)

Р (D?) = е-* [1 + kt + • • • + (ktf^Hs -n + l - 1)1],
1 = 1,2, ..., п. (11.36)

Таким образом, при включении света наблюдается монотонное
увеличение восстановленности переносчиков Л,, . . . , А, [форму-
лы (11.31), (11.35)] и немонотонное изменение во времени вос-
становленности переносчиков электронов Dt, ..., Dn [формулы
(11.30), (11.36)]. Причем, если окисление переносчиков Ъи ...
..., Dn обусловлено в основном световой константой скорости,
то последующее их восстановление целиком обусловлено поступ-
лением электронов от внешнего донора и определяется величи-
ной константы скорости k. Отличие случаев « > s и s > n состоит
в том, что при s > n кинетика переносчиков Du . . . , £ )„ характе-
ризуется временной задержкой восстановления (рис. 55).

Эта задержка тем больше, чем больше емкость акцепторной
части ФРЦ по сравнению с емкостью донорной части.

В рассмотренном нами приближении предполагалось, что
константа скорости оттока электронов из реакционного центра
равна нулю. Это привело к тому, что стационарная окисленность
(восстановленность) переносчиков Du ..., Dn (Ait . . . , Л„) близ-
ка к нулю (единице). В общем случае (тФО) величина стацио-
нарной окисленности (восстановленности) отлична от нуля (еди-
ницы) тем больше, чем дальше переносчик электронов находит-
ся от световой стадии.

Благодаря симметрии в переносе электронов в акцепторной и
дырок в донорной частях ФРЦ, рассмотрение случая m~>k ана-
логично выше — проведенному анализу. Таким образом, если
k>m, то при включении света происходит S-образное восстанов-
ление переносчиков электронов на акцепторной стороне ФРЦ и
немонотонное окисление переносчиков электронов, находящихся
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на донорной стороне ФРЦ, если же m>k, то при включении све-
та происходит S-образное окисление переносчиков электронов,
находящихся на донорной стороне, и немонотонное восстановле-
ние переносчиков электронов, находящихся на акцепторной сто-
роне ФРЦ (рис. 55).

Заключение

В настоящей главе и гл. 9, 10 рассмотрена обобщенная ки-
нетическая модель переноса электронов в комплексе ФРЦ фо-
тотрофных бактерий и высших растений.

Особенностью этой модели является учет иерархии величин
констант скорости и энергетического профиля переноса электро-
нов в ФРЦ. Перечислим важнейшие особенности переходных
процессов в ФРЦ при включении и выключении постоянного све-
та, обнаруженные при анализе этой модели.
1. На отрезках времени сопоставимых или больших, чем время

обмена электронами между ФРЦ и средой, восстановленность
переносчиков электронов на донорной (акцепторной) сторо-
не соответствует их потенциалу полувосстановления: чем вы-
ше редокс-потенциал переносчика, тем выше его восстанов-
ленность. Сказанное справедливо как для стационарного ре-
жима, так и для переходных процессов.

2. Свет индуцирует окисление переносчиков электронов, находя-
щихся на донорной стороне ФРЦ, и восстановление перенос-
чиков электронов, находящихся на акцепторной стороне; при-
чем сначала окисляется самый далекий от световой стадии
переносчик электронов (Dn), затем более близкий (On-i)
и т. д. Аналогично этому сначала восстанавливается As, за-
тем A,-i и т. д.

3. Характер переходного процесса, индуцированного освещени-
ем, определяется соотношением величин констант скорости
kjm. Если константа скорости k притока электронов в ФРЦ
существенно больше, чем константа скорости т оттока элек-
тронов из ФРЦ {k>m), то при включении света наблюдается
немонотонное окисление переносчиков электронов на донор-
ной стороне ФРЦ (рис. 55) и S-образное восстановление пе-
реносчиков электронов на акцепторной стороне ФРЦ (рис.
55). Если же m~>k, то наблюдается S-образная кинетика
окисления переносчиков на донорной стороне и немонотонное
восстановление переносчиков электронов на акцепторной сто-
роне ФРЦ.

4. При выключении света переносчики Z)t—Dn восстанавливают-
ся, а переносчики Л4—A s окисляются. Характерной особенно-
стью кинетик темнового восстановления и окисления пере-
носчиков является S-образность и связанная с ней временная
задержка в темновом восстановлении (окислении), тем боль-
шая, чем дальше переносчик электронов находится от свето-
вой стадии (рис. 55).

244



Отметим в заключение, что рассмотренный в гл. 9—11 под-
ход может оказаться полезным при анализе не только переноса
электронов в ближайшем донорно-акцепторном окружении ФРЦ,
но и при анализе функционирования комплекса Ь—с,, сопряжен-
ного с ФРЦ.

Глава 12

КИНЕТИКА ВОССТАНОВЛЕНИЯ
БАКТЕРИОХЛОРОФИЛЛА,

ОКИСЛЕННОГО
ИМПУЛЬСНЫМ И ПОСТОЯННЫМ СВЕТОМ

В ХРОМАТОФОРАХ ПУРПУРНЫХ БАКТЕРИЙ

В ряде работ [Clayton, 1962; McElroy et al., 1974; Лукашев
и др., 1975; Чаморовский и др., 1976; 1977; Lukashev et al., 1976;
Chamorovsky et al., 1976; Нокс и др., 1977; Кононенко, 1980; Фа-
биан и др., 1980; Петров и др., 1983] исследована температурная
зависимость кинетики темнового восстановления фотохимиче-
ски активного пигмента (димера бактериохлорофилла, Р870) в
целых клетках, изолированных хроматофорах и препаратах
ФРЦ различных пурпурных бактерий при высоких редокс-потен-
циалах среды (£я>350 мВ). В этих условиях, в темноте, восста-
новлен только пигмент ФРЦ, и после окисления под действием
света он может получать электрон лишь от фотовосстановлен-
ных эндогенных акцепторов. Как правило, обнаруживаются два
кинетических компонента темнового восстановления пигмента
[Лукашев и др., 1975; Чаморовский и др., 1977]. При комнатной
температуре (рис. 56) наблюдается только компонент со време-
нем 1 -j-10 с и более, связанный с восстановлением пигмента от
вторичных акцепторов электронов. Понижение температуры до
270—240 К приводит к появлению более быстрого компонента
со временем 25—100 мс (рис. 56), обусловленного, по-видимому,
обратным переносом электронов от первичного хинона на пиг-
мент ФРЦ.

При понижении температуры относительный вклад быстрого
компонента возрастает, а вклад медленного — уменьшается.
Аналогичный эффект вызывает и уменьшение влажности препа-
ратов [Нокс и др., 1979; Nikolaev et al,, 1980]. Этот эффект, по-
видимому, связан с замедлением переноса электронов между
первичным (Qi) и вторичным (Qn) хинонами, что подтверждает-
ся появлением быстрого компонента уже при комнатной темпе-
ратуре, если перенос электронов ингибирован о-фенантролином
{Лукашев и др., 1975; Chamorovsky et al., 1976].
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Рис. 56. Кинетика фотоиндуцированных окислительно-восстановительных пре-
вращений бактериохлорофилла Р870 в хроматофорах Rhodospirillum rubrum
и Р890 в хроматофорах Ectothiorhodospira shaposhnikovii, измеренная по из-
менению поглощения при 790 нм при температурах между 298 и 230 К [Luka-
shev et al., 1976]

В данной главе проанализирована схема переноса электро-
нов в ближайшем донорно-акцепторном окружении ФРЦ пур-
пурных бактерий и предложены способы расчета величины кон-
станты скорости переноса электронов от первичного хинона ко
вторичному по данным кинетики редокс-превращений пигмента
в окислительных условиях.

12.1. Схема переноса электронов

Общепринятая схема переноса электронов в хроматофорах и
реакционных центрах пурпурных бактерий в окислительных ус-
ловиях (350^£н<400 мВ) имеет вид [Пытьева и др., 1976]

Здесь Р — фотохимически активный пигмент ФРЦ; Q b Q u — со-
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ответственно первичный и вторичный хинонные акцепторы элек-
тронов ФРЦ, &„ — «световая» константа скорости, пропорцио-
нальная интенсивности действующего света. Смысл остальных
констант скорости ясен из схемы.

После возбуждения Р электрон от него попадает на первич-
ный хинон (со временем ~200 пс), а затем на вторичный хинон
(со временем —0,1—2 мс). Возврат электрона от Q n на Р мо-
жет происходить двумя путями.

Первый, циклический, это перенос электронов с константой
скорости k [Blankenship, Parson, 1979a]:

Р Qi Qn (12.2)

t к 1 •

Он осуществляется либо путем непосредственного туннелирова-
ния электрона, либо через промежуточные переносчики электро-
нов. В последнем случае k — минимальная из констант скорости
циклического транспорта электронов.

Второй путь — это возврат электрона через первичный хинон
[Wraight, 1979a]:

P ^ Q , S Q I I . (12.3)

При комнатной температуре, вследствие того что
k-0, k, электроны возвращаются на пигмент, по-видимому, по
схеме (12.2). Вместе с тем, при более низких температурах, а
также в препаратах изолированных ФРЦ определенную роль мо-
жет играть перенос электронов согласно схеме (12.3).

Ниже проведен анализ температурной зависимости кинетики
переноса электронов в ближайшем донорно-акцепторном окру-
жении ФРЦ на основе минимальной схемы (12.1), объединяю-
щей схемы (12.2) и (12.3).

12.2. Кинетическая модель

В окислительных условиях в ФРЦ находится только один
электрон, поэтому переходы между состояниями ФРЦ имеют
следующий вид:

Pi QfQ,0, £ POQIQJ, Ъ: PVlQn- (12.4)
| ft-. m_t I

k

Система дифференциальных уравнений, описывающая эти пере-
ходы, имеет следующий вид:

clp/dt=k0 (l—p—q) — (ml + k-a) p + m-iq,

dq/dt=m1p—{m..i+k)q, (12.5)
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\

где р, q — есть вероятности того,
что первичный и вторичный хи-
ноны находятся в семихинонной
форме соответственно.

Подчеркнем, что в схеме
(12.4) предполагается, что обме-
ном электронами между ФРЦ и
средой можно пренебречь. Это до-
пущение подтверждается тем,
что в эксперименте наблюдается
многократная воспроизводимость
полностью обратимого фотоокис-
ления бактериохлорофилла во
всем изученном диапазоне тем-
ператур в отсутствие экзогенных
доноров [Лукашев и др., 1975].

Процесс темновой релаксации
ФРЦ также может быть описан
системой уравнений (12.5), если

положить в последней величину «световой» константы скорости
k0 равной нулю:

dp/dt= — (m,+&

t *
Рис. 57. Схематическое изображе-
ние кинетики редокс-превращений
пигмента ФРЦ, индуцированное
постоянным (а) и импульсным
(б) светом

(12.6)

Решение системы линейных уравнений (12.6) может быть запи-
сано в следующем виде:

/1 +УЛ Л ~ ^ 1 ' / / /» —I— f H 'I \ I ~ yy. -. Xnt I / ft, 1 ллл \ \ ( 1 О 7 \

где величины >̂  и Я,2 подчиняются ограничениям

Я, • \z=k(k-0+ml) +m-ik-0,
(12.8)

с = Р(0)Ь(к2)-д(0) .
1 г» а,) — б а,) '

д (0) - р (0) Ь
с= -im_j_izi_i-ii_ (12.9)

^ . (12.10)

В соответствии с формулами (12.9) р(0), q(0)—начальные
условия, зависящие от режима освещения. С учетом формул
(12.7—10) выражение, описывающее кинетику темнового вос-
становления фотоокисленного пигмента, имеет вид

=.- р + q =

k -J- /7l_i —
(12.11)
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Экспериментально определяемыми величинами в этом выраже-
нии являются показатели экспонент Я4 и Я2, а также отношение
амплитуд предэкспоненциальных членов (рис. 57). Будем счи-
тать, что А-1 соответствует «быстрой» компоненте темнового вос-
становления пигмента, а %2 — «медленной». Тогда исходя из фор-
мулы (12.11) можно записать следующее выражение для отно-
шения амплитуд быстрой и медленной компонент

Б/М = —х 2 "° ~х 2 —
— /Lo) (k + m_! — lj)

k)bih) _ § f e - o ~ ^ (12

д ( ) [ ( ) ]
Полученные выражения (12.7-4-12) справедливы для актива-

ции ФРЦ как импульсным, так и непрерывным светом. Рассмо-
трим по отдельности эти предельные случаи.

12.3. Импульсное освещение

При активации ФРЦ короткой вспышкой света можно счи-
тать, что электрон локализован на первичном акцепторе Q,, т. е.
р(0) = 1, <7(0) = 0 . Поэтому выражение (12.12) с учетом форму-
лы (12.9) может быть записано в виде

* * (12.13)

т. е. 6 Ц М =1.
Переходя к относительному вкладу быстрого компонента

(Х=Б/(Б+М)) темнового восстановления пигмента, получим

К™ = * - ° ~ Ч (12.14)
"•1 — л 2

Можно рассматривать соотношения (12.8) и (12.14) как систему
уравнений для определения неизвестных констант скорости т „
т_,, k-0, k. Существенно отметить, что независимых уравнений
для определения этих четырех констант скорости всего три, и,
следовательно, в общем случае нет возможности определить эти
константы скорости по отдельности исходя из импульсного экспе-
римента, в котором производится наблюдение только за окислен-
ной формой пигмента.

Разрешая соотношение (12.14) относительно величины кон-
станты скорости «рекомбинации» k-0, можно найти

А_0=Я,Хн„+М1-*вм). (12.15)

Таким образом, величина константы скорости k-0 может быть точ-
но определена исходя из экспериментально определяемых вели-
чил, причем она всегда меньше показателя hi «быстрой» экспо-
ненты, но больше показателя %2 «медленной» экспоненты и стре-
мится к Х{ по мере увеличения вклада быстрого компонента л и м .
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Учитывая, что в эксперименте всегда [Лукашев и др., 1975;
Чаморовский и др., 1977]

(12.16)

и подставляя &_0 из формулы (12.15) в соотношение (12.8), мож-
но найти

_1+й=Х1+Л2-й-о=Я1(1—ХИ„)+Х2ХИ„«Я,(1—Хи„).
(12.17)

равен-

(12.18)

Поэтому соотношение (12.17) можно переписать в виде
(12.19)

В силу выражения (12.16) равенство (12.8) переходит в равен-
ство

Откуда, разрешая последнее соотношение относительно суммы
( k ) , имеем

(т, + т_х + к) = к_0 - Ь ^ - = к Л . (12.20)
*им Б

Полученная формула показывает, что рассматриваемая сумма
величин констант скорости (nii+m-i+k) приближенно равна
произведению константы скорости k-0 переноса электрона от Q,
к Р и отношению амплитуд медленного и быстрого компонентов
темнового восстановления пигмента.

Формула (12.20) удобна тем, что в ней имеются легко опре-
деляемые из эксперимента величины констант скорости обрат-
ного переноса электронов &-0, а также вклады быстрого и мед-
ленного компонентов темнового восстановления пигмента. Тем-
пературную зависимость константы скорости &_0 можно полу-
чить, например, из температурной зависимости быстрого компо-
нента темнового восстановления пигмента в препаратах, у ко-
торых блокирован перенос электронов от первичного хинона ко
вторичному с помощью о-фенантролина или экстракцией вто-
ричного хинона. По результатам многочисленных наблюдений,
суммированных в обзорах [Blankenship, Parson, 1979b; DeVa-
ult, 1980] величина характерного времени обратного переноса
электронов от Qi к Р практически не зависит от температуры в
рассматриваемом нами диапазоне температур 25ч—60° С и со-
ставляет обычно 604-80 мс для различных препаратов и видов
бактерий.

Предположим, что

m^m-t, k, (12.21)

т. е. величина константы скорости переноса электронов на уча-
стке между первичным и вторичным хинонами больше цикли-
ческой константы скорости k, а также обратной константы ско-
рости т_!. Отметим, что это предположение заведомо справед-
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Таблица 9. Характерные времена переноса электронов между Ql и Qu в ФРЦ
пурпурных бактерий

Метод

Зондирование фото-
синтетического пе-
реноса электронов
последовательными
световыми импуль-
сами

Анализ температур-
ной зависимости
кинетики темнового
восстановления фо-
тоокисленного бак-
териохлорофилла
ФРЦ

Регистрация фото-
индуцированного
сдвига полос погло-
щения бактериофео-
фетина ФРЦ

Определение ско-
рости фотоиндуци-
рованного диспро-
порционирования се-
михинонов Q, и Qu

Время, икс

60

80

1000

200

145

170—330

280—530
7,7-Ю3

200

200

200

30

Объект

Chromatium vi-
nosum
То же

»

»

Ecfothiorhodos-
pira shaposhni-
kovii

E. shaposhniko-
vii
Rs. rubrum
Rp. sphaeroides

Rp. sphaeroides
R-26
To же

lp. sphaeroides
R-26
Rp. capsulata
Alia pho+

Препарат

Хроматофоры,
pH 7
Хроматофоры,
рН8
Анаэробные
клетки
Аэробные клет-
ки
Хроматофоры,
рН 7

Хроматофоры

»
ЛДАО-РЦ

ФРЦ, рН 7

То же

ФРЦ, рН 7

Хроматофоры,
рН 7

Литературный
источник

Parson, 1969

То же

»

»

Chamorovsky
et al., 1976

Chamorovsky ef
al., 1976
To же
Фабиан и др.,

1980

Wraight, 1979b

Vermeglio,
Clayton, 1977

Wraiglit, 1979b

Bowyer et al.,
1979

ливо при комнатных температурах. В этом случае соотношение
(12.20) можно переписать в следующем приближенном виде:

/л. v - 0 = «•-0 ( 1 2 2 2 )

Эта формула показывает, что величина константы скорости пе-
реноса электрона от Qr к Qu приближенно равна произведению
константы скорости /г_0 обратного переноса электрона от Qi к
Р и отношению амплитуд медленной и быстрой компонент тем-
нового восстановления пигмента. Отметим, что формула (12.22)
была получена ранее [Лукашев и др., 1975] на основе эвристи-
ческих соображений, согласно которым вклад быстрой компо-
ненты Хим приближенно равен k-Jik^n+nii).

При использовании формулы (12.22) для определения тем-
пературной зависимости константы скорости т , необходимо
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иметь в виду, что при низких температурах уже может не вы-
полняться соотношение (12.21). В этом случае исходя из (12.22)
будет определяться лишь максимальная из констант скорости
суммы (12.20).

Вычисленные по формуле (12.22) значения величин харак-
терного времени переноса электронов между первичным и вто-
ричным хинонами (2-й абзац табл. 9) находятся в хорошем со-
ответствии с временами определенными другими методами. Вме-
сте с тем следует отметить, что данный подход правомерен лишь
в рамках исходной схемы (12.1) и может оказаться неверным
при учете других процессов, происходящих в ФРЦ, таких, как
захват протонов, обмен хинонами ФРЦ с пулом хинонов и т. д.

12.4. Стационарное освещение

Длительное освещение

При активации ФРЦ постоянным светом устанавливается
стационарное состояние, и поэтому величины р(0), q(0) могут
быть получены из системы алгебраических уравнений, получаю-
щихся из формулы (12.5) приравниванием производных нулю.
Определенные таким образом величины равны

! + *) , (12.23)

С учетом выражения (12.23) соотношение (12.12) для отношения
предэкспоненциальных членов в (12.11) может быть записано
в виде

(Б/М)„ =: -k- fe-°~4 , (12.24)

т е. 6CT=A,2At [см. формулу (12.12)]. Как следует из сопостав-
ления выражений (12.13) и (12.24), соотношение вкладов бы-
строй и медленной компонент темнового восстановления пиг-
мента при активации ФРЦ постоянным светом достаточно боль-
шой продолжительности, может быть записано в виде

(5/М)С1 = (б/М)ин-Ь-. (12.25)
А х

Поскольку величины показателей Я4 и Х2 имеют, как правило,
характерные величины порядка 10 и 10"1 [Лукашев и др., 1975;
Чаморовский и др., 1977], то

. (12.26)

Полученное соотношение показывает, что быстрый компонент в
темновом восстановлении пигмента при импульсной активации
ФРЦ значительно превышает таковой при стационарном осве-
щении препаратов. Так как обычно в эксперименте [Лукашев и
др.. 1975; Чаморовский и др., 1977; Захарова и др., 1981] поль-
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зуются относительным вкладом быстрого компонента X—
=Б/(Б+М), то соотношение (12.26) запишем в виде

X" = Т~х л_7 л зГТ ' (12.27)
А2ЛИМ -W-iU — л и ы )

Таким образом, если справедлива схема переноса электро-
нов (12.1), то темновое восстановление фотоокисленного пиг-
мента после включения стационарного освещения достаточно

Рис. 58. Зависимость от темпе-
ратуры величины относитель-
ного вклада быстрого компо-
нента темнового восстановле-
ния Р890 в хроматофорах
Е. shaposhnikovii при импульс-
ном (лазерном) (/) и постоян-
ном (2) освещении [Чаморов-
ский и др., 1977]

wo
80 -

V
% 40

20-

I
r

i i i i i270 230 ISO

Температура} К
150

большой продолжительности не содержит быстрого компонента
до тех пор, пока вклад такового при импульсном освещении не
будет близок к единице (рис. 58).

Короткое освещение

В предшествующих расчетах, касавшихся кинетики темново-
го восстановления пигмента после стационарного освещения
предполагалось что за время освещения стационарное состоя-
ние успевает установиться при любой рассматриваемой темпе-
ратуре. Именно в этом предположении было получено соотно-
шение (12.23), а следовательно, и выражение (12.25). На самом
деле, в случае если при понижении температуры константа ско-
рости переноса электрона от Ql к Qn уменьшается до долей
обратных секунд, то стационарное состояние за время освеще-
ния (1 — 10 с) установиться не успевает. Следовательно, форму-
лы (12.25—27), связывающие вклады быстрого компонента при
импульсном и стационарном освещении, уже перестают быть
справедливыми. Приведем необходимые количественные оценки.

Ниже будем предполагать, что р(0)+^(0) = 1, поскольку
можно не учитывать те центры, в которых непосредственно пе-
ред темновой релаксацией пигмент восстановлен. В силу этого
выражение для б в формуле (12.12) с учетом формулы (12.8)
можно переписать в виде

A - J - i - f W K b i ^ ^ s L . ( 1 2 2 8 )
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Рис. 59. Теоретическая зависимость коэффициента р от времени, рассчитанная
по уравнению (12.30)

Рис. 60. Теоретическая температурная зависимость величины относительного
вклада быстрого компонента темнового восстановления пигмента при им-
пульсном (/) и стационарном (2) освещении, а также величин констант скоро-
сти обратного переноса от Qi к Р (3) обратного времени быстрой компонен-
ты (4)

Заметим, что для нас наиболее интересен случай, когда ko>
> m , , т. е. когда при понижении температуры константа скоро-
сти переноса электрона от Qi к Qn стала меньше константы
скорости обратного переноса от Qj к Р, поскольку только при
таком соотношении наблюдается заметный вклад быстрого ком-
понента в темновое восстановление пигмента. В этом случае при
насыщающей интенсивности света {ka>k-0>mi) в силу бы-
строго усреднения электрона между Р и Q : можно записать
следующее выражение для зависимости восстановленности вто-
ричного хинона от времени после включения постоянного света:

— g-(m,+m- (12.29)

Подставляя полученное выражение вместо «/(О) в соотношение
(12.28) с учетом выражения (12.8), получим следующую зави-
симость коэффициента б от времени:

6 = %i+(-Xl~k-o)e ^ T t w • (12.30)

Отметим, что случай / = 0 приводит к 6 = 1 , что соответствует
импульсному освещению. Наоборот, случай t—>-oo соответствует
стационарному освещению, и мы получаем 8 = 1к2/Х1 в полном со-
гласии с формулой (12.24).

Поскольку Л2<&-0<А-1, то при увеличении времени освеще-
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ния происходит монотонное уменьшение величины S в (12.30) от
единицы при импульсном освещении, до величины Я гД ь соот-
ветствующей постоянному стационарному освещению.

На рис. 59 в качестве иллюстрации приведена зависимость
коэффициента б от времени освещения.

Существенно отметить, что значения показателей экспонент
в выражении (12.30) уже были оценены по формуле (12.20).
Таким образом, соотношение (12.20) оценивает, по существу,
время установления в ФРЦ стационарного состояния. Исходя из
формулы (12.20) можно записать следующую оценку времени
установления стационарного состояния:

t^— = — ^ — . (12.31)

12.5. Иллюстрация модели

Даже такая простая модель, как рассмотренная выше, каче-
ственно правильно описывает наблюдаемые в эксперименте
температурные зависимости параметров кинетики темнового
восстановления пигмента при импульсном и стационарном осве-
щении.

В качестве примера на рис. 60 приведены расчетные вели-
чины вклада быстрого компонента темнового восстановления
пигмента при импульсном и стационарном освещении, а также
температурная зависимость констант скорости й_0 и времени
быстрой компоненты (1Д,).

Расчет величин констант скорости был произведен следую-
щим образом:

1. Температурную зависимость константы скорости &_0 ап-
проксимировали формулой

/2-о=9О е-17166.
2. Для константы скорости переноса электронов между пер-

вичным и вторичным хинонами т , использовали соотношение

kT - М

где энергию активации АЕ полагали равной 11 ккал/мольз=
= 4 6 кДж/моль [Parson, 1969; Chamorovsky et al., 1976], а ве-
личину трансмиссионного коэффициента % подбирали таким об-
разом, чтобы при комнатной температуре значение т , состав-
ляло 3-Ю3 с~1.

3. Для константы скорости т_, предполагали такую же темпе-
ратурную зависимость и считали, что при комнатной темпера-
туре она равна 2 • 102 с"1.

4. Предполагали, что величина константы скорости k не за-
висит от температуры во всем рассматриваемом диапазоне тем-
ператур.
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Исходя из сопоставления рис. 58 и 60 можно сделать вывод
о достаточно хорошем качественном соответствии наблюдаемой
в эксперименте и теоретически рассчитанной температурной за-
висимости вкладов быстрого компонента в темновое восстанов-
ление пигмента при импульсном и стационарном освещении.

Приведенный нами расчет показывает, что при температу-
рах Г>240 К основной вклад в быстрый компонент темнового
восстановления вносит константа скорости т , переноса электро-
нов между первичным и вторичным хинонами, а при более низ-
ких температурах основной вклад обусловлен константой ско-
рости /г_0.

Заключение

Несмотря на качественное совпадение теоретических и экс-
периментальных результатов, имеется, однако, существенное
отличие между экспериментом и теорией для области более низ-
ких температур. Наиболее сильное отличие состоит в том, что
даже при очень низких температурах вклад быстрого компонен-
та в восстановление фотоокисленного пигмента не равен единице
и обычно составляет не более 70—90% [Лукашев и др., 1975;
Чаморовский и др., 1977; Фабиан и др., 1980]. Согласно форму-
ле (12.26) в этих условиях вообще не должно наблюдаться бы-
строго компонента при стационарном освещении. Это несоот-
ветствие приводит к необходимости рассмотрения при низкой
температуре, как минимум, двух популяций реакционных цен-
тров с различным набором констант скорости в каждой из по-
пуляций [Чаморовский и др., 1977; Шинкарев, 1978; Венедикте
и др., 1980а; Петров и др., 1980, 1983]. Существенно также, что
модель отражает только электронные переходы между перенос-
чиками, и не учитывает конформационных изменений перенос-
чиков ФРЦ при изменении их редокс-состояний.

Действительно, если образец охлаждать при непрерывном
освещении, то после выключения света не наблюдается полного
восстановления фотоокисленного пигмента [Clayton, 1962;
McElroy et al., 1974; Лукашев и др., 1976; Lukashev et al., 1976].
Если же образец охладить перед освещением, то после выклю-
чения света фотоокисленный пигмент восстанавливается прак-
тически полностью, т. е. стабилизация окисленной формы пиг-
мента не происходит.

Анализ этих данных позволяет считать, что эффект стабили-
зации обусловлен не только необратимой потерей фотомобили-
зованного электрона первичным акцептором Qx [McElroy et al.,
1974], но и невозможностью возвращения электрона от Qi на Р
при низкой температуре вследствие изменений конформации
ФРЦ, происходящих под действием света при комнатной темпе-
ратуре [McElroy et al., 1974; Нокс и др., 1977]. Для реализации
таких конформационных изменений существенно сохранение на-
тивной структуры макромолекулярных компонентов ФРЦ. Так,
после тепловой денатурации или глубокой дегидратации [Нокс
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и др., 1977] препаратов характер темнового восстановления фо-
тоокисленного пигмента в адаптированных к свету образцах уже
не отличается от такового в образцах, адаптированных к тем-
ноте,— в обоих случаях наблюдается полное восстановление
пигмента.

Исследование кинетики переноса электрона в препаратах
ФРЦ, фиксированных глутаровым альдегидом, свидетельствует
о существовании по крайней мере двух конформационных со-
стояний — «темнового» и «светового», различающихся по вели-
чине констант скорости редокс-взаимодействия Qi с ближайши-
ми партнерами (Qn, P). Действительно, фиксация в темноте не
приводит к существенному изменению кинетики фотоиндуциро-
ванных превращений Р. В отличие от этого при фиксации во
время освещения Р теряет способность к фотореакциям, в ряде
случаев практически полностью [Нокс и др., 1977].

Различие в действии глутарового альдегида на препараты,
адаптированные к темноте и свету, также свидетельствует о кон-
формационных изменениях белка РЦ под действием света.
Сходное различие наблюдается и в мечении белков ФРЦ флуо-
рескамином, взаимодействующего с первичными аминами, при
освещении и в темноте [Bachofen, 1979]. Отмечены также отли-
чия в буферной емкости препаратов ФРЦ, инкубируемых на све-
ту и в темноте [Фабиан и др., 1981].

Очевидно, что макромолекулярные белковые компоненты
этих комплексов не являются пассивными носителями простети-
ческих групп (Р, Qi, Qn). Напротив, структура центров суще-
ственно динамическая. Это отчетливо проявляется при сопо-
ставлении изменения характера их функциональной активности,
например скорости переноса электрона между Qi и Q n, опреде-
ленной по формуле (12.22), с параметрами введенных в препа-
раты спиновых, а также мёссбауэровских зондов и меток — ин-
дикаторов внутримолекулярной подвижности — при изменении
температуры и степени влажности [Берг и др., 1979а, б; Коно-
ненко, 1980; Parak et al., 1980].

Торможение локальных движений происходит синбатно с ин-
гибированием функциональной активности ФРЦ при переходе
определенного критического порога температуры или влажно-
сти. Эти эксперименты свидетельствуют о наличии взаимооб-
условленной связи конформационной подвижности компонентов
фотосинтетического аппарата и их специфической реакционной
способности.

С учетом изложенных факторов была предложена модель
работы ФРЦ при высоких редокс-потенциалах среды [Нокс и
др., 1977]. Согласно этой модели появление фотохимически раз-
деленных электрических зарядов (P—Qi) может индуцировать
конформационный переход белка ФРЦ, сопровождающийся
изменением активности Qi. До осуществления такой перестрой-
ки Qi может отдать электрон только Р, но не Qn. Эта перестрой-
ка невозможна, если конформационные движения белка затор-
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можены в результате понижения температуры, модификации
бифункциональными сшивками или дегидратации. Если же та-
кой переход завершен, то Qr оказывается способным передать
электрон Qn. Инициированные фотохимическим актом конфор-
мационные переходы могут играть регуляторную роль, препят-
ствуя рекомбинации первичных ион-радикальных продуктов
(Р, Qi), прочно связанных с белком ФРЦ, и обеспечивая тем са-
мым эффективное использование их в функциональных процес-
сах. В связи с этим возникает необходимость построения общей
кинетической схемы, в которой можно представить кинетику
электронных переходов и соответствующих им конформацион-
ных изменений.

Были предложены две не исключающие друг друга кинети-
ческие модели переноса электронов в ФРЦ, учитывающие кон-
формационные состояния. Сущность этих моделей состоит в
предположении существования при низких температурах
и влажностях, как минимум, двух популяций ФРЦ, отличаю-
щихся друг от друга своими конформационными состояниями и
набором констант скорости. Согласно первой из них [Петров и
др., 1980, 1983] исходно в темноте существуют две конформации
ФРЦ, характеризующиеся своим набором констант скорости, не
зависящим от температуры; причем понижение температуры
приводит лишь к перераспределению ФРЦ между этими кон-
формациями. Согласно второй [Венедиктов и др., 1980а] кон-
формационные состояния формируются лишь в процессе функ-
ционирования ФРЦ. В пользу последней интерпретации свиде-
тельствуют как простые физические соображения (ФРЦ, замо-
роженные в темноте и на свету, отличаются зарядовым состоя-
нием компонентов ФРЦ, что может привести к изменению рас-
стояния между реактантами, поляризации среды и соответствен-
но изменению величин констант скорости [Hales,1976; Шайтан,
Рубин, 1981], так и данные Каллиса и др. [Callis et al., 1972],
Арата и Парсона [Arata, Parson, 1981] об изменении объема,
сопровождающее первичные электрон-транспортные процессы в
ФРЦ. По-видимому, в дальнейшем удастся создать простую и
вместе с тем реалистическую схему функционирования ФРЦ во
всей области температур и влажности с учетом различных кон-
форм.ационных состояний; причем вполне возможно, что изло-
женная выше простая кинетическая модель при относительно
высоких температурах имеет отношение лишь к одному конфор-
мационному состоянию, в котором наиболее существенную роль
играет температурная зависимость самих констант скорости пе-
реноса электронов, а не конформационные константы скорости.
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Глава 13

ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ ВТОРИЧНОГО ХИНОНА
В ПЕРВИЧНЫХ РЕАКЦИЯХ

БАКТЕРИАЛЬНОГО ФОТОСИНТЕЗА

Было показано, что в фотосистеме II хлоропластов [Хангу-
лов и др., 1974; Bouges-Boequet, 1973; Velthuys, Amesz, 1974;
Pulles et al., 1976;' Goldfeld et al., 1978; Wolman, 1978; Bowes,
Grofts, 1980; Bowes et al., 1980] и хроматофорах фотосинтези-
рующих бактерий [Vermeglio, 1977; Wraight, 1977, 1979а, b;
Barouch, Clayton, 1977; De Grooth et al., 1978; Bowyer et al.,
1979; Верховский и др., 1980, 1981; Шинкарев и др., 1981] функ-
ционирует двухэлектронный затвор. Роль такого затвора игра-
ет вторичный хинон, входящий в состав ФРЦ, который в опре-
деленных условиях не отдает электрон в цепь до тех пор, пока
не получит второй электрон и полностью не восстановится. При
активации реакционных центров кратковременными вспышками
света происходит образование семихиноннои формы вторичного
хинона на нечетные вспышки света и ее исчезновение на четные.
Наиболее интенсивно такие двухтактные колебания концентра-
ции семихинона изучались у фотосинтезирующих бактерий, где
были обнаружены также двухтактные колебания в поглощении
протонов [Barouch, Clayton, 1977; Wraight, 1979; Верховский и
др., 1980], образовании трансмембранного электрического по-
тенциала [De Grooth et al., 1978; Верховский и др., 1980], а так-
же в скорости восстановления цитохрома Ъъ0 [Bowyer et al.,
1979].

В данной главе рассмотрено кинетическое поведение вторич-
ного хинона пурпурных бактерий (Rhodospirillum rubrum).
Определена зависимость концентрации семихиноннои формы
хинона от номера вспышки, скорость стремления к стационар-
ной концентрации (затухание колебаний) и другие характери-
стики. На основе кинетического анализа двойных колебаний
концентрации семихиноннои формы вторичного хинона оценена
величина квантового выхода первичного фоторазделения заря-
дов в ФРЦ.

13.1. Стабилизация семихиноннои формы
вторичного хинона

В отсутствие экзогенных доноров электронов, когда исходно
восстановленным в темноте является только пигмент (Р) ФРЦ,
кинетика редокс-превращений переносчиков электронов в хро-
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Рис. 61. Изменения поглощения в суспензии хроматофоров Rs. rubrum при
450 нм (P870+Qn) (а) и 600 нм (Р870) (б), индуцированные вспышкой света

Среда инкубации: 100 мМ КС1, 20 мМ фосфатный буфер, рН 6,86. Оптическая плотность
образца при 880 нм в 1 см кювете составляла 3,5 ед. Стрелками указан момент осве-
щения хроматофоров вспышкой света длительностью 2 мс [Верховскнй и др., 1981]

Рис. 62. Изменения поглощения при 450 нм, индуцированные вспышкой света
в суспензии хроматофоров Rs. rubrum в присутствии 10 мкМ ТМФД

а — кинетическая кривая этих изменений, б — спектр быстрой (треугольники) и медлен-
ной (кружки) фаз [Верховский и др., 1981]. Сплошная и пунктирная линии соответствуют
спектрам Р870 [Лоч, Хейлс, 1979] и убисеыихинона [Bensasson, Land, 1973]. Остальные
условия, как на рис. 61

матофорах Rs. rubrum может быть описана следующей схемой
(см. гл. 12):

(13.1)

где Qi и Qn — соответственно первичный и вторичный хиноны
ФРЦ.

В этих условиях темновая релаксация индуцированных
вспышкой света изменений поглощения при 450 нм в суспензии
хроматофоров Rs. rubrum описывается с хорошей точностью од-
ной экспонентой с Ti/2~7,5 С (рис. 61, а) .

При добавлении к хроматофорам экзогенного донора
N,N,N',N' — тетраметил-п-фенилендиамина (ТМФД) в кинетике
темновой релаксации появляются два компонента, один с более
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быстрой, а другой с более медленной кинетикой, чем в отсут-
ствии донора (рис. 62,а). Дифференциальный спектр быстрого
компонента имеет максимум при 430 нм, характерный для фо-
тоокисленного пигмента (рис. 62,6), а его кинетика совпадает
с таковой, измеренной при 600 нм, где поглощает только пигмент
ФРЦ. Спектр медленного компонента совпадает со спектром по-
глощения убисемихинона (рис. 62,6). Отсюда следует, что бы-
стрый компонент соответствует восстановлению фотоокислен-
ного пигмента ФРЦ, а медленный отражает релаксацию обра-
зовавшейся после вспышки света семихинонной формы Q n [Ver-
meglio, 1977; Wraight, 1977, 1979a, b; De Grooth et al., 1978J.
Таким образом, наблюдаемые в присутствии экзогенного донора
фотоиндуцированные изменения при 450 нм обусловлены, с од-
ной стороны, быстрым восстановлением Р870 экзогенным доно-
ром, которое препятствует окислению семихинонной формы вто-
ричного хинона пигментом, а с другой — медленным окислением
семихинонной формы QH медиатором (ТМФД). Редокс-превра-
щения переносчиков в присутствии редоке-медиатора могут
быть описаны следующей кинетической схемой:

M^PfQt^Qn (13.2)

Здесь М — медиатр (ТМФД).
Рассмотрим процессы, которые разыгрываются в ФРЦ, после

освещения его вспышкой света в присутствии медиатора. По-
скольку через ~0,2 мс после вспышки света электрон перено-
сится на Qn, то процесс темновой релаксации пигмента ФРЦ, в
пренебрежении обратимостью реакций между Qi и Q n , описы-
вается следующей схемой:

M^-P^-Qn (13.3)

Граф состояний ФРЦ, соответствующий этой кинетической схе-
ме, имеет вид

(1)

Решая соответствующую этому графу систему линейных диффе-
ренциальных уравнений (см. гл. 7) с учетом начальных усло-
вий р2(0) = 1, pi (0) =/?4(0) = 0 , получим
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P l (t) = — ^ — (e-*'< — e-<* >*.+»)<), (13.5)
/71 + fe

Откуда для вероятности окисленной формы пигмента Я0 и семи-
хинонной формы Qn можем записать

Р (ро, *) = P l -f ^ ^
l f Р2 е + е ,

т -\- k m -\- k
(13.6)

ii, 0 = Р2 + РА = -^- e~mt + - ± — в-(*ь*.^х.
*i + * fei + k

Как следует из формулы (13.6), в присутствии редокс-медиато-
ра кинетика темновой релаксации как пигмента, так и вторич-
ного хинона имеет двухкомпонентный характер; причем медлен-
ная компонента обусловлена обменом электронами переносчи-
ков со средой с константами &, и т соответственно, а быстрая
компонента обусловлена как обменом электронами переносчиков
со средой (kt, m), так и циклическим потоком электронов (k).

Напомним, что фигурирующие в выражении (13.6) констан-
ты скорости ki и m псевдомономолекулярны и равны

ki = ki'[M-], m=m'[M+]. (13.7)

В отсутствие медиатора, когда ki и т равны нулю, выраже-
ния (13.6), описывающие темновую релаксацию Р870 и Qn,
тождественно совпадают друг с другом, поскольку в этом слу-
чае пигмент восстанавливается только от вторичного хинона
(рис. 61,6).

При увеличении концентрации медиатора, т. е. при увеличе-
нии констант скорости k{ и т циклическим потоком электронов
(константа скорости k) можно пренебречь. В этом случае кине-
тика темновой релаксации Р и Q n описывается следующими
выражениями:

Р (Р°, t) я= е-м = e~4m~v, P (Q\i, t) x e~mt s g-«'[«+]«. (13.8)

Таким образом, при достаточно большой концентрации медиа-
тора кинетика темновой релаксации пигмента и вторичного хи-
нона определяется разными константами скорости, зависящими
от концентраций восстановленной (для пигмента) и окисленной
(для хинона) форм медиатора. Для такого редокс-медиатора,
как ТМФД, бимолекулярная константа скорости k/ практиче-
ски на два порядка больше, чем т'. Кроме того, в восстанови-
тельных условиях (£н ^250 мВ) концентрация восстановленной
формы медиатора больше, чем окисленной. Поэтому при доста-
точно большой концентрации медиатора кинетически возможна
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такая ситуация, когда релаксация пигмента ФРЦ более чем на
порядок быстрее, чем темновая релаксация вторичного хинона.
Это позволяет раздельно наблюдать редокс-превращения Q n и Р.

Согласно данным, представленным на рис. 63, выражение для
вклада медленного компонента с показателем (—mt) в темно-
вое окисление семихинона Q n увеличивается при увеличении
концентрации окисленной формы медиатора и имеет вид ана-
логичный уравнению Михаэлиса [см. также (13.6)].

Рис. 63. Зависимость от кон-
центрации ТМФД амплитуды
медленной компоненты измене-
ний поглощения при 450 нм
(см. рис. 62), индуцированных
вспышкой света в суспензии
хроматофоров Rs. rubrum

Условия, как на рис. 61. Редокспо-
генциал |;реды 130—230 мВ

го 40
[ТМФД],мкМ

Как следует из рис. 63, для восстановления половины всех
окисленных вспышкой света ФРЦ достаточно всего двух микро-
молей ТМФД. На самом деле, эти концентрации еще меньше,
поскольку в эксперименте при увеличении концентрации ТМФД
происходит смещение редокс-потенциала среды в восстанови-
тельную область и, следовательно, в области низких концентра-
ций ТМФД значительная его часть находится в окисленном со-

t 100 140 180 220 260 300 Е,мВ

Рис. 64. Зависимость характерного времени темнового окисления семихинон-
ной формы вторичного хинонного акцептора ФРЦ от редокс-потенциала сре-
ды (£)

а — изменения поглощения при 450 нм, индуцированные вспышкой света; £=210 мВ (/)
и 250 мВ (2); б — зависимость величины константы скорости окисления семихинона от
редокс-потенциала среды, через экспериментальные точки проведена одноэлектронная
кривая Нернста, соответствующая среднеточечному потенциалу (260 мВ) ТМФД (40 мкМ).
Остальные условия, как на рис. 61 [Верховский и др., 1981]
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стоянии. Оцененная исходя из данных рис. 63 бимолекулярная
константа скорости переноса электронов от ТМФД к пигменту
равна ^-К^мМ-'м-1.

Окисление в темноте семихинонной формы Qn, образовав-
шейся после единичной вспышки света, зависит от заданного в
темноте редокс-потенциала среды (рис. 64,а). Зависимость ха-
рактерного времени Ti/2 темнового окисления семихинонной фор-
мы Qn от редокс-потенциала среды можно объяснить ее окис-
лением присутствующим в среде медиатором. Поскольку кон-
центрация медиатора (40 мкМ), использовавшаяся в экспери-
ментах, значительно превышала концентрацию реакционных
центров (<0,5 мкМ), то в рассматриваемом диапазоне редокс-
потенциалов среды концентрацию окисленного медиатора можно
считать постоянной. Это позволяет объяснить зависимость вре-
мени темнового окисления семихинонной формы Q n от редокс-
потенциала среды (Е) зависимостью концентрации окисленной
формы медиатора от Е. В силу уравнения Нернста

для псевдомономолекулярной константы скорости темнового
окисления семихинонной формы Q n можно написать

т£ ~ k^ k' [МЧ = k'MJ(\ + exp (?-=^- F)) , (13.10)

где Е" — нормальный окислительно-восстановительный потен-
циал медиатора, R — газовая постоянная, Т — абсолютная тем-
пература, F — число Фарадея, [М+], [М~] — концентрации
окисленной и восстановленной формы ТМФД соответственно;
М [ М + ] + [ М ][] []

На рис. 64, б показана зависимость константы скорости окис-
ления семихинонной формы Qn от редокс-потенциала среды.
Через экспериментальные точки проведена одноэлектронная
кривая титрования Нернста со среднеточечным потенциалом,
соответствующим ТМФД (£"=260 мВ). Амплитуду теоретиче-
ской кривой подбирали с целью максимального приближения к
экспериментальным точкам.

Выражение (13.10) можно использовать для оценки бимоле-
кулярной константы скорости окисления медиатором семихи-
нонной формы Qn. Она оказалась равной /г'»5,5 мМ"1 с"1.

Таким образом, подбором медиатора, его концентрации и ре-
докс-потенциала среды можно стабилизировать Qn1 на время,
значительно превышающее время темновой релаксации пиг-
мента.
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13.2. Кинетическая модель двухтактных колебаний
концентрации семихинона

Если через некоторый интервал после первой вспышки света
дать вторую вспышку, то на Qn будет перенесен второй элек-
трон, в результате чего QXI из семихинонной формы перейдет в
полностью восстановленную форму, которая не поглощает свет
в исследуемом спектральном диапазоне. На рис. 65 видно резкое
уменьшение поглощения при 450 нм после второй вспышки све-
та. Если после этого дать третью вспышку света, то опять обра-
зуется семихинонная форма Qn, которая поглощает при 450 нм
и т. д. Видно, что для исследуемого образца наблюдаются по
крайней мере шесть тактов увеличения и уменьшения оптиче-
ской плотности.

Наблюдаемые изменения поглощения могут быть объяснены
исходя из кинетической схемы (13.2).

После темновой адаптации Р находится в восстановленном
состоянии, a Qi и Q n — в окисленном.

В результате активации реакционного центра первой вспыш-
кой света электрон от Р, за время ~200 пс, попадает сначала
на Q b а затем, за ~0,2 мс,—на Qn, в результате чего образу-
ется семихинонная форма Q n , поглощающая при 450 нм. Окис-
ленный пигмент достаточно быстро, с константой скорости
-~102 мМ~' с"1, восстанавливается от медиатора и, следователь-
но, уже не может окислять образовавшуюся на свету семихи-
нонную форму Q n , которая относительно медленно, с констан-
той скорости ~ 5 мМ"1 с~', окисляется ТМФД. Таким образом,
после первой вспышки света реакционный центр оказывается в
медленно релаксирующем состоянии P'Q/Qn1. Рассмотренные
процессы можно изобразить следующим образом [Wraight,
1979b]:

P'Q'iQn ̂  P°QtQ?, -*&-+ P°QlQn - ^ U
м е д л е н н 0 >

После активации ФРЦ второй вспышкой происходит пере-
нос второго электрона в акцепторную часть, что приводит к об-
разованию полностью восстановленной формы Q n , не поглоща-
ющей при 450 нм. Восстановленный Q n быстро окисляется пу-
лом хинонов и (или) ТМФД. Процессы, происходящие после
второй вспышки света, можно изобразить следующим образом:

2Н+

/"QiQn ^ P°Q\Qh -* * -> P°Q°iQnH2 -> -> P°QiQ?, ->
I

2 H +

После третьей вспышки света образуется семихинонная форма
Qn и т. д.
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^450-180
Рис. 65. Изменения поглощения се-
михинонной формы вторичного хи-
нонного акцептора в адаптированном
к темноте образце хроматофоров Rs.
rubrum под действием последователь-
ных вспышек света [Шинкарев и др.
1981]

Все процессы, кроме окисления семихинона Q n , происходят
за время меньшее, чем время разрешения прибора (0,5 с), по-
этому для объяснения наблюдаемых изменений поглощения при
450 нм достаточно ограничиться рассмотрением только редокс-
превращений вторичного хинона. Для этого необходимо ука-
зать, во-первых, как под действием отдельной вспышки света
перераспределяются заряды на переносчиках, а во-вторых, как
происходит темновое окисление семихинона вслед за очередной
вспышкой света.

Ниже, для упрощения обозначений, вторичный хинон будем
обозначать как Q.

Обозначим через а и р вероятность переноса электрона после
вспышки света от пигмента на вторичный хинон при условии,
что до вспышки он находился в полностью окисленной (Q0) и
семихинонной (Q1) формах соответственно. При малой длитель-
ности насыщающей вспышки света величины а и р можно отож-
дествить с квантовыми выходами переноса электронов от Р870
на Q0 и Q1 соответственно.

Будем считать, что редокс-потенциал среды выше, чем сред-
неточечный потенциал хинонов, образующих пул. Поскольку в
этих условиях время окисления полностью восстановленной
формы Q меньше времени разрешения прибора, то ее можно
не учитывать. Поэтому в дальнейшем мы ограничимся рассмо-
трением следующей простейшей схемы переходов хинона под
действием вспышки света.

(13.11)

Если до вспышки хинон находился в окисленном состоянии Q0,
то после вспышки он с вероятностью а перейдет в полувосста-
новленное состояние Q1, а с вероятностью 1—а останется в ис-
ходном состоянии. Аналогично этому, если до вспышки хинон
находился в полувосстановленном состоянии Q1, то после нее он
с вероятностью р перейдет в полностью окисленное состояние
Q0, а с вероятностью 1—р останется в исходном состоянии. Та-
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ким образом, схема (13.11) описывает дискретные переходы
между состояниями вторичного хинона, которые имеют место
только в момент вспышки света.

Процесс темновой релаксации семихинона к равновесному
состоянию происходит после вспышки по схеме:

Q°-2-Q\ (13.12)

т. е. семихинон окисляется с константой скорости т, которую
можно считать пропорциональной концентрации окисленной
формы медиатора (т=т'[М+]). Будем считать вспышки све-
та мгновенными. Обозначим через Э время между двумя после-
довательными вспышками, а через т — время, прошедшее после
последней вспышки ( О ^ т ^ б ) . Тогда для любого момента вре-
мени / можем написать равенство t=nQ+x, где п — число вспы-
шек света. Обозначим также через p{t)=p{nQ+x)=px(n) и
q(t) — \— p(t) вероятности того, что в момент времени t вторич-
ный хинон находится в семихинонной (Q1) и окисленной (Q0)
формах соответственно.

Для того чтобы найти выражение, описывающее изменение
семихинонной формы Q под действием серии вспышек, введем
вероятности а! и (5, того, что за время 0 пос^е вспышки, Q пе-
рейдет из окисленной формы в семихинонную и из семихинон-
ной формы в окисленную соответственно. Величины а, и р, учи-
тывают переходы Q как под действием вспышки света, так и
последующую темновую релаксацию в течение времени 0. Заме-
тим, что величины ai и (3, совпадают с введенными ранее вели-
чинами а и р , если отсутствует темновое окисление вторичного
хинона.

По формуле полных вероятностей для величины р е можно
записать следующее выражение:

Ре (я) = <7е(я— l)ai +рв(п— 1)(1 — fa) =

= [ l - A > e ( « - l ) ] a i + P e ( n - l ) ( l - P i ) - (13.13)

Действительно, вероятность того, что через время G после /г-й
вспышки света Q находится в семихинонной форме, складыва-
ется из того, что перед n-й вспышкой света он находился в
окисленной форме, умноженной на вероятность перехода в семи-
хинонную форму и вероятности того, что перед n-й вспышкой
света он находился в семихинонной форме, умноженной на ве-
роятность остаться в ней.

Выражение (13.13) связывает между собой вероятности се-
михинона для. двух моментов времени, отделенных друг от дру-
га промежутком 8. Проитерировав это выражение вида х„—а+
+bxn-i, получим хп=а+Ьхп-1 = а+Ь(а+Ьхп-г) = . . . =а+Ьа+

+Ь2а+ .. . +b"-la+b"x0=
 а ^ ~~—- + Ь"х0. Поскольку после

1 — Ь
длительной темновой адаптации Q n полностью окислен, то
р„(0)=0. Следовательно, для вероятности того, что через вре-
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мя 9 после n-й вспышки света вторичный хинон будет в семихи-
нонной форме, получим следующее выражение:

1 - ( 1 - а 1 - Р 1 ) "
(13.14)

Как можно увидеть непосредственно из схемы (13.12), рх(п) =
= е~тхр0(п), поэтому для вероятности рх(п) того, что через вре-
мя т после n-й вспышки света вторичный хинон находится з

Рис. 66. Теоретическая кривая
изменений концентрации семи-
хинона, построенная исходя из
соотношения (13.18) при а +
+ Р = 1 , 8 2 ; е т 6 = 1,12

семихинонной форме, можно написать [Шинкарев и др., 1981]

Рт(я) = в"<в-т) —2!__(1 — ( l — o ^ —р!)»). (13.15)

В этой формуле первый сомножитель отражает темновое
окисление, а второй — двухтактные колебания семихинонной
формы Q. Чтобы связать параметры at и р, с параметрами а и
Р, выведем соотношение (13.15) другим путем. Для величины
рЛп) МОЖНО аналогично выражением (13.13) записать ра(п) —
= [1—Pe(«—l)]a+Pe(i— 1) (1—Р). Посколькур в(п)=р 0(га)е- т в,
то имеем следующее равенство:

p)}. (13.16)

Сравнивая коэффициенты в выражениях (13.13) и (13.16),
можно найти, что величины а£ и р4 следующим образом связа-
ны с величинами а и р :

a i = a e - m 9 , p1 = l - ( l - p ) e - m e . (13.17)

Отличие величин a t и ^ от а и р обусловлено тем, что через
время 8 часть семихинонной формы вторичного хинона уже
успела окислиться. В частности, если отсутствует темновое
окисление семихинона Q, то <Xi=a, p t = p .

Таким образом, превращения семихинона, индуцированные
серией последовательных вспышек света в предварительно
адаптированных к темноте ФРЦ, могут быть описаны следую-
щим выражением:

р (0 = рч(п) = осе (13.18)
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Это соотношение является основным для всего последующего
изложения.

В формуле (13.18) первый сомножитель отражает темновое
окисление, а второй — двухтактные колебания семихинона. На
рис. 66 для примера представлен график кривой, описываемой
уравнением (13.18) для а,+р 1=1,82; е т в = 1,12.

13.3. Характеристика двухтактных колебаний

Простейшие свойства двойных колебаний

Как следует из формулы (13.18), кинетика изменения кон-
центрации семихинона определяется не величинами с^ и р£ по
отдельности, а их суммой.

Концентрация семихинона зависит от времени т, прошедше-
го после очередной вспышки света. Далее везде полагается, что
величина т постоянна, хотя и произвольна ( О ^ т ^ б ) .

После первой вспышки света ( п = 1 ) , согласно формуле
(13.18), концентрация семихинона экспоненциально уменьшает-
ся во времени:

р т ( 1 ) = а е - « , (13.19)

т. е. амплитуда изменений поглощения при 450 нм в ответ на
первую вспышку света характеризует эффективность переноса
электрона от пигмента на вторичный хинон.

После второй вспышки света (п=2) вероятность семихино-
на равна:

р т (2)=ое—*(2-о,-р 1 ) . (13.20)

Разделив это уравнение на равенство (13.19), получим

/ ? Л 2 ) Ы 1 ) = 2 - а , - р 1 . (13.21)

Отношение амплитуд сигналов, наблюдаемых соответственно на
вторую и первую вспышки света, позволяет рассчитать величи-
ну cci+p, в абсолютных единицах:

а,+р 1 =2-р т (2)/р,(1)=2-Л т (2)А4,(1), (13.22)

где Лт(1) и Л, (2)—соответствующие амплитуды изменений
поглощения при 450 нм, показанных на рис. 65.

Проанализируем различные характеристики двухтактных
колебаний.

Параметры затухания

Рассмотрим концентрацию семихинона спустя время т после
нечетных (четных) вспышек света. Концентрация семихинона в
рассматриваемые моменты времени монотонно уменьшается
(увеличивается) с увеличением числа вспышек и стремится с
точностью до множителя к предельному значению

, (13.23)
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зависящему от величины т. Как будет показано ниже, стремле-
ние к этому предельному значению, имеет экспоненциальный
характер, что позволяет охарактеризовать затухание рассма-
триваемых двухтактных колебаний значением показателя этой
экспоненты.

Обозначим через ДЛ5 модуль разности концентраций семи-
хинона в моменты времени, отстоящие друг от друга на вели-
чину sQ, s = 0 , I, . . . , кратную времени между двумя последо-
вательными вспышками (рис. 67). Тогда, используя выражение
(13.18), получим

А?'5 = | рх (л + s) - рх (п) | = р% (s) (а, + р\ - 1)"=

= pT(s)en l n( a '+P'1). (13.24)

Ясно, что в формуле (13.24) учитываются лишь значения семи-
хинона, определяемые через время т после соответствующих
вспышек.

При различных п и s формула охватывает все наиболее ин-
тересные случаи. Действительно, при s = l она описывает пове-

й

t t t t t

Рис. 67. Схемы определения величин

A"lS для n = l , s = 2 (а) и я = 1 , s —
= 1 (б)

Рис. 68. Теоретическая кривая, описы-
вающая изменение концентрации се-
михинона вторичного хинонного ак-
цептора ФРЦ в зависимости от номе-
ра вспышки, построенная исходя иа
соотношения (13.18), при а +'(5=1,8;

^
РоМе -тТ

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \
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дение разности двух соседних амплитуд, при s=2 — поведение
разности двух амплитуд, индуцированных соответственно либо
четными {n=2k, k=0, 1, 2, . . . ) . л и б о только нечетными
(n—2k+l, k—0, 1, 2, . . . ) вспышками света. Если в этой фор-
муле s устремить к бесконечности, то она будет описывать
стремление концентрации семихинона к предельному значению.
В частности, при s->-oo, а п=2&, 2£+1 эта формула описывает
стремление концентрации семихинона к предельному значению
под действием соответственно четных и нечетных вспышек света
(рис. 68).

Если рассматривать закон изменения (13.24) не в моменты,
кратные 6 (t—nQ), а в произвольный момент времени t, то его
можно записать в следующем виде:

[£,„(«^1)1 ^
Ax's = Рт (s) е\-в J = рх (s) е 9 = рт (s) er». (13.25)

Таким образом, значения концентрации семихинона через вре-
мя т после четных и нечетных вспышек света описываются эк-
спонентой, предельное значение которой дается выражением
(13.23). Величина показателя экспоненты К — n ( a i + Pi~ ) х а _

рактеризует скорость приближения концентрации семихинонной
формы Q n к предельному значению (рис. 68, пунктир) и может
быть использована для определения величины cti+pi — суммар-
ной эффективности переноса электронов.

Типы кинетических кривых

В уравнение (13.18), описывающее изменение концентрации
семихинона Q n под действием последовательных вспышек све-
та, входит несколько параметров — а, р, т, 0, т. Вместе с тем
качественная картина изменения семихинона зависит лишь от
двух параметров, а именно от величин т и а,+р!. На рис. 69
представлены все качественно различные типы изменения кон-
центрации семихинона, которые могут возникнуть в рассматри-
ваемой системе.

Рассмотрим сначала случай, когда время темновой релак-
сации семихинона настолько больше времени между двумя по-
следовательными вспышками света, что темновым окислением
семихинона можно пренебречь и считать, что т = 0 (верхняя
часть рис. 69). В этом случае все изменения концентрации семи-
хинона связаны лишь с перераспределением электронов под дей-
ствием вспышек света. Согласно формуле (13.18), при т = 0
характер изменений концентрации семихинона определяется
лишь величиной а+р. Рассмотрим все возможные типы таких
изменений.

1. Если величина сс+р равна 2, то выражение (13.18) пере-
ходит в выражение р(п)=0,5(1 + (—1)п). В этом случае будут
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Рис. 69. Теоретические кри-
вые возможных типов изме-
нений концентрации семихи-
нона в зависимости от номе-
ра вспышки в отсутствие
(/) и при наличии (//) тем-
иового окисления семихино-
иа

1 — епЛ-\; 11 — е т в -1,25; <х+
+Р равно 2 (а), 1,8 (б), 1 (в)
и 0,5 (г) [Шинкарев и др., 1981}

Htm m m tttttt Htm

наблюдаться незатухающие колебания концентрации семихино-
на, причем на каждую нечетную вспышку света во всех реак-
ционных центрах семихинон будет образовываться, а на каж-
дую четную вспышку — исчезать (рис. 69, /, а).

2. Если 1 < а + р < 2 , то будут наблюдаться затухающие ко-
лебания с попеременным увеличением и уменьшением концен-
трации семихинона (рис. 69, 1,6). Предельный уровень этих ко-
лебаний определяется формулой (6), в которой т = 0 . Стрем-
ление семихинона к предельной концентрации под действием
четных и нечетных вспышек света экспоненциальное — с одина-
ковым показателем (см. рис. 68).

3. Если <х+р=1, то концентрация семихинонной формы Q n

будет изменяться только в ответ на первую вспышку света.
В ответ на последующие вспышки света видимых изменений в
концентрации семихинона не будет (рис. 69, /, в).

4. Если 0 < а + р < 1 , то, как следует из уравнения (13.18),
в рассматриваемом случае колебаний концентрации семихино-
на не будет.

Вместо этого на каждую вспышку света будет образовы-
ваться семихинон (рис. 69, /, г). Эти изменения могут быть опи-
саны следующей формулой:

Р(п) (13.26)

которая при а + р < 1 может быть переписана в виде
/v Gt r * (13.27)

Перейдем теперь к случаю, когда время темновой релакса-
ции семихинона сравнимо со временем между двумя последо-
вательными вспышками света (тфЪ) или больше его (нижняя
часть рис. 69). При этом роль а + р играет уже величина
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которая и определяет тип изменений концентрации семихинона
в зависимости от номера вспышки.

1'. Случай а 1 +р, = 2 уже был рассмотрен и соответствует
незатухающим колебаниям семихинона. Действительно, если
cti+Pi=2, то из определения величин a t и Pi следует, что а = 1 ,
р = 1, т = 0 .

2'. Если вспышки света даются через время Э, сравнимое со
временем темновой релаксации (е~ т 9<;1), то к моменту следую-
щей вспышки часть семихинона успевает исчезнуть, и, следова-
тельно, даже если вероятности переходов а и р равны един-ице,
cci+Pi будет меньше 2 и колебания все равно будут затухающи-
ми. Таким образом, основное отличие данного случая от того, в
котором отсутствует темновая релаксация семихинона, состоит
в том, что на процесс перераспределения электронов, индуциро-
ванный вспышкой света, накладывается темновое окисление се-
михинона, что делает невозможными незатухающие колебания
(рис. 69,//, а, б).

3/ Если а 1 + р , = 1, то изменения концентрации семихинона
уже не будут зависеть от номера вспышки, а будут представ-
лять собой «всплески» одинаковой формы (рис. 69, //, в).

4'. Если a i + P i < l , то на каждую вспышку будет образовы-
ваться какое-то количество семихинонной формы Q n , которое
затем экспоненциально исчезает (рис. 69, II, г). Изменения се-
михинонной формы Qn могут быть описаны следующим выраже-
нием:

Рг (п) = -^ЗГГО ~ e»ln<i-*-M), (13.28)

которое при а 4 + р , < 1 сводится к

пр~тх

(13.29)

13.4. Методы определения a+(J

Как показано выше, величина предельного уровня и стрем-
ление к нему двухтактных колебаний, а также тип изменений
концентрации семихинона в зависимости от номера вспышки
света определяются только величиной суммарной эффективно-
сти переноса электронов ai+p t , а не величинами а, и р, в от-
дельности. Ниже рассмотрен ряд критериев, позволяющих в эк-
сперименте определить величину a t+Pi, что важно для оценки
величины а+р, связанной с квантовым выходом первичного
разделения зарядов в фотосинтетическом реакционном центре.

Простейшие критерии. Из соотношения (13.18) можно полу-
чить ряд выражений, которые в той или иной степени могут
быть полезными для определения величины суммарной эффек-
тивности. Наиболее простые из них связывают между собой
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концентрации семихинона лишь в двух точках. К таким выра-
жениям относятся соотношение (13.22) и уравнение

ai+Pi=/Ml)//M°o). (13.30)

Более точными, однако, являются критерии, позволяющие рас-
считывать величину ai+p, из значений концентраций семихино-
на при нескольких п. К такого рода критериям можно отнести
следующие, легко получаемые из выражений (13.18) или (13.24).

/
, о , У/ |Px

«1 + Pi — 1 = 1/ • .
У Рх (s)

5 = 1 , 2 , . . . ; п = 1 , 2 , . . . (13.31)

a , + P 1 - l ~ M - + , 2 ' ~ ? ( : t " - 03.32)
Рх О1) — Рх (п + I)

Заметим, что выражение (13.31) удобнее всего использовать
при s = l и 2. Кроме того, в формулах (13.30) — (13.32) удобно
полагать т = 0 или в.

Усредняя значения oti+pi—1, которые получаются из выра-
жений (13.31) и (13.32) при различных п, можно существенно
уменьшить ошибку в определении суммарной эффективности
переноса электронов.

Ниже рассмотрен критерий, усреднение в котором осуществ-
ляется графически.

Основной критерий. Как показано выше [см. выражение
(13.24)], зависимость от номера вспышки модуля разности ам-

плитуд семихинона, отстоящих друг от друга на величины,
кратные 8, имеет экспоненциальный характер с показателем

X m ( 1 3 _ з 3 )
е е '

Откладывая разность AT*'S [см. выражение (13.24)] от времени
в полулогарифмических координатах, можно найти этот пока-
затель, а следовательно, и е~м. Разрешив уравнение (13.33) от-
носительно a+'р, получим

а + р = 1 + е - х е е т е . (13.34)
В это выражение кроме е~" входит также величина е т в , кото-
рую можно оценить исходя из кинетики темнового окисления
семихинона. Удобно строить зависимость (13.25) при неболь-
ших значениях s, поскольку в этом случае уменьшается ошибка,
связанная со смещением нулевой линии прибора. На рис. 70 в
полулогарифмических координатах показаны построенные на
основании экспериментальной кривой, представленной на
рис. 65, разности А,71' амплитуд семихинона, смещенных друг
относительно друга на величину 6, при т = 0 и т = 8 . Из рисунка
видно, что экспериментальные точки могут быть аппроксимиро-
ваны одним и тем же экспоненциальным законом, для которого
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Рис. 70. Зависимость модуля раз-
ности концентрации семихинона
вторичного хинонного акцептора
между соседними вспышками от
номера вспышки

Справа схематически показаны точки,
используемые при построении графика,
где Л,-

и др., 1981]
л [Шинкарев

МИНН
9 Зв 5в 76 пв

е~"^0,82. Учитывая, что согласно данным, представленным на
рис. 65, величина етВ, усредненная по первым шести вспышкам,
составляет -~1,2, по формуле (13.34) определяем, что величина
а+|3~1,92. Теоретическая кривая, построенная из найденных
параметров, представлена на рис. 65, б.

Значения сс+р для различных ФРЦ. Предложенная модель
может быть использована для анализа экспериментальных дан-
ных, полученных для ФРЦ фотосинтезирующих бактерий, а
также. ФСП высших растений. В табл. 10 представлены величи-
ны эффективности переноса электронов а+р, рассчитанные из
литературных данных по критерию (13.34), учитывающему все
вспышки. При расчете использовали экспериментальные точки,
соответствующие моментам освещения препаратов вспышкой
( т = 0 ) . Напомним, что величина а(р) равна вероятности того,
что после первой (второй) вспышки света электрон перейдет от
Р870 на Q i r. При насыщающей интенсивности вспышки величи-
ны а и р* совпадают с соответствующими значениями квантовых
выходов.

Таблица 10. Величина суммарной эффективности переноса электронов
для различных препаратов

Препарат

Хроматофоры Rps. sphaeroides
ФРЦ Rps. sphaeroides, R-26
ФРЦ Rps. sphaeroides, R-26
Клетки Rs. rubrum
Хлоропласт

»

a+P

1,8
1,93
1,83
1,80
1,81
1,77

Литературный источник

Barouch, Clayton, 1977
Vermeglio, 1977
Wraight, 1977
DeGrooth et al., 1978
Velthuys, Amesz, 1974
Wollman, 1978
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Из анализа таблицы можно сделать вывод о том, что вели-
чины суммарной эффективности переноса электрона, получен-
ные разными авторами, близки между собой, несмотря на раз-
личные препараты, а также виды бактерий, использованные ими
в экспериментах. Средняя величина суммы квантовых выходов
на две вспышки составляет —1,84. Небольшие отклонения на-
блюдаемых величин друг от друга могут быть связаны не толь-
ко с различием квантовых выходов первичного разделения заря-
дов, но и с разной интенсивностью и длительностью вспышек
света, различной концентрацией медиаторов и т. д.

Полученные оценки для суммы квантовых выходов разделе-
ния зарядов на первые две вспышки света достаточно хорошо
согласуются с величиной квантового выхода 0,96—0,98, получен-
ной для хроматофоров Rs. rubrum другим методом [Барский и
др., 1975]. Некоторое различие найденных величин может быть
связано как с тем, что в работе Барского и соавторов определен
квантовый выход при непрерывном освещении, так и с разли-
чиями в условиях эксперимента.

13.5. Зависимость двухтактных колебаний семихинона
от различных условий

Для правильного определения квантового выхода разделения
зарядов необходимо изучить зависимость концентрации семихи-
нона Qn от различных условий, таких, как длительность и ин-
тенсивность вспышки света, длительность темновой адаптации,
концентрации экзогенного донора и др.

Темновая адаптация

Соотношение (13.18) было получено нами в предположении
того, что перед первой вспышкой света все молекулы вторичного
хинона находятся в окисленной форме. Вместе с тем в восста-
новительных условиях (£н=^200 мВ) время жизни семихинон-
ной формы Qn, как правило, достигает нескольких минут (см.
рис. 64, б) и темновой адаптации может оказаться недостаточ-
но для того, чтобы полностью окислить образовавшуюся на
свету семихинонную форму Qn. Поэтому необходимо выяснить,
каким образом темновая адаптация образца сказывается на ха-
рактере двухтактных колебаний концентрации семихинона вто-
ричного хинона.

Рассмотрим рекуррентное соотношение (13.13) для вероят-
ности застать вторичный хинон в семихинонной форме через
время 8 после п-й вспышки света:

а 1 - р , ) р . ( я - 1 ) , (13.35)

где величины а4 и Pi определены в формуле (13.17). Ранее мы
предполагали, что исходно до первой вспышки света вторичный
хинон полностью окислен ( р е ( 0 ) = 0 ) . Это приводило к тому,
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что вероятность образования семихинона на первую вспышку
света была равна а. Как видно из формулы (13.35), в общем
случае при недостаточной темновой адаптации (рв(0)Ф0) воз-
можно не только увеличение, но и уменьшение концентрации
семихинона на первую вспышку. Это происходит в том случае,

когда о , + (1—a,—Pi)pe(O)<Pe(O), или Р е ( 0 ) > "* a •
ai + Pi

Если же Ре (0) = — — — , то величина р в (1) равна р в ( 0 ) .
« + Pi

Таким образом, при недостаточной темновой адаптации хро-
матофоров возможно уменьшение амплитуды изменений погло-
щения семихинона, индуцированного первой (в серии) вспыш-
кой света. Рассмотрим теперь, как влияет недостаточная темно-
вая адаптация на определение величины суммарной эффектив-
ности в переносе электрона ai+p, по формулам (13.30) —(13.32)
и (13.34). Используя формулу (13.35), найдем, что отношение
абсорбционных изменений семихинона после второй и первой
вспышек равно:

Рв(1) ai+(l-«i-Pi)/>e(0) ttl P l "

(13.36)

Следовательно, при недостаточной темновой адаптации исполь-
зование критерия (13.30), учитывающего только первые две
вспышки света, дает искаженный результат. Использование
формулы (13.31) при недостаточной темновой адаптации также
дает неверные результаты. В то же время критерии (13.32) и
(13.34) не зависят от времени темновой адаптации.

Следует, однако, отметить, что если за точку отсчета взять
величину концентрации семихинона перед первой вспышкой све-
та, то, подставляя в выражение (13.35) величину гв(п)=р9(п) —
Рв(О), получим следующее рекуррентное соотношение:

r e ( n ) = a 1 - ( a 1 + p 1 ) P e ( O ) + ( l - a 1 - p 1 ) r e ( n - l ) , r e ( 0 ) = 0 .

(13.37)

По аналогии с формулой (13.14), учитывая, что г в ( 0 ) = 0 , полу-
чим

Pi
(13.38)

где C = a 1 - ( a 1 + p , ) P e ( 0 ) .
Поскольку полученная формула лишь нормирующим множи-

телем отличается от выражения (13.14), то все критерии для
определения а,+р, будут справедливы в рассматриваемом
случае.

Таким образом, если при недостаточной продолжительности
темновой адаптации за точку отсчета принимать величину кон-
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центрации (вероятности) семихинона перед первой вспышкой
света, то использование критериев (13.30) —(13.34) для величин
I't (п) дает правильную величину

Зависимость величин ai и р, от номера вспышки

В рассмотренной выше модели предполагалось, что вероят-
ности перехода а и р (а соответственно а ( и f̂ ) вторичного хи-
нона из окисленной формы в семихинонную и из семихинонной
формы в полностью окисленную под действием вспышки света
не зависят от номера вспышки. Это приближение оправдано
лишь при условии, что перед очередной вспышкой света пигмент
полностью восстановлен, а окисление полностью восстановлен-
ной формы вторичного хинона (убихинола) на каждую вспышку
света происходит с одинаковой эффективностью. Ниже мы рас-
смотрим только нарушение первого условия, которое может про-
исходить как в окислительных условиях, так и при достаточно
большой частоте вспышек света, когда за время между вспыш-
ками пигмент не успевает полностью восстановиться.

Качественно влияние неполного восстановления пигмента
между вспышками света достаточно очевидно. Чем больше но-
мер вспышки, тем меньше пигмента окисляется под действием
вспышки, и, следовательно, вероятности перехода а и р должны
монотонно уменьшаться при увеличении номера вспышки. Рас-
смотрим этот вопрос с количественной стороны. Будем предпо-
лагать в дальнейшем, что восстановление фотоокисленного пиг-
мента ФРЦ происходит по моноэкспоненциальному закону с кон-
стантой скорости ki [см.: (13.6), (13.8)]. Обозначим через а ве-
роятность того, что под, действием вспышки света пигмент пе-
реходит из восстановленного состояния в окисленное. Тогда пе-
реходы пигмента ФРЦ под действием серии вспышек света, а
также его последующая темновая релаксация могут быть опи-
саны схемой, полностью аналогичной таковой для вторичного
хинона [см.: (13.11), (13.12).].

Соответственно этому изменение в зависимости от номера
вспышки вероятности окисленной формы пигмента через время
т после очередной (я-й) вспышки света можно в полной ана-
логии с выражением (13.18) записать в виде

— £-*•<> sa 1 + (а — 1)е-*«е. (13.40)
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Таким образом, имеем следующее выражение для вероятности
окисленной формы пигмента:

Рх(п) = ^ [ { ( ) e } ]

1 — ( 1 — a)e~ks

Отметим, что полученную формулу можно было бы получить и
как предельную для периодического освещения (см. гл. 10),
причем при таком подходе вскрывается смысл величи-
ны а. Будем в дальнейшем считать, что форма импульса вспыш-
ки является прямоугольной, как это показано на рис. 48. Вос-
пользуемся результатами гл. 10, в которой анализируется изме-
нение концентрации окисленной формы переносчика под дей-
ствием периодического освещения. Кинетика во времени засе-
ленности окисленного состояния пигмента, меняющегося соглас-
но схеме (13.39), имеет вид [см. формулу (10.79)]:

Р (п) = - A _ ( i _ е-(*.+*.)х) I—е~ """ ~ , (13.42)

Рх(п)=Р0(п)е-к".

В этих формулах k0— константа скорости, пропорциональная ин-
тенсивности действующего света, п — номер вспышки, 0 — тем-
новой интервал между вспышками, х — средняя продолжитель-
ность вспышки света, ki — константа скорости восстановления
пигмента. Обычно длительность вспышки света существенно ко-
роче, чем время между вспышками, а интенсивность вспышки
близка к насыщающей, т. е. справедливы следующие соотно-
шения:

6>х, ko>k. (13.43)

Рассмотрим предельный случай коротких импульсов света, ког-
да ko%-+a при х->-0. В этом случае выражение (13.42) для веро-
ятности окисленной формы пигмента реакционного центра ап-
проксимируется следующим образом:

рх in) = 0 - e V l [i _ гя(.**,е)]. (13.44)

В этом соотношении величина а характеризует интенсивность
вспышки света. Выражения (13.41) и (13.44) совпадают друг с
другом, если 0=1—е-" или

а = 1 - е - Ч (13.45)

Это выражение показывает, что вероятность перехода пигмен-
та из восстановленной формы в окисленную экспоненциально за-
висит от интенсивности света.

На рис. 71 показаны теоретические кривые изменения кон-
центрации окисленной формы пигмента под действием серии по-
следовательных вспышек света при различных значениях е-*»*
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Рнс. 71. Теоретические кривые изме-
нений концентрации фотохимически
активного пигмента реакционного
центра в зависимости от номера
вспышки света, построенные исходя
из выражения (13.44) при различных
значениях параметра е •' .характе-
ризующего илтенсивность света,и
параметра е~к'9 , характеризующего
скорость темнового восстановления
пигмента
/_7*оХ -0.1; //-e-fc0x_0i7. величина
е-*'врав:1а 0,01 (я), 0,1 (б), 0,4 (в), 0,9(г)

t t t t f t l f t f f t t f t t

и е~*'в, характеризующих интенсивность вспышки и восстанов-
ление пигмента за время 9 между вспышками. Из рисунка вид-
но, что в случае насыщающей вспышки света (верхняя строка
рисунка) увеличение времени темнового восстановления пиг-
мента приводит к тому, что его окисление происходит в основ-
ном только на первую вспышку света (рис. 71, /, в, г). Если же
вспышка света не является насыщающей (нижняя строка ри-
сунка), то окисление пигмента происходит приблизительно в
равной степени на каждую вспышку. Кроме того, рисунок ил-
люстрирует тот факт, что при увеличении времени темновой ре-

/п-п a d

3 4 t t t t t t t t t t t f
Рис. 72. Теоретическая зависимость величины индуцированного вспышкой све-
та окисления пигмента реакционного центра от номера вспышки, рассчитанная
исходя из формулы (13.46)

Величины параметров е~*«вн е~*>* , характеризующих интенсивность вспышки н ско-
рость темнового восстановления пигмента, равны соответственно 0,1 и 0,3

Рис. 73. Теоретическая зависимость двухтактных колебаний концентрации се-
мяхннонной формы вторичного хинона от номера вспышки
Кривые рассчитаны исходя из уравнения (13.13), в котором вероятности перехода a i | )
определяются соотношениями (13.48). Величины параметров г~*о1< и е~*»9, характери-
зующих зависимость вероятностей перехода от номера вспышки света, равны 0,1 и 0,4
(а, б) н 0,1 и 0,1 (в). Значение параметра e~ I 7 1 ' j характеризующего темновое окисление
семихинона, равно 0,4 (а) и 0,9 (б, в)
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лаксации (£,6-»-0) количество окисляемого пигмента на вторую,
третью и т. д. вспышки света уменьшается.

Рассмотрим количество пигмента, окисляемое на п-ю вспыш-
ку света [см. формулу (13.44)]:

ро(п)-рв(п-1)=А+Ве-^+к'°"п-1), (13.46)

где величины А и В определены следующим образом:

"

Соотношение (13.46) показывает, что количество пигмента,
окисляемое на n-ю вспышку света, экспоненциально зависит от
индекса п, стремясь к стационарной величине А (рис. 72).

Зависимость вероятности а(р) перехода от номера вспышки
может быть обусловлена неполной темновой релаксацией ФРЦ
после предыдущей вспышки. В этом случае вероятности пере-
хода вторичного хинона из окисленной формы в семихинонную
и из семихиноннои формы в окисленную (в пренебрежении
остальными состояниями хинона) зависят от номера вспышки
следующим образом:

а(п=(Р0(п)-Рй(п-1))<р, |3 (я) = (Р„(п)-Ре (га-1))ф-

(13.48)

Здесь величины <р и -ф определяют вероятность попадания элек-
трона на вторичный хинон, находящийся соответственно в окис-
ленной и семихиноннои формах.

Таким образом, проведенный нами ранее анализ зависимо-
сти количества пигмента, окисляемого под действием n-й вспыш-
ки света (см. рис. 71 и 72), описывает зависимость вероятно-
стей перехода а и р от номера вспышки света. В этом случае
характер изменения концентрации семихиноннои формы вторич-
ного хинона может существенно отличаться от представленных
на рис. 69 типов. Для того чтобы количественно рассмотреть эти
изменения концентрации семихинона Qn, необходимо величины
(13.48) подставить в рекуррентное соотношение, полностью ана-
логичное формуле (13.13). Полученное таким образом выраже-
ние может быть использовано для построения графика кон-
центрации семихинона Qn в зависимости от номера вспышки
света. На рис. 73 представлены некоторые из таких зависимо-
стей. Из рис. 73, а видно, что кинетика изменения концентрации
семихинона Qn может существенно отличаться от двухтактной
(рис. 73, в), если величины вероятностей перехода зависят от
номера вспышки.

Рассмотренный выше анализ позволяет сформулировать сле-
дующие критерии, выполнение которых необходимо для наблю-
дения ярко выраженных двухтактных колебаний концентрации
семихиноннои формы вторичного хинона под действием вспы-
шек света (сравним с: fO'Keefe et al., 1981]).
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Рис. 74. Зависимость двухтактных колебаний концентрации семихинона Qn
от интенсивности вспышки света в хроматофорах Rhodospirillum rubrum
а — контроль; б, в — соответственно 40 и 11% от интенсивности вспышки в контроле.
Среда инкубации: фосфатный буфер (рН 6,86)—30 мМ; ТМФД — 33 мкМ

а

Рис. 75. Зависимость двухтактных колебаний концентрации семихинона Qn
хроматофорах Rs. rubrum от времени между вспышками света (а) и соответ-
ствующие теоретические кривые (б)
Среда инкубации: фосфатный буфер (рН 6,86)—30 мМ; ТМФД — 66 мкМ. Теоретические
кривые рассчитывали исходя из соотношения (13.18) при <Х+Р= 1.824: т в = 0,159



1. Наличие эффективного донора электронов, обеспечиваю-
щего восстановление фотоокисленного пигмента перед очеред-
ной вспышкой света. Роль такого донора электронов может вы-
полнять ТМФД и другие медиаторы, для которых константа
скорости переноса электронов на фотоокисленный пигмент боль-
ше, чем константа скорости окисления семихиноннои формы вто-
ричного хинона.

2. Предварительная темновая адаптация образца, необходи-
мая для приведения всех реакционных центров в одинаковое
состояние.

3. Интенсивность вспышки света должна быть насыщающей,
а ее длительность — короче времени одного оборота реакцион-
ного центра,

4. Время между вспышками должно быть, с одной стороны,
достаточным, чтобы полностью восстановить пигмент перед оче-
редной вспышкой, а с другой — должно быть сопоставимо или
меньше времени жизни семихиноннои формы вторичного хино-
на в рассматриваемых условиях.

5. Редокс-потенциал среды должен быть достаточно высок,
для того чтобы обеспечить условия окисления дважды восста-
новленного вторичного хинона. В частности, редокс-потенциал
среды должен быть выше среднеточечного потенциала вторич-
ного хинона, а также пуловых хинонов.

Невыполнение этих условий может привести к отсутствию
видимых двухтактных колебаний концентрации семихиноннои
формы вторичного хинона. Отметим, что сформулированные ус-
ловия относятся, по-видимому, лишь к реакционным центрам,
непосредственно не связанным с О.Ь/с2-оксидоредуктазой.

В качестве примера на рис. 74 и 75 приведены зависимости
двухтактных колебаний концентрации Qn от интенсивности
вспышки света, а также от величины интервала между вспыш-
ками. Видно, что как уменьшение интенсивности вспышки све-
та, так и увеличение времени между вспышками приводит к рез-
кому ухудшению наблюдаемых двухтактных колебаний. Кроме
того, сопоставление экспериментальных (рис. 75, а) и теорети-
ческих (рис. 75, б) зависимостей говорит о хорошем соответствии
между ними.

Заключение

В данной главе рассмотрено функционирование вторичного
хинона ФРЦ пурпурных несерных бактерий в качестве двух-
электронного затвора, пропускающего электроны в цепь даль-
нейших реакций только парами, а также построена кинетическая
модель, на основе которой были проанализированы условия,
обеспечивающие ярко выраженные колебания концентрации се-
михиноннои формы вторичного хинона, индуцированные после-
довательными вспышками света. Вместе с тем в настоящее вре-
мя не совсем ясно, осуществляется ли этот механизм функцио-
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нирования вторичного хинона in vivo. Хотя в целых клетках в
определенных условиях и наблюдаются индуцированные после-
довательными вспышками света двухтактные колебания концен-
трации семихинонной формы вторичного хинона [DeGrooth et
al., 1978], тем не менее, как правило, для наблюдения двухтакт-
ных колебаний необходимо присутствие редокс-медиаторов, та-
ких, как ТМФД, ФМС и другие, которые могут изменить путь
переноса электронов. Кроме того, по-видимому, имеется суще-
ственная разница в переносе электронов в присутствии медиато-
ров в хроматофорах различных бактерий. Так, если в хромато-
форах Rp. sphaeroides (дикий штамм) и Rp. capsulata (Ala pho+)
двухтактные колебания концентрации семихинона вторичного
хинона наблюдаются только в окислительных условиях (EB^t
>250-300 мВ) [DeGrooth et al., 1978; Bowyer et al., 1979;
O'Keefe et al., 1981], то в хроматофорах Rs. rubrum и Rp. sphae-
roides R-26 двухтактные колебания наблюдаются также и в вос-
становительных условиях вплоть до редокс-потенциала среды,
при котором происходит восстановление вторичного хинона
(100-150 мВ) [Vermeglio et al., 1980; Верховский и др. 1981;
Шинкарев и др., 1982]. У последних двух бактерий поведение
вторичного хинона в хроматофорах в присутствии редокс-ме-
диаторов практически не отличаются от такового в препаратах
изолированных ФРЦ [Wraight, 1977; Vermeglio, 1977]. В этой
связи можно предположить, что у этих двух видов бактерий на-
рушена связь между ФРЦ и О,6/с2-оксидоредуктазами. Анализ
относительного содержания бактериохлорофилла и цитохромов у
Rs. rubrum показывает, что реакционных центров больше, чем
цитохромов b [Kakuno et al., 1971]. Поэтому часть реакционных
центров должна функционировать изолированно от О.й/с2-окси-
доредуктаз, поскольку, как показано [O'Keefe et al., 1981], ком-
плекс, реакционный центр и Qfr/сг-оксидоредуктаза представля-
ют собой долгоживущее (по крайней мере несколько минут)
образование. Не исключено, что существенную роль в индукции
двойных колебаний концентрации семихинонной формы вторич-
ного хинона играет цитохром с2. У тех видов, для которых при
выделении хроматофоров цитохром с2 сохраняется, двухтактные
колебания наблюдаются лишь в условиях, когда он окислен.
У тех же видов (Rs. rubrum), у которых он вымывается в про-
цессе выделения хроматофоров, двухтактные колебания наблю-
даются не только в окислительных, но и в восстановительных
условиях. Вполне возможно, что происходит кооперативное
взаимодействие между цитохромом с2 и вторичным хиноном,
что в конечном итоге и определяет путь переноса электрона от
вторичного хинона в цепь дальнейших реакций. В этой связи
отметим, что возможны по крайней мере три различных функ-
ционально-значимых пути переноса электронов от вторичного
хинона.

1. Одним из вариантов функционирования вторичного хино-
на является работа в двухтактном режиме, рассмотренном вы-
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ше. При этом отношение Н+/е должно быть равным единице.
Такой случай, по-видимому, характерен для систем, в которых
ФРЦ не сопряжены с Qft/Сг-оксидоредуктазой, а именно в пре-
паратах изолированных реакционных центров в присутствии
экзогенных хинонов и медиаторов, а также в хроматофорах, в
которых тем или иным образом нарушено взаимодействие меж-
ду ФРЦ и Qb/Сг-оксидоредуктазами.

2. Второй путь переноса электрона связан с восстановлением
семихинонной формы вторичного хинона от какого-либо специ-
ального переносчика, и уже дважды восстановленный хинон пе-
редает два электрона в цепь дальнейших реакций (Q цикл Мит-
чела, см. гл. I). Данный механизм функционирования вторич-
ного хинона, по-видимому, реализуется в тех реакционных цен-
трах, которые исходно находятся в комплексе с Qb/сг-оксидоре-
дуктазой. Естественно, что в этом случае в восстановительных
условиях не должно наблюдаться двухтактных колебаний кон-
центрации семихинонной формы вторичного хинона. Вместе с
тем двухтактные колебания возможны в окислительных усло-
виях, когда переносчик, передающий второй электрон семихи-
нону, Q n окислен.

3. В принципе также возможен непосредственный перенос
одного электрона от Q n в цепь дальнейших реакций. Такой ме-
ханизм функционирования реализуется, по-видимому, в окисли-
тельных условиях (см.гл.12).

Не исключено, что в клетках бактерий, в зависимости от раз-
личных условий, таких, как редокс-потенциал среды, аэробные
или анаэробные условия и другие, могут реализоваться все три
различных типа функционирования вторичного хинона.



ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Процессы трансформации энергии при дыхании и фотосинте-
зе протекают в определенным образом организованных мульти-
ферментных комплексах, расположенных в мембранах митохон-
дрий, хроматофоров, хлоропластов и др. Вместе с тем до послед-
него времени практически игнорировались кинетические и тер-
модинамические эффекты объединения компонентов электрон-
ного транспорта в комплексы и предполагалось, что перенос
электронов между переносчиками может быть представлен как
бимолекулярный процесс. Взаимодействие между отдельными
комплексами переносчиков происходит либо непосредственно,
либо с помощью относительно подвижных переносчиков элек-
тронов, таких, как убихинон, цитохром с и др. Каждый из ком-
плексов представляет собой своего рода молекулярную машину,
функционирование которой можно описать как переходы между
ее различными состояниями. Мультиферментный комплекс мож-
но рассматривать как систему обслуживания, характеризую-
щуюся потоком входящих «требований», «временем обслужива-
ния» и т. д. [см., например, Гнеденко, Коваленко, 1966] и при-
менить математический аппарат, развитый для таких систем.

Число состояний комплекса и соответственно число уравне-
ний даже для небольшого числа переносчиков очень велики.
Однако линейный характер уравнений относительно вероятно-
стей состояний комплекса позволяет эффективно применить
способны асимптотического описания. По существу два свойства
кинетического описания — большая размерность исходной систе-
мы уравнений, а также их линейность — компенсируют друг дру-
га, приводя в определенных условиях к системе линейных урав-
нений небольшой размерности относительно вероятностей со-
стояний всего комплекса в целом, а не относительно состояний
индивидуальных переносчиков электронов, как это имеет место
в подходе, основанном на законе действующих масс.

Нелинейность уравнений, описывающих перенос электронов
между подвижными переносчиками, затрудняла анализ схем
электронного транспорта, ограничивала возможности аналити-
ческих исследований и приводила к необходимости использова-
ния вычислительных машин даже в самых простых ситуациях
Предложенное в книге описание позволяет чисто аналитически
рассмотреть перенос электронов внутри комплексов. Таким об-
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разом, применяемое описание переноса электронов в комплек-
сах, с одной стороны, физически более оправдано, чем приме-
нение закона действующих масс, а с другой — значительно
проще.

Существенным для понимания всех аспектов переноса элек-
тронов в мембранах, а также сопряженных с ним процессов
является вращательная и латеральная диффузия не только
«подвижных» переносчиков, но и отдельных комплексов и их
агрегатов. Подвижность комплексов приводит к тому, что теря-
ет смысл понятие единой структурной электронтранспортной
цепи, так как стехиометрия взаимодействия комплексов опре-
делена лишь в среднем и может меняться при изменении внеш-
них условий. Если регулируемая условиями внешней среды ла-
теральная асимметрия в распределении комплексов переносчи-
ков достаточно хорошо установлена для фотосинтетического
аппарата высших растений, то, несомненно, аналогичные про-
цессы регулирования пространственной обособленности отдель-
ных реакций могут происходить и у фотосинтезирующих бакте-
рий и митохондрий. Динамическая организация электронного
транспорта, проявляющаяся в процессах агрегации—дезагрега-
ции как отдельных переносчиков электронов с комплексами, так
и самих комплексов, приводит к быстрому и высокоэффективно-
му переносу электронов (внутри комплексов), увеличивает на-
дежность функционирования цепи переноса электронов, обеспе-
чивая возможность замены вышедших из строя элементов, а
также их встраивание в процессе биогенеза и, кроме того, обес-
печивает возможность эффективных способов регуляции транс-
порта электронов за счет изменения степени агрегации комплек-
сов, их пространственной обособленности и взаимного положе-
ния в мембране. Асимметричная латеральная и трансмембран-
ная организация комплексов в мембране может направленно
регулироваться такими факторами, как липидный состав мем-
браны, соотношение липид/белок, микровязкость, энзиматиче-
ская модификация белков, ионный состав среды и др.

Все изложенное позволяет утверждать, что энергопреобра-
зующие электронтранспортные комплексы представляют собой
минимальную функциональную единицу переноса электронов и
образования АцН+, а их взаимодействие друг с другом, а также
с подвижными переносчиками электронов приводит к образова-
нию ансамблей с различными Бременами жизни. Таким обра-
зом, проанализированные в книге кинетические и термодинами-
ческие закономерности переноса электронов в отдельных ком-
плексах, а также способы сопряжения подвижных переносчиков
электронов с комплексами являются основой для понимания
функционирования энергопреобразующих систем живой клетки.
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