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2,6-дихлорофенолиндофенол (ДХФИФ) – редокс-индикатор, широко используемый для 
исследования реакций переноса электрона в биологических системах, в том числе в про-
цессе фотосинтеза. При восстановлении ДХФИФ, поглощающий свет в видимой области, 
обесцвечивается. ДХФИФ существует в растворе в двух формах – «розовой» и «синей», ко-
торые переходят друг в друга при протонировании/депротонировании. Нами исследована 
рН-зависимость скорости восстановления ДХФИФ фотосистемой 2 (ФС2) при двух дли-
нах волн – 522 нм (изобестическая точка ДХФИФ) и 600 нм (вблизи максимума поглоще-
ния депротонированной «синей» формы). Показано, что при изменении рН среды изме-
рения на длине волны 600 нм требуют внесения поправок, связанных с изменением 
соотношения «синей» и «розовой» форм акцептора, а также использования для расчета 
скорости восстановления ДХФИФ параметра рК этого акцептора, значения которого ва-
рьируют в различных источниках. Измерения в изобестической точке (522 нм) позволяют 
избежать этих сложностей. Также нами установлено, что максимум на рН-зависимости 
скорости восстановления ДХФИФ ФС2 сдвинут примерно на одну единицу в кислую об-
ласть относительно максимума рН-зависимости скорости восстановления акцепторной 
пары 2,6-дихлоро-п-бензохинон – феррицианид калия. Этот сдвиг может быть связан 
с меньшей доступностью QB-сайта на акцепторной стороне ФС2 для заряженной депрото-
нированной формы ДХФИФ по сравнению с незаряженной протонированной формой.
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Скорость выделения кислорода и скорость 
восстановления искусственных акцепторов элек-
тронов являются интегральными показателями 
функциональной активности фотосинтезирующих 
кислород-выделяющих объектов [1]. В исследо- 
ваниях мембранных препаратов фотосистемы 
2  (ФС2) или тилакоидных мембран выделение 
кислорода регистрируется полярографически с по-
мощью электрода Кларка и искусственных акцеп-
торов электронов типа производных бензохинона, 
феррицианида и других соединений. Восстановле-
ние окрашенных искусственных акцепторов элек-
тронов также можно регистрировать фотометриче-
ски. Последний метод оценки активности ФС2 
является более универсальным, так как он приме-
ним и для препаратов с нефункциональным кис-
лород-выделяющим комплексом (КВК). В этом 
случае используются искусственные доноры элек-
тронов (дифенилкарбазид, ионы Mn2+, донорная 
система Mn2+ + H2O2

 и др.). При этом в качестве 
акцептора электронов наиболее часто использует-
ся окислительно-восстановительный индикатор 
2,6-дихлорофенолиндофенол (ДХФИФ), который 
при фотоиндуцированном восстановлении фото-
системой 2 обесцвечивается [2–4].

В состав активных центров ферментов, в том 
числе белковых комплексов электрон-транспорт-
ной цепи фотосинтеза, входят ионогенные груп-
пы, для изучения свойств которых получают  
pH-зависимости ферментативной активности. 
При этом важно, чтобы используемая методика 
оценки активности была применима во всем ис-
следуемом диапазоне величин pH. Важная осо-
бенность ДХФИФ состоит в том, что он может 
протонироваться или депротонироваться с обра-
зованием «розовой» и «синей» форм при измене-
нии pH среды [5]. Эту особенность необходимо 
учитывать при изучении pH-зависимостей реак-
ций электронного транспорта фотосинтезирую-
щих объектов с помощью фотометрии.

В данной работе мы исследовали особенности 
измерения скорости электронного транспорта 
в  ФС2 с помощью ДХФИФ при различных вели-
чинах pH среды. Было установлено, что при опре-
делении скорости восстановления ДХФИФ ФС2 
на длине волны 600 нм могут быть получены неод-
нозначные результаты при использовании в расче-
тах различных величин рК акцептора электронов, 
известных из литературы. Эта неоднозначность 
может быть устранена при использовании для из-
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мерений активности длины волны 522 нм (изобес-
тической точки ДХФИФ). Кроме того, показано, 
что ингибирование фотоиндуцированного восста-
новления ДХФИФ в щелочной области может 
быть в значительной степени обусловлено его де-
протонированием, затрудняющим связывание 
с QB-сайтом на акцепторной стороне ФС2.

Материалы и методы
Мембранные препараты ФС2 с активным кисло-

род-выделяющим комплексом (BBY-частицы) вы-
деляли из рыночного шпината Spinacia oleracea  L. 
cогласно опубликованной методике [6] с незначи-
тельными изменениями [7]. Их спектральные 
и  функциональные характеристики соответство-
вали ранее измеренным [8]. Согласно литератур-
ным данным акцепторная сторона таких препара-
тов ФС2 полностью сохраняет пластохиноны QA, 
QB и несколько пластохинонов пула [9]. Получен-
ные препараты хранили при -80 оС в буфере А, со-
держащем 15 мМ NaCl, 400 мМ сахарозу, 50 мМ 
2-(N-морфолино)этансульфоновую кислоту (Mes), 
pH 6,5. Суммарную концентрацию хлорофиллов a 
и b определяли в  80%-ном растворе ацетона со-
гласно известному методу [10]; во всех экспери-
ментах она составляла 10 мкг/мл. Перед измере-
ниями препараты размораживали в темноте при 
температуре -5 оС в течение часа.

Скорость электронного транспорта в препа-
ратах ФС2 регистрировали фотометрически на 
спектрофотометре Specord UV-VIS (Carl Zeiss 
Jena, Германия) в кюветах с длиной оптического 
пути 0,4  см. Источниками возбуждающего света 
были светодиоды с максимумами 450 нм (при из-
мерении восстановления ДХФИФ) и 650 нм (при 
измерении восстановления феррицианида калия 
(ФЦК)), обеспечивающие насыщающую интен-
сивность света 1800 мкЭ · м-2 · с-1. Фотоиндуци-

рованные изменения оптической плотности ре-
гистрировали при длинах волн 522 и 600 нм 
(ДХФИФ), а также 420 нм (2,6-дихлоро-п-бен-
зохинон (ДХБХ) + ФЦК). Для отсечения возбуж-
дающего света перед фотоэлектронным умножите-
лем спектрофотометра устанавливали стеклянные 
светофильтры: желтый ЖС-18 (при длине волны 
регистрации 522 нм), оранжевый ОС-14 (при дли-
не волны регистрации 600 нм) и  синий СС-15 
(при длине волны регистрации 420 нм).

рН-измерения проводили в буферных раство-
рах, содержащих 15 мМ NaCl, 400 мМ сахарозу, 
50  мМ лимонную кислоту (для диапазона pH 
4,0–5,0), 50 мМ Mes (для диапазона pH 5,5–6,5), 
50 мМ HEPES (4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазин-
этансульфоновую кислоту) (для диапазона pH 
7,0–8,0). Необходимую величину pH буферного 
раствора получали добавлением концентриро-
ванного раствора NaOH. 

Результаты и обсуждение
ДХФИФ может существовать в растворе в двух 

формах в зависимости от величины pH среды: про-
тонированной (DH, «розовая» форма) и  депрото-
нированной (D-, «синяя» форма) с максимумами 
поглощения 515 и 605 нм соответственно. При вос-
становлении этих форм образуются продукты H2D- 
и H2DH, практически не поглощающие свет в ви-
димой области [5, 11]. Структурные формулы 
различных форм ДХФИФ приведены на рис. 1А. 
Интенсивное поглощение в видимой области, фи-
зиологически приемлемый окислительно-восста-
новительный потенциал (Em лежит в  интервале от 
+130 мВ до +217 мВ [12, 13]) и реакция обесцвечи-
вания при восстановлении являются причинами 
широкого использования ДХФИФ для регистра-
ции транспорта электронов в различных фотосин-
тетических объектах.

Рис. 1. Реакции протонирования/депротонирования ДХФИФ (А) и влияние рН на спектры его поглощения (Б). А. Схемы реак-
ций протонирования/депротонирования окрашенных форм D- и DH ДХФИФ (вверху) и восстановленных лейко-форм H2D- 
и H2DH (внизу). Для последней реакции pK составляет 7,0 [10]. Б. Спектры поглощения ДХФИФ при различных величинах рН: 
1 – 4,5; 2 – 5,5; 3 – 6,0; 4 – 6,5; 5 – 7,5. Спектры получены в буферных растворах, состав которых приведен в разделе «Материа-
лы и методы», в кювете с длиной оптического пути 1 см. Концентрация ДХФИФ (суммарно протонированной и депротониро-
ванной форм) составляет 40 мкМ. Вертикальные пунктирные линии соответствуют длинам волн, на которых проводилось изме-
рение скорости фотоиндуцированного восстановления ДХФИФ ФС2 – 522 нм и 600 нм.



236

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2021. Т. 76. № 4

А.В. Локтюшкин, Е.Р. Ловягина, Б.К. Семин

На рис. 1Б приведены спектры поглощения 
ДХФИФ в средах с различными величинами pH. 
При pH < 4 ДХФИФ находится практически пол-
ностью в «розовой» форме DH, при pH > 7 – 
в  «синей» форме D- [11]. В диапазоне pH от 4 до 
7  единиц присутствуют обе формы в различных 
соотношениях, зависящих от pH и константы дис-
социации. При увеличении pH наблюдается зако-
номерная трансформация спектра поглощения, 
являющегося суперпозицией спектров двух форм: 
сдвиг максимума в длинноволновую область 
и рост оптической плотности в максимуме. Спек-
тры пересекаются в изобестической точке 522 нм. 
При этой длине волны коэффициенты молярной 
экстинкции «розовой» и «синей» форм совпадают 
(ε522 = 8600 М-1 · см-1 [14]).

При использовании ДХФИФ в качестве ак-
цептора электронов для исследования транспорта 
электронов в тилакоидных мембранах влияние pH 
на результаты измерений незначительно, так как 
оптимальная величина pH при этом составляет 
7,5. При этом значении pH ДХФИФ находится 
полностью в депротонированной D- форме. Дру-
гая ситуация имеет место в случае исследования 
мембранных препаратов ФС2 (BBY-частиц), когда 
оптимум pH для измерения активности находится 
в достаточно широком диапазоне 6,0–7,0. В этом 
случае в растворе будут присутствовать в разных 
соотношениях обе формы ДХФИФ – DH и D-. 
Аналогичная картина будет наблюдаться и при 
получении pH-зависимостей электронного транс-
порта в фотосинтетических объектах.

Чаще всего для фотометрического измерения 
скорости фотоиндуцированного восстановления 
ДХФИФ фотосинтетическими объектами исполь-
зуют длину волны 600 нм вблизи максимума по-
глощения «синей» формы [15]. Однако при этой 
длине волны коэффициенты молярной экстинк-
ции «розовой» и «синей» форм различаются почти 
на порядок. Чтобы выявить влияние pH-зависи-
мого перехода ДХФИФ между формами DH и D- 
на измеряемые величины скорости транспорта 
электронов, мы исследовали зависимости скоро-
сти восстановления этого акцептора электронов 
мембранными препаратами ФС2 от величины pH 
среды при двух длинах волн – 600  нм и 522 нм 
(изобестическая точка). Типичные кинетические 
кривые фотоиндуцированного изменения оптиче-
ской плотности при восстановлении ДХФИФ 
BBY-частицами ФС2 приведены на рис. 2. Во вре-
мя освещения (30 с) наблюдалось практически ли-
нейное снижение оптической плотности на обеих 
длинах волн и при всех величинах pH среды  
исследуемого диапазона (4,0–8,0). Для расчета 
скорости снижения оптической плотности кине-
тические кривые аппроксимировали прямой 
в  программе OriginPro 2015. Активность препара-
тов рассчитывали, исходя из угловых коэффици-
ентов полученных прямых.

На рис. 3А (кривая 1) приведена зависимость 
активности BBY-частиц ФС2 от величины pH сре-
ды, полученная при длине волны 522 нм. Кривая 
имеет колоколообразный вид с максимумом при 
величине pH 5,5. Полные зависимости активности 
ФС2 от величины pH приведены во многих работах 
[16–20]. При этом измеряемым параметром была 
скорость выделения кислорода, регистрируемая 
с  использованием различных искусственных ак-
цепторов электронов. рН-зависимость скорости 
восстановления ДХФИФ как показателя активно-
сти ФС2 исследовалась ранее лишь в работах 
[21,  22]. Снижение активности препаратов ФС2 
в кислой области (при рН 5,0 и менее) может быть 
связано с диссоциацией трех периферических бел-
ков КВК PsbP, PsbQ и PsbO [23]. В щелочной обла-
сти (при рН 6,0 и более) причиной ингибирования 
может быть экстракция из КВК ионов Cl- [19].

При расчете активности BBY-частиц ФС2 
(в  единицах мкмоль ДХФИФ · (мг хлорофил-
ла)-1 · ч-1) на основании скорости фотоиндуциро-
ванного снижения оптической плотности при 
длине волны 600 нм возникают трудности, связан-
ные с присутствием в среде двух форм ДХФИФ 
(DH и D-) и их взаимными переходами при варьи-
ровании рН. При 600 нм мы использовали для 
определения активности кажущийся коэффици-
ент молярной экстинкции акцептора, который 
рассчитывали по формуле:

Рис. 2. Кинетические кривые фотоиндуцированного восста-
новления ДХФИФ BBY-частицами ФС2 на длинах волн 
522 нм (слева) и 600 нм (справа) в средах с различной величи-
ной рН. Концентрация ДХФИФ составляла 80 мкМ (мини-
мальная насыщающая концентрация). Стрелками обозначены 
моменты включения (↓) и выключения (↑) возбуждающего 
света. Ед. опт. пл. – единицы оптической плотности. 
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где ε600(DH) = 2700 М-1 · см-1, ε600(D-) =  
= 22000 М-1 · см-1 – коэффициенты молярной экс-
тинкции «розовой» и «синей» форм, а pK – отрица-
тельный десятичный логарифм константы диссо-
циации ДХФИФ [14]. Эта формула может быть 
получена из условий аддитивности оптической 
плотности и  равновесного соотношения концен-
траций двух форм акцептора при варьировании рН. 
По данным разных авторов, величина рК ДХФИФ 
варьирует в широком диапазоне от 5,57 до 5,9 
[5,  11, 14]. Причиной неоднозначности определе-
ния величины рК может быть нестойкость прото-
нированной формы ДХФИФ в кислой среде [14]. 
рН-зависимости активности ФС2, рассчитанные 

с использованием величин рК 5,57, 5,7 и 5,9, при-
ведены на рис. 3А (кривые 2, 3 и 4). При использо-
вании в расчетах различных величин рК максимум 
на рН-зависимости скорости восстановления 
ДХФИФ остается в диапазоне 5,5–6,0, в то же вре-
мя абсолютное значение максимальной активности 
существенно варьирует. Так, при увеличении рК от 
5,57 до 5,9 максимальная активность возрастает на 
27,6%. Таким образом, величины активности пре-
паратов ФС2, рассчитанные на основании скоро-
сти восстановления ДХФИФ, определяемой по 
уменьшению оптической плотности при 600 нм, 
в значительной степени чувствительны к использу-
емой в расчетах величине рК акцептора электро-
нов. В то же время при использовании длины  
волны 522 нм, при которой обе формы ДХФИФ 
имеют одинаковый коэффициент экстинкции,  

Рис 3. рН-зависимости скорости восстановления искусственных акцепторов электронов (активности) ФС2. А. рН-зависимости 
активности ФС2, измеренной по скорости восстановления ДХФИФ. Кривая 1 – измерения при длине волны 522 нм. Кривые 2, 
3, 4 – измерения при длине волны 600 нм. Для определения активности использовались кажущиеся коэффициенты молярной 
экстинкции ДХФИФ при 600 нм, рассчитанные по формуле, приведенной в тексте, с pK 5,57 (кривая 2), 5,7 (кривая 3) 
и 5,9 (кривая 4). Б. Зависимости кажущегося коэффициента экстинкции ДХФИФ при 600 нм от рН, рассчитанные по формуле, 
приведенной в тексте, с pK 5,57 (кривая 1), 5,7 (кривая 2) и 5,9 (кривая 3). В. рН-зависимости активности (нормированной на 
максимальное значение) ФС2, полученные при использовании в качестве электронных акцепторов ДХФИФ (длина волны из-
мерения 522 нм, кривая 1) и пары ДХБХ + ФЦК (длина волны измерения 420 нм, кривая 2). Концентрации ДХФИФ, ДХБХ 
и  ФЦК составляли 80 мкМ, 200 мкМ и 2 мМ соответственно. Максимальная абсолютная величина активности, измеренной 
в присутствии пары ДХБХ + ФЦК (при рН 6,5), составила 2100–2200 мкмоль ФЦК · (мг хлорофилла)-1 · ч-1.
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подобные сложности не возникают. При этой 
длине волны регистрируемое фотоиндуцирован-
ное снижение оптической плотности будет отра-
жать суммарную скорость восстановления ФС2 
обеих форм акцептора вне зависимости от их со-
отношения, определяемого величиной рН среды. 
Следовательно, не требуется вносить поправки, 
связанные с рН-зависимостью коэффициента 
экстинкции. Дополнительным преимуществом 
использования длины волны 522 нм (по сравне-
нию с 600 нм) является более интенсивное погло-
щение при этой длине волны протонированной 
формы ДХФИФ, что позволяет надежнее изме-
рять относительно низкую активность препаратов 
ФС2 в кислой области.

Следует отметить, что форма рН-зависи-
мостей активности BBY-частиц ФС2, приведен-
ных в опубликованных работах [16–21], значи-
тельно варьирует. При этом изменяется как 
положение максимума, так и ширина области, 
в  которой активность максимальна и практиче-
ски постоянна. Причиной различий может быть 
как сам препарат ФС2, используемый при изме-
рении, так и акцептор (акцепторы) электронов. 
Чтобы выявить влияние природы акцептора 
электронов на форму зависимостей активности 
ФС2 от величины рН среды, мы на одних и тех 
же препаратах ФС2 параллельно измерили  
рН-зависимости с ДХФИФ и акцепторной парой 
ДХБХ + ФЦК. ДХБХ относится к той же группе 
акцепторов электронов ФС2, что и ДХФИФ 
(аналоги хинона – акцепторы, связывающиеся 
с  QB-сайтом) [1]. При использовании ДХБХ 
в паре с ФЦК последний выполняет роль некон-
курентного вторичного акцептора электронов. 
ФЦК окисляет восстановленный ФС2 ДХБХ 
и  тем самым поддерживает концентрацию окис-
ленного хинона на постоянном уровне [1]. В дан-
ном случае вторичный акцептор электронов 
ФЦК выполняет роль «стока» электронов, дони-
руемых ФС2 при фотоокислении воды. Восста-
новление ФЦК регистрировали фотометри- 
чески в его максимуме поглощения 420 нм 
(ε420 = 1020 М-1 · см-1). На рис. 3Б приведены за-
висимости активности BBY-частиц ФС2 (в % от 
максимального значения) от величины рН среды 
для ДХФИФ (измерение при 522 нм) и пары ак-
цепторов электронов ДХБХ + ФЦК. Максимум 
активности ФС2 при использовании ДХФИФ 
(при рН 5,5) смещен на одну единицу в кислую 
область по сравнению с максимумом при исполь-
зовании ДХБХ и ФЦК. Следует отметить, что ав-
торы одной из работ [21] также обнаружили сме-
щение максимума активности частиц ФС2, 
измеренной по скорости восстановления 
ДХФИФ, в кислую область по сравнению с мак-
симумом активности, измеренной по скорости 
выделения кислорода в присутствии акцептора 
электронов фенил-п-бензохинона. Важно отме-

тить, что снижение активности при переходе из 
нейтральной в щелочную область для ДХФИФ 
выражено существенно сильнее, чем для 
ДХБХ + ФЦК. При рН 7,0 скорость восстановле-
ния ФЦК снижается лишь на 10% по сравнению 
с  максимальной скоростью при рН 6,5, а ско-
рость восстановления ДХФИФ – на 45% по срав-
нению с максимальной скоростью при рН 5,5. 
Причиной различий рН-ингибирования актив-
ности ФС2 в щелочной области при использова-
нии в качестве акцепторов электронов ДХФИФ 
и пары ДХБХ + ФЦК является природа самих ак-
цепторов. Вероятно, при прочих равных услови-
ях (концентрация акцептора электронов, уровень 
ингибирования ФС2 при определенной величине 
рН) скорости переноса электрона с ФС2 на про-
тонированную и депротонированную форму 
ДХФИФ различаются. При этом доступность 
участка связывания акцептора электронов – ги-
дрофобного QB-сайта ФС2 – для незаряженной 
протонированной формы должна быть выше, чем 
для заряженной депротонированной формы [15]. 
Следует отметить, что возможность восстановле-
ния ДХФИФ непосредственно в QB-сайте на се-
годняшний день остается лишь предположением. 
Не исключено, что ДХФИФ восстанавливается 
от пластохинола QBH2. Однако пластохинон QB 
и  его полностью восстановленная форма QBH2 
связаны с белком D1 ФС2 относительно непроч-
но и могут замещаться в QB-сайте как ингибито-
рами электронного транспорта, так и экзогенны-
ми акцепторами электронов [24]. В любом случае 
свободный QB-сайт ФС2 или связанный с ним 
QBH2 находятся в глубине гидрофобной области 
мембраны, и  доступность их для ДХФИФ будет 
зависеть от его заряда, то есть от его состояния 
(протонированного или депротонированного). 
Так как в щелочной области в среде преобладает 
депротонированная форма ДХФИФ, менее эф-
фективно акцептирующая электроны от ФС2 по 
сравнению с протонированной формой, сниже-
ние скорости восстановления ДХФИФ при росте 
рН происходит достаточно резко. 

Таким образом, при использовании ДХФИФ 
в качестве акцептора электронов для исследова-
ния электронного транспорта в ФС2 даже при не-
значительном варьировании рН среды необходи-
мо учитывать не только зависимость активности 
фермента от рН как таковую, но и дополнитель-
ный фактор – изменение соотношения «розовой» 
и «синей» форм, являющихся, вероятно, акцепто-
рами разной «силы».

Исследование выполнено в рамках науч- 
ного проекта государственного задания МГУ 
№  121032500058-7. Работа проведена без исполь-
зования животных и без привлечения людей в ка-
честве испытуемых. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Features of using 2,6-dichlorophenolindophenol 
as an electron acceptor in photosynthesis studies
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2,6-dichlorophenolindophenol (DCPIP) is a redox indicator widely used to study electron 
transfer reactions in biological systems, including in the process of photosynthesis. DCPIP exists 
in solution in two forms – “pink” and “blue,” which transform into each other during 
protonation/deprotonation. Upon reduction, the DCPIP is discolored. We investigated the  
pH-dependence of DCPIP reduction rate in the presence of the photosystem II (PSII) at two 
wavelengths – 522 nm (isobestic DCPIP point) and 600 nm (near the absorption maximum 
of  the deprotonated “blue” form). It was shown that in experiments with change of the pH 
medium, measuring at a wavelength of 600 nm requires corrections related to changing the ratio 
of the “blue” and “pink” forms of the acceptor, as well as using the pK parameter of this 
acceptor, whose values рК vary in various sources, to calculate the DCPIP reduction rate. 
Measurements at the isobestic point (522 nm) avoid these complexities. We also found that the 
maximum at the pH-dependence of the DCPIP reduction rate by PSII shifted by about 1 unit to 
the acidic region relative to the maximum of the acceptor pair 2,6-dichloro-p-benzoquinone – 
potassium ferricyanide reduction rate pH-dependence. This shift may be due to the lower 
availability of the QB site on the acceptor side PSII for the charged deprotonated DCPIP form 
compared to the uncharged protonated form.

Keywords: 2,6-dichlorophenolindophenol, photosystem II, pH-dependence, electron acceptors, 
2,6-dichloro-p-benzoquinone, potassium ferricyanide, photometry
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