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Одним из основных этапов в процессе трансформации энергии света в оксигенных ор-
ганизмах является извлечение электронов из воды, которые необходимы для световой 
стадии фотосинтеза. Светозависимое окисление воды осуществляется кислород-выде-
ляющим комплексом (КВК), каталитическим центром которого является кластер 
Mn4CaO5. КВК расположен в фотосистеме 2 (ФС2) с внутренней стороны тилакоид-
ной мембраны. Эволюционное происхождение ФС2 неясно, так же, как и происхожде-
ние марганцевого кластера в КВК. Недавно Джонсон c соавторами (2013) предположи-
ли, что в первичной ФС2 в Архейском периоде кластер Mn4CaO5 отсутствовал, а ФС2 
окисляла не воду, а катионы Mn(II), т.е. источником электронов были катионы мар-
ганца. В представленной работе мы исследовали возможность влияния некоторых 
факторов окружающей среды (ионы цитрата и пероксид водорода) на скорость окисле-
ния катионов Mn(II) ФС2, не содержащей КВК. Мы установили, что цитрат ингиби-
рует окисление катионов марганца, связывая их, но не экстрагирует катионы марганца 
из КВК. Пероксид водорода, наоборот, значительно увеличивает скорость окисления 
марганца (с 28±2 до 145±7 мкмоль 2,6-дихлорофенолиндофенола (мг хлорофилла)-1 · ч-1 
в присутствии пероксида водорода). Подобные эффекты следует учитывать при иссле-
довании процесса окисления катионов марганца фотосистемой как возможного источ-
ника электронов на ранних стадиях эволюции.

Ключевые слова: эволюция фотосистем, фотосистема 2, кислород-выделяющий комплекс, 
марганец, цитрат, пероксид водорода

Фотосинтетический пигмент-белковый ком-
плекс, называемый фотосистема 2 (ФС2), реализу-
ет фундаментальную биоэнергетическую реакцию 
в фотосинтезирующих оксигенных организмах 
(растения, водоросли, цианобактерии) – окисле-
ние воды, которая сопровождается синтезом  
молекулярного кислорода, выбрасываемого в ат-
мосферу. Осуществляется эта реакция кислород-
выделяющим комплексом (КВК), центром кото-
рого является кластер Mn4CaO5. Молекулярная 
структура этого кластера с высоким разрешеием 
1,9 Å была определена с использованием рентге-
ноструктурного анализа [1] и подтверждена  
в последующей работе с применением фемтосе-
кундной лазерной техники [2], позволяющей ис-
следовать кристаллы ФС2 без сопутствующего их 
повреждения рентгеновским излучением. Кластер 
имеет форму неправильного куба, в котором три 
катиона марганца и катион Ca2+ соединены между 
собой кислородными мостиками. С кубом двумя 
кислородными мостиками (О4 и О5) соединен 
четвертый катион Mn. Поглощение квантов света 

первичным донором ФС2 приводит к окислению 
катионов марганца, электроны которых использу-
ются в дальнейших процессах синтеза биомассы 
посредством фиксации СО2. После поглощения 
четырех квантов света происходит окисление двух 
молекул воды и восстановление марганцевого 
кластера до исходного состояния. Однако, несмо-
тря на наличие информации об атомной структуре 
кластера Mn4CaO5, принцип его работы во мно-
гом остается неясным.

Фактически первичным источником электро-
нов, используемых ФС2, являются катионы мар-
ганца, и это послужило основанием для гипотезы 
эволюционного происхождения КВК, предложен-
ной Джонсоном c соавт. [3]. Согласно этой гипо-
тезе протофотосистема 2, имеющая первичный 
донор с очень большим редокс-потенциалом, до 
появления КВК могла использовать в качестве до-
нора электронов не молекулы воды, а катионы 
Mn(II). В то же время фотосинтетические бакте-
риальные реакционные центры (РЦ) 2-го типа, 
являющиеся эволюционными предшественника-
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ми ФС2, могли использовать в качестве источника 
электронов комплексы катионов марганца с би-
карбонатом, имеющие гораздо меньший редокс-
потенциал, что обеспечивало возможность их 
окисления бактериальными РЦ, первичный донор 
которых имеет относительно низкий редокс-по-
тенциал [4, 5]. Действительно, анализ геологиче-
ских и геохимических данных осадочных образцов 
из южной Африки (палеопротерозойский период, 
возраст>2,4 млрд лет) показал большое содержа-
ние осадочных пород марганца, демонстрирую-
щее интенсивное окисление катионов марганца, 
хотя содержание кислорода в воде и атмосфере 
в этот период было довольно низким. Необходимо 
отметить, что в случае данного варианта эволюци-
онного развития возможность окисления катио-
нов марганца, растворенных в воде, протофотоси-
стемой 2 могла иметь место только при наличии 
в  фотосистеме первичного донора с высоким ре-
докс-потенциалом (около 1,2 В) типа Р680, спо-
собным обеспечивать окисление этих катионов. 
Недавно был предложен механизм, предполагаю-
щий возможность участия в эволюционном разви-
тии оксигенного фотосинтеза более примитивных 
фотосистем 2-го типа, имеющих первичные доно-
ры с гораздо меньшим редокс-потенциалом. Ис-
следуя возможность участия бикарбоната в работе 
КВК, Климов с соавт. обнаружили, что комплекс 
катиона марганца с бикарбонатом, имеющий до-
статочно низкий редокс-потенциал 0,52–0,68 В [6], 
способен окисляться бактериальными РЦ 2-го 
типа [4, 7−9], а при определенных условиях и фо-
тосистемой 1 [5]. Эти результаты значительно рас-
ширяют возможную роль процесса окисления  
катионов Mn(II) в эволюционном развитии окси-
генного фотосинтеза. 

Недавно Чернев с соавт. [10] получили допол-
нительные доказательства, поддерживающие ги-
потезу Джонсона и соавт. [3]. Они обнаружили, 
что светозависимое окисление катионов Mn(II) 
ФС2 без КВК [ФС2(-Mn)] сопровождается обра-
зованием наночастиц окиси Mn(III, IV) типа  
бернессита, которые могли быть прототипом мар-
ганцевого кластера современных кислород-выде-
ляющих организмов. Однако следует отметить, 
что реакция окисления катионов Mn(II) ФС2(-Mn) 
может быть чувствительна к  факторам окружаю-
щей среды, так как в современных организмах 
центр окисления КВК защищен белковым слоем 
из периферических белков, не пропускающим мо-
лекулы и ионы. В то же время ФС2(-Mn) не содер-
жит таких белков, и центр окисления катионов 
Mn(II) доступен для потенциально вредных фак-
торов, которые могут влиять на реакцию окисле-
ния этих катионов. Например, недавно мы по-
казали, что на процесс окисления Mn(II) 
существенно влияют катионы Fe(II), которые мо-
гут эффективно связываться с Mn-связывающим 
участком и блокировать его [11]. В настоящей ра-

боте мы исследовали влияние органических кис-
лот (цитрат-ионы) и пероксида водорода на про-
цесс окисления катионов Mn(II) в  препаратах 
ФС2(-Mn).

Материалы и методы
Препараты ФС2, способные к фотоиндуциро-

ванному выделению молекулярного кислорода, 
получали согласно ранее опубликованной методи-
ке [12] из листьев рыночного шпината Spinacia 
oleracea L. Препараты хранили при температуре 
-80 °С в буфере А следующего состава: 400 мМ са-
хароза, 15 мМ NaCl, 50 мМ MES/NaOH, рН 6,5. 
Экстракцию катионов марганца из КВК препара-
тов ФС2 осуществляли путем обработки их 0,8 М 
Трис-HCl буфером (рН 8,5) при концентрации 
хлорофилла 0,5 мг/мл в течение 15 мин при ком-
натном освещении (5 мкЭ · м-2 · с-1) и температуре 
22 °С. Полученные препараты ФС2(-Mn) перево-
дили в буфер А посредством центрифугирования 
16100g × 5 мин и дважды отмывали от экстрагиро-
ванных катионов Mn(II) и остатков Трис-буфера. 
Такая обработка препаратов ФС2 удаляла не толь-
ко Mn-кластер, но и ионы Ca2+, а также все пери-
ферические белки ФС2. Остаточное количество 
катионов марганца не превышало 0,2±0,1 Mn/РЦ, 
что соответствует литературным данным 
(≤0,2  Mn/РЦ [10]). Концентрацию хлорофилла 
определяли в 80%-ном растворе ацетона согласно 
ранее описанному методу [13].

Фотоиндуцированную скорость электронного 
транспорта в препаратах ФС2(-Mn) регистриро-
вали фотометрически на спектрофотометре 
Specord UV-VIS (Carl Zeiss Jena, Германия) в кю-
вете с четырьмя отполированными гранями (дли-
на оптического пути 0,5 см). Источником возбуж-
дающего света был светодиод XBDROY (Cree Inc., 
США) с максимумом излучения 450 нм и насыща-
ющей интенсивностью света 1500 мкЭ · м-2 · с-1. 
Для отсечения возбуждающего света перед фото-
электронным умножителем спектрофотометра 
устанавливали оранжевый стеклянный свето-
фильтр ОС-14. В качестве окрашенного акцептора 
электронов использовали 2,6-дихлорофенолиндо-
фенол (ДХФИФ), обесцвечивающийся при вос-
становлении. Фотоиндуцированные изменения 
оптической плотности регистрировали при длине 
волны 600 нм – максимуме поглощения синей 
формы ДХФИФ. Концентрация ДХФИФ во всех 
измерениях составляла 40 мкМ. Скорость восста-
новления ДХФИФ определяли за первые 15 с ос-
вещения препаратов насыщающим светом (по 
тангенсу угла наклона линейного участка кинети-
ческой кривой). Для расчетов использовали коэф-
фициент молярной экстинкции депротонирован-
ной формы ДХФИФ, равный 21,8 мМ-1 ∙ см-1 [14].

Количество катионов марганца в КВК контро-
лировали с помощью метода колориметричес- 
кого определения концентрации Mn(II) [15]  
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с небольшими изменениями, изложенными ранее 
[16]. Суспензию препаратов ФС2 в буфере А (кон-
центрация хлорофилла 100 мкг/мл) инкубировали 
с 50 мМ CaCl2 при 5 °С в темноте в течение 2 мин 
для удаления неспецифически связанных ионов 
Mn [17, 18]. Затем мембраны ФС2 осаждали и оса-
док ресуспендировали в 0,6 Н HCl в объемном со-
отношении 1:9 для экстракции функционального 
Mn из КВК. После 10-кратного разбавления дис-
тиллированной водой суспензию центрифугиро-
вали (15000g × 3 мин) и супернатант фильтровали 
через нейлоновую мембрану с порами 0,2 мкм 
(Pall Life Sciences, Ann Arbor, США). К 0,9 мл 
фильтрата последовательно добавляли 40 мкл 2 М 
NaOH, 40 мкл раствора 3,3’,5,5’-тетраметилбензи-
дина (100 мг в 100 мл 0,1 М HCl) и 40 мкл 5,3 М 
Н3РО4. Для определения концентрации Mn(II) ре-
гистрировали поглощение при 450 нм (коэффици-
ент экстинкции 34 мМ-1 ∙ см-1) [19]. При расчете 
концентрации РЦ ФС2 принимали количество 
молекул хлорофилла на РЦ равным 250 [20].

Обработку препаратов ФС2(-Mn) средой с рН 
3,0 проводили следующим образом. Разморожен-
ные препараты ФС2(-Mn) с помощью центрифу-
гирования переводили в цитратный буфер следу-
ющего состава: 400 мМ сахароза, 15 мМ NaCl, 
15 мМ лимонная кислота/цитрат Na, рН 3,0. Ин-
кубацию проводили при концентрации хлорофил-
ла 100 мкг/мл в течение 3 мин в темноте при ком-
натной температуре. Перед измерением скорости 
электронного транспорта препарат разбавляли 
в 5 раз буфером А для создания рН среды 6,4.

Результаты и обсуждение
В процессе эволюционного развития РЦ 2-го 

типа до появления Mn4CaO5 кластера и образова-
ния КВК фотосистема могла использовать в каче-
стве источника электронов вместо воды другие  
доноры электронов, в том числе пероксид водоро-
да  [21]. Пероксид водорода имеет небольшой 
среднеточечный потенциал Еm = 0,27 В [21], допу-
скающий возможность окисления его первичным 
донором бактериального РЦ второго типа. Блан-
кеншип и Хантер [21] предположили, что перок-
сид водорода мог быть донором электронов для 
протофотосистемы 2 и в его окислении могла при-
нимать участие Mn-содержащая каталаза. Однако 
позже Дисмюкс с соавторами [4] отметили две 
причины малой убедительности этой гипотезы. 
Во-первых, нет очевидной гомологии между Mn-
каталазой и Мn-связывающим доменом в  КВК, 
а  во-вторых, нет доказательств существования 
обильного источника пероксида водорода в  Ар-
хейский период.

Тем не менее, в случае участия катионов мар-
ганца в качестве донора электронов пероксид во-
дорода может играть существенную роль. Суть ее 
заключается в том, что пероксид водорода значи-
тельно увеличивает скорость окисления катионов 

Mn(II) в ФС2 без марганцевого/кальциевого кла-
стера. Механизм этого эффекта состоит в следую-
щем: катион Mn(II) связывается с высокоаффин-
ным Mn-связывающим участком в ФС2(-Mn), 
окисляется радикалом редокс-активного остатка 
тирозина-161 белка D1 (YZ

∙), после чего катион 
Mn(III) восстанавливается пероксидом водорода 
[22−24]. Это приводит к значительному увеличе-
нию скорости окисления катионов марганца 
в  ФС2(-Mn). На рис. 1 показаны типичные при-
меры кинетики окисления Mn(II) препаратами 
ФС2(-Mn) в отсутствие (кривая 2) и в присутствии 
(кривая 3) пероксида водорода. Результаты демон-
стрируют, что скорость окисления Mn(II) в при-
сутствии 3 мМ пероксида водорода увеличивается 
с 28±2 до 145±7 мкмоль ДХФИФ · (мг хлорофил-
ла)-1 · ч-1. Полученные величины скорости окис-
ления Mn(II) в присутствии пероксида достаточно 
близки к величинам, определенным нами ранее 
(около 180 и 120 мкмоль ДХФИФ · (мг хлоро- 
филла)-1 · ч-1 [25, 26]), но существенно меньше 
значений, опубликованных Иноу с соавт.  
(370–420 мкмоль ДХФИФ · (мг хлорофилла)-1 · ч-1) 
[27, 28]. Это отличие может быть обусловлено раз-
ными методами получения препаратов ФС2, со-
ртом и качеством шпината, составом инкубацион-
ной среды. Кроме того, причиной значительного 
разброса в величинах регистрируемых скоростей 
восстановления ДХФИФ может быть использова-
ние ненасыщающей концентрации акцептора 
(40  мкМ) из-за высокой оптической плотности, 
в то время как насыщающая его концентрация со-
ставляет 80 мкМ. Скорость светозависимого вос-
становления ДХФИФ в мембранных препаратах 
ФС2(-Mn), поддерживаемая другим электронным 
донором – 1,5-дифенилкарбазидом, донирующим 
электроны в ФС2(-Mn) через два участка – высо-
коаффинный и низкоаффинный [29], также  
достаточно сильно варьирует и может состав- 
лять, например, 90 [26] или 163 [25] мкмоль  
ДХФИФ · (мг хлорофилла-1) · ч-1, что в среднем 
близко величине скорости окисления донорной 
пары [Mn(II) + H2O2] (см. выше).

На скорость окисления катионов Mn(II) мо-
гут влиять и органические соединения, способные 
связывать катионы металлов. К таким соединени-
ям относятся органические кислоты [30]. В пред-
ставленной работе мы исследовали влияние ли-
монной кислоты на процесс окисления катионов 
марганца в препаратах ФС2(-Mn). Выбор этой 
кислоты обусловлен тем, что она достаточно часто 
используется в исследованиях роли катиона Са2+ 
в КВК ФС2 [31] и не влияет на процесс окисления 
воды в реконструированных препаратах после их 
обработки цитратом. На рис. 2 представлены ре-
зультаты измерения концентрационной зависи-
мости скорости окисления Mn(II) препаратом 
ФС2(-Mn) в буфере без цитрата натрия (кривая 1) 
и в присутствии 3 мМ цитрат-ионов (кривая 2). 
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Рис. 2. Влияние цитрата натрия на скорость светоиндуциро-
ванного окисления катионов Mn(II) в мембранах ФС2(-Mn). 
Кривая 1 – зависимость электрон-транспортной активности 
препаратов ФС2(-Mn) от концентрации марганца в донорной 
системе [Mn(II) + H2O2]. Раствор MnCl2 добавляли к суспен-
зии ФС2(-Mn) в буфере А (рН 6,5) непосредственно перед из-
мерением активности (концентрация хлорофилла 20 мкг/мл). 
Концентрация H2O2 во всех измерениях составляла 3 мМ. 
Кривая 2 – раствор MnCl2 добавляли к суспензии препаратов 
ФС2(-Mn) в цитратном буфере (рН 3,0) при концентрации 
хлорофилла 100 мкг/мл. Инкубацию проводили в течение 
3 мин в темноте при комнатной температуре, затем препарат 
разбавляли в 5 раз буфером А (результирующий рН ~6,4) 
и  определяли электрон-транспортную активность, измеряя 
скорость восстановления ДХФИФ (2,6-дихлорофенолиндофе-
нола) при освещении препарата. Перед измерением активно-
сти добавляли донорную систему [2 мкМ Mn(II) + 3 мМ 
H2O2], либо только 3 мМ H2O2. Концентрация ДХФИФ со-
ставляла 40 мкМ, цитрата в буфере при измерении активно-
сти – 3 мM. Данные являются средними арифметическими 
значений, полученных по крайней мере в трех независимых 
экспериментах. Стандартная ошибка каждого находится 
в пределах ±5%. 

Таблица 

Содержание катионов марганца в ФС2  
после обработки цитратом

Образец Содержание 
Mn на РЦ

* ФС2 без обработки Са2+ 4,4 ± 0,2
** ФС2 после обработки раствором Са2+ 3,9 ± 0,2
***ФС2 после обработки цитрат-ионами (3 мМ) 3,9 ± 0,2

Примечание: * – обработка ФС2 мембран раствором 
СаCl2 для удаления неспецифически связанных с мембранами 
катионов Mn(II) не проводилась.

** – содержание катионов Mn в КВК ФС2 определяли 
согласно методике, описанной в разделе «Материалы и мето-
ды», т.е. после обработки раствором Са2+ (50 мМ).

*** – препарат ФС2 перед определением содержания ка-
тионов марганца суспендировали в смешанном буфере (20% 
15 мМ цитратного буфера, рН 3,0 + 80% буфера А, рН 6,5), рН 
которого 6,4. Препарат ФС2 (100 мкг хлорофилла/мл) инкуби-
ровали 3 мин в темноте при комнатной температуре, затем 
центрифугировали (16100g × 15 мин), после чего осадок мем-
бран отмывали буфером А. Содержание катионов марганца 
в переосажденной ФС2 определяли с помощью колориметри-
ческого метода, описанного в разделе «Материалы и методы», 
но без обработки раствором CaCl2.

Поскольку катионы Mn(II) окисляются таким 
препаратом с довольно низкой скоростью 
(28 ± 2  мкмоль ДХФИФ · (мг хлорофилла)-1 · ч-1, 
см. рис.  1), в эксперименте регистрировали ско-
рость их окисления в присутствии пероксида во-
дорода, который увеличивает ее более чем в 5 раз 
(рис. 1, кривая 3). Полученные результаты свиде-
тельствуют о том, что цитрат ингибирует процесс 
окисления Mn и происходит это за счет связы- 
вания катиона цитрат-ионом. Константа диссо-
циации (К1) комплекса цитрат-Mn(II) имеет не-
большую величину 3,7 [30], что объясняет 
донирование электронов (около 40%) при концен-
трации Мn(II) 2 мкМ и цитрата 3 мМ, а также 
100%-ное донирование при повышении концен-
трации Mn(II) до 100 мкМ (при концентрации ци-
трата 3 мМ). Низкая эффективность взаимодей-
ствия цитрат-ионов с Мn не позволяет им 
экстрагировать марганец из марганцевого класте-
ра КВК, однако неспецифически связанные 
с мембраной катионы марганца (около 0,4 Мn на 
250 молекул хлорофилла в мембранном препарате 
ФС2) цитрат удаляет (таблица 1). Эта величина 
соответствует количеству неспецифически свя-
занных катионов Mn (0,6 Mn/400 молекул хлоро-
филла в тилакоидах), определенному ранее  [17]. 
Обычно перед определением содержания Мn 
в  ФС2 осуществляется процедура удаления не-
специфически связанных катионов, и с этой це-
лью препарат обрабатывают 50 мМ раствором 
Са2+ [17, 18]. Полученные нами результаты пока-
зывают, что с этой же целью может быть исполь-
зован и цитрат-ион. 

Рис. 1. Кинетические кривые фотоиндуцированного восста-
новления ДХФИФ (2,6-дихлорофенолиндофенола) мембран-
ными препаратами ФС2(-Mn) при длине волны 600 нм.  
1 – в отсутствие экзогенного донора электронов; 2 – в каче-
стве донора электронов использованы катионы Mn(II) 
(50  мкМ); 3 – в качестве донора электронов использованы 
катионы Mn(II) (2 мкМ) в сочетании с пероксидом водорода 
(3  мМ). Концентрация хлорофилла составляла 10 мкг/мл. 
Стрелками обозначены моменты включения (↓) и выклю- 
чения (↑) возбуждающего света. Приведены типичные  
кинетические кривые, полученные не менее, чем в трех  
повторностях.
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Таким образом, полученные результаты пока-
зывают, что на окисление катионов марганца 
в препаратах ФС2 без КВК заметное влияние мо-
гут оказывать пероксид водорода и органические 
кислоты. Подобные эффекты следует учитывать 
при исследовании процесса окисления ФС2 кати-
онов марганца как возможного источника элек-
тронов на ранних стадиях эволюции.

Исследование выполнено в рамках научно- 
го проекта государственного задания МГУ 
№121032500058-7. Работа проведена без использо-
вания животных и без привлечения людей в каче-
стве испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Peculiarities of Mn(II) cation oxidation in the photosystem II  
without oxygen-evolving complex. Evolutionary aspect

E.R. Lovyagina* , L.N. Davletshina , B.K. Semin 

Department of Biophysics, School of Biology,
Lomonosov Moscow State University, 1–12 Leninskie gory, Moscow, 119234, Russia

*email: elena.lovyagina@gmail.com

One of the main reactions in the process of the light energy transformation in oxygenic 
organisms is the extraction of electrons from water, which are necessary for the light stage of 
photosynthesis. The light-dependent oxidation of water is carried out by an oxygen-evolving 
complex (OEC), the catalytic center of which is the cluster Mn4CaO5. OEC is located in 
photosystem II (PSII) on the lumen side of thylakoid membrane. The evolutionary origin of the 
PSII is unclear, as is the origin of the manganese cluster in the OEC. Recently, Johnson et al. 
(2013) suggested that in the primary PSII in the Archean period, the cluster Mn4CaO5 was 
absent, and PSII oxidized not water, but Mn(II) cations, i.e., manganese cations were the source 
of electrons. In the presented work, we investigated the possibility of the influence of some 
environmental factors (citrate and hydrogen peroxide) on the oxidation rate of Mn(II) cations 
by a PSII that does not contain OEC. We found that citrate inhibit the oxidation of Mn(II) 
cations binding them but doesn’t extract Mn cations from OEC. Hydrogen peroxide, on the 
contrary, significantly increases the oxidation rate of manganese (from 28±2 to 145±7 µmol 
2,6-dichlorophenolindophenol mg Chl-1 h-1 in the presence of H2O2). Such effects should be 
taken into account when investigating the oxidation of manganese cations by the photosystem as 
a possible source of electrons in the early stages of evolution.

Keywords: evolution of photosystems, photosystem II, oxygen-evolving complex, manganese, citrate, 
hydrogen peroxide
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