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ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДА ФЛЮОРЕСЦЕНТНЫХ ЗОНДОВ ПРИ 
ИССЛЕДОВАНИИ СВОЙСТВ МЕМБРАН ХЛОРОПЛАСТОВ

.4. Ճ. АВАКЯН

НИИ земледелия Госагропрома Армянской ССР, г. Эчмнадзин

Аннотация Показаны основные возможности применения ме.годз флюо 
ресцектных зоилов при изучении энергкзованного состояния к структур
ной организация мембран хлоропласте». Определены изменения поверх- 
постного заряда мембран при различных воздействиях Предполагается, 
что иоложнтелько заряженные группы периферических белков принимают 
участие в их стабилизации на этих мембранах.

ILunuiiilijjiiU — Յույց են ւր^ր<Հւ//Ժ րյորւււդքւսէււոննրի մ եմ րրանների Լներդիա Հադ՚րդված 
վիՀակի ճ կաո ուցվածքրւււյին կադմ ակեքէպմ ան ւաաւմնասիրմտն մ ամանակ ֆքւուորես- 
ցենտային զոնդերի կիրաոման մեթոդի հիմնական հնարավորով!յուններր։ Որոշված 
են թաղանթների մակերես այրն /իցրի փոփոի՚ոէթ քՈէններր աարրեր ազդեցություն
ների դեպքում I ենթադրվում /,. որ պերիֆերիկ սպիտակուցների դրական {իցրսւվոր - 
ված իրմրերր մասնակցում են նրանց կաւունացմ անր աւդ թադսւնթհերի վրա:

Abstract—The basic possibilities of the application ol the method of 
fluorescent probes In the investigation of energized condition and structure 
organization of chloroplasts membranes have been shown. Changes of the 
surface charge of membranes during various Influences have been deter
mined. (i has been supposed that the positively charged groups of peri
pheric proteins take pari In their stabilization on these membranes.
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В последние год:/ широкое применение в мембрано.югии получил 
метод флюоресцентных зоилов, преимуществом которого являются его 
доступность, высокая чувствительность к изменению состояния мембран 
и возможность работы с сильно рассеивающими свет объектами [51. 
Основные методологические вопросы применения данного метода на 
различных мембранах достаточно глубоко освежены з книге Владими
рова и Добрецова [5]. Следует, однако, отметить, что при изучении 
свойств мембран хлоропластов метод флюоресцентных зондов пока не 
получил широкого распространения, что, вероятно, обусловлено специ
фическими особенностями объекта исследования. Поэтому целью на
стоящей работ։»։ явилось рассмотрение возможностей применения этого 
метода при исследовании свойств мембран хлоропластов.

Наиболее широкое применение метод флюоресцентных зондов по
лучил при изучении энергизоваиного состояния мембран хлоропла
стов. Эти работы были выполнены в основном с использованием акри
диновых красителей [13, 23—25. 31]. На флюоресценцию этих краси
телей существенное влияние оказывает присоединение протона к атому 
азота кольца (рК амнноакридина—9,99, атебрина 7,7) [16.23]. Безыз
лучательные процессы у акридинов обусловлены переходом электрона 
е возбужденного синглетного уровня из триплетный [22] В связи г 
этим было сделано предположение, что фотоиндуцнрованибе тушение
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флюоресценции зондов обусловлено возникновением градиента pH [23— 
26, 341. и Роттенбергом была предложена формула для его расчета 
[34]. При этом считалось, что мембраны тилакоидов проницаемы толь
ко для незаряженных молекул красителя, которые при возникновении 
градиента pH, не взаимодействуя с указанными мембранами, проника
ют внутрь тилакоидов, в результате чего происходит тушение флюоре
сценции зонда. Применяя эту формулу, определили, что при освещении 
хлоропластов внутри тилакоидов происходит уменьшение pH среды 
приблизительно на 3 единицы [34]. Однако ириментальные резуль
таты. полученные рядом авторов, выявили расхождение между теори
ей и опытом [10, 17, 26, 27, 38]. Было показано, что тушение флюорес
ценции красителей зависит от влияния электростатических факторов 
[26]. и одной из возможных причин фотоиндуцироваиного тушения 
флюоресценции может быть изменение взаимодействия зондов с мем
бранами [9, 16. 38]. Б последние годы обнаружена также зависимость 
степени фотоинду ни рованного тушения флюоресценции атебрина от ве
личин обоих компонентов электрохимического потенциала тилакоидов 
[7, 38], температуры среды [35] и взаимодействия красителя с белка
ми мембран [24]. Ранее предполагалось, что молекула атебрина ло
кализуется у полярных головок периферически расположенных фосфо
липидных молекул мембран, а гидрофобный хвост плавает в водной фа- 
:е [27]. В настоящее время считают, что чувствительность атебрина 
к фотоиндуцированным изменениям обусловлена взаимодействием гид
рофобного хвоста его молекулы с мембранами [9].

Применение атебрина при раздельном функционировании фотосис
тем 1 и 2 хлоропластов позволяло выявить ряд закономерностей [7, 38]. 
На основании полученных результатов было предположено, что молеку
ла этого зонда при энергизацип фотосистем 1 и 2 связывается с различ
ными участками тилакоидов. По изменению флюоресценции красителя 
было показано, что при работе фотосистемы 2 энерглзовашюе состоя
ние разряжается в основном за счет протонной проводимости, а в слу
чае с фотосистемой 1—с участием калиевой проводимости.

Другой представитель группы акридиновых зондов—9-аминоакри- 
дин практически не чувствителен к фотоиндуцированным изменениям 
структуры мембран [9]. С другой стороны, предполагается, что па мем 
браках хлоропластов имеется два типа центров связывания этого кра
сителя [14]. С центрами связывания первого типа 9-аминоакриднн вза
имодействует в суспензии хлоропластов, и ими обусловлено «темновое > 
тушение его флюоресценции [14]. Центры связывания второго типа по
являются при фотоиндуцированных изменениях мембран [14]. При 
варьировании pH среды уровень флюоресценции этого красителя кор
релировал с выходом фотофосфорилирования в суспензии хлороплс- 
стов [8].

В последнее время при ;՛ {учении трансмембранного потенциала ши
рокое применение полу шли циановые и химически родственные нм зон
ды, имеющие высокие квантовые выходы флюоресценции и коэффици
енты поглощения (это позволяет измерять флюоресценцию при низких 
концентрациях зондов) и обладающие способностью к образованию нс- 
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флюоресцирующих агрегатов [5] С использованием этих зондов было 
изучено образование трансмембранного потенциала в хлоропластах 
[35]. Применение других зондов, в частности, индикатора pH умбелли- 
ферона, позволило определить время первичных изменений pH тилако
идов [20], а антибиотика хлортетрациклнна—изучить свойства сопряга
ющего фактора хлоропластов [19].

Для исследования энергизованного состояния мембран хлоропла
стов использовали также универсальный зонд АНС. обладающий высо
кой чувствительностью к самым разнообразным изменениям его окру
жения [5]. Ранее предполагали, что основным внутримолекулярным 
процессом, конкурирующим с флюоресценцией, у этого красителя явля
ется переход электрона с возбужденного синглетного на триплетный 
уровень [37]. В полярном же окружении происход։ г сближение этого 
синглетного уровня с триплетным, в результате чего резко уменьшается 
квантовый выход его флюоресценции [39]. Проведенные в последнее 
время исследования I использованием метода флеш-фотолиза показали 
образование ионрадикалрв АНС в воде [18]. Последнее позволило за
ключить, что тушение флюоресценции зонда в полярных средах проис
ходит путем переноса электрона на воду, т. е. образования «сольватиро
ванного» электрона [18].

С использованием АНС изучены фотоиндуцироваиные изменения 
хлоролластов [28] и пнгмент-липопротендных комплексов фотосисте
мы 1 ври окислении их феррицианидом [6] Б первом случае было об
наружено небольшое (около 20%) повышение интенсивности флюоре
сценции АНС в суспензии освещенных хлоропластов, которое связывали 
как с изменением взаимодействия зонда с мембранами вследствие нро- 
тонирования их внутренней стороны при образовании градиента pH, так 
и с модификацией полярности окружения уже связанного АНС в мем
бранах [28]. Фотоиндуцироваиные же изменения параметров флуо
ресценции зонда в суспензии липопротеидных комплексов фотосистемы I 
яри окислении центров феррицианидом объясняли конформационными 
изменениями комплекса [6]. Следует, однако, отметить, что в послед
ней работе не исключали также возможности влияния на флюоресцеи 
1!-!Ю зонда деструктивных процессия в комплексах, к которым может 
приводить длительное освещение [6]. Очевидно, что изучение взаимо
действия АНС хлоррпластзми и пигмемт-белковымп комплексами при 
различных pH позволило бы более однозначно интерпретировать полу
ченные результаты. Влияние протонироваичя мембран на интенсив
ность флюоресценции этого зонда было щучено рядом исследователей 
[21,28, 32]. Было обнаружено, что при физиологических pH среды квап- 
товын выход флюоресценции зонда в суспензии хлоропластов увеличь՛ 
вается незначительно, однако он сильно возрастает при значениях рИ 
меньше 4,5. Последнее объясняли нейтрализацией отрицательно зара
женных групп мембран, которая может способствовать увеличению свя
зывания отрицательно заряженного АНС с ними или же влиять на по
лярность его окружения в мембранах [28] Титрование суспензии хло
ропластов, инкубируемых в среде с pH меньше 4.5, раствором концен
трированной щелочи приводило к резкому уменьшению флюоресценции 
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зонда, однако ее величина была все же больше, чем в контроле при pH 
7,2 до титрования раствором кислоты [32] Предполагали, что этот эф
фект обусловлен необратимыми изменениями конформации хлоропла
стов, индуцируемыми протонированием [32]. В дальнейшем, однако, на
ми было показано, что изменение флюоресценции зонда в суспензии 
.хлоропластов, как и ее дополнительное (по сравнению с контролем) 
увеличение после титрования раствором щелочи суспензии хлоропла
стов, в основном обусловлено взаимодействием АНС с белками, вышед
шими из состава мембран в среду инкубирования [I]. Проведенные на
ми эксперименты свидетельствуют, что и суспензии хлоропластов при 
низких значениях pH среды имеется два типа центров связывания зон
да [1]. Первый находится на мембранах хлоропластов, а второй—на 
белках, вышедших из их состава [I]. Причем константа связывания 
АНС с центрами мембран хлоропластов приблизительно в 30 раз мень
ше. чем с центрами белкой, вышедших из их состава [I]. Мембраны 
же хлоропластов, имеющие отрицательный поверхностный заряд при 
значениях pH среды больше 4.3 [30|. в случае физиологических pH прак
тически нс взаимодействуют с зондом [I]. Нами показано, что пигмент 
белковые комплексы фотосистемы 1 и светособирающего хлорофилл- 
белкового комплекса взаимодействуют с АНС также при значениях pH 
среды меньше 4,3 [I]. На основании полученных нами результатов 
можно предположить, что изменения флюоресценции этого зонда, об
условленные освещением хлоропластов [28] и пигмепт-белковы.х ком 
плексов [6], могут быть в основном индуцированы деструктивными про
цессами. Конечно, нельзя еше полностью исключить возможность, что 
в первом случае эффект может быть также связан и с протонированном 
отрицательно заряженных групп на внутренней стороне мембран тила
коидов при образовании градиента pH.

Влияние протежирования на свойства мембран хлоропластов было 
изучено и с использованием положительно заряженных красителей— 
атебрнна |8]. 9-аминоакридниа [8] н близкого им ио свойствам родами
на 6Ж [4]. Нами было показано, что в суспензии хлоропластов имеет
ся один тин центров связывания родамина 6Ж, находящийся на мем
бранах [4] При физиологических pH концентрация этих центров на 
мембранах была равна 2—5 в расчете на одну молекулу хлорофилла 
хлоропластов. По изменению флюоресценции зонда при различных pH 
мы обнаружили, чго в составе мембран хлоропластов, пигмент-белко- 
вых комплексов фотосистемы I и светособирающего хлорофмлл-белко-* 
вого комплекса имеются группы с рК около 4 и больше 8 [4]. В то же 
время было отмечено, что выход периферических белков из состава 
мембран приводит к увеличению электроотрицательного заряда на по
верхности этих мембран [4] На основании этого было сделано пред- 
положение, что в составе слабо связанных г мембранами белков имеют
ся положительно заряженные группы, принимающие участие в стабили
зации их на мембранах [4].

Добавление в суспензию катионов также позволяет несколько ней
трализовать заряд мембран хлоропластоз, по уже не изменяя pH среды 
[15]. Результаты проведенных нами и других исследований показали, 
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что о присутствии катионов в суспензии хлоропластов интенсивность 
флюоресценции АНС увеличивается [3, 21. 32]. Предполагали, что при
чиной этого явления может быть как нейтрализация отрицательно за
ряженных групп на поверх нехт и мембран, индуцирующая увеличение 
связывания зонда, так и изменение полярности окружения .АНС в мем
бранах [21, 32]. Нами было также установлено, что изменение флюо
ресценции зонда при добавлении катионов в суспензию хлоропластов мо
жет быть обусловлено и взаимодействием АНС с белками, вышедшими 
из состава мембран при воздействии катионов [3J. Одновременно по
казано, что в присутствии катионов возможно повышение связывания 
зонда с изолированными препаратами белков ламелл хлоропластов [II].

В суспензиях хлоропластов при добавлении минеральных солей воз
растала интенсивность флюоресценции и положительно заряженных 
зондОв—атебрина, 9-амнноакридинг [9, 14,33] и родамина 6Ж [3]. Пред
полагается, что в этом случае изменения в связывании красителей с 
хлоропластами в основном обусловлены влиянием катионов на величи
ну поверхностного заряда мембран [3, 9, 14, 33] Следует особо отмс
тить. что двухвалентные катионы индуцировали одинаковые изменены i 
интенсивности флюоресценции зондов при гораздо меньших концентра
циях, чем одновалентные [3, 9]. Эго. вероятно, обусловлено различной 
степеиуо их влияния на величину поверхностного заряда мембран [3, 15].

Известно, что тепловое воздействие отражается на функциональной 
активности хлоропластов [2. 32. 36}. Одной нз причин может быть вли
яние данного фактора на структурную организацию мембран 112,29]. С 
целью регистрации изменений в структурной организации мембран при 
тепловом воздействии выполнен ряд исслсловаirnii с использованием 
метода флюоресцентных зондов |2, 10, 32]. Кратковременная обработ
ка суспензии хлоропластов при температурах выше 40° приводила к не
большому повышению интенсивности флюоресценции АНС [2, 32]. 
Предполагали, что оно обусловлено увеличением связывания зонда с 
мембранами [32]. однако нами было позже установлено, что данный эф
фект связан с выходом белков нз состава мембран и взаимодействием 
АНС с ними [2]. В суспензии хлоропластов отмечено также уменьше
ние степени тушения флюоресщ лич; 9-амннсакрилнна при постепен
ном повышении температуры от 24 до 30՜, что связывают с тннамичным 
изменением мембран [10].

Таким образом, применение метода флюоресцентных зондов позво
ляет получать необходимую информацию о свойствах мембран хлоро
пластен при различных воздействиях, что ш.зноляет считать перспек
тивным его использование в исследованиях этих органоидов.
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