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МЕХАНИЗМ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОГО ОБРАЗОВАНИЯ  
МОЛЕКУЛЯРНОГО КИСЛОРОДА

Разработан механизм образования молекулярного кислорода в процессе фотосинтеза растений в результате 
окисления молекул воды в  кислородвыделяющем комплексе (КВК) мембран хлоропластов. Проведенное нами все- 
стороннее изучение КВК (от разработки инновационных методов его выделения и анализа свойств до установления 
его молекулярной структуры и механизма функционирования) показало, что он состоит из двух мономерных 
пигмент-белково-липидных комплексов фотосистемы 2 (ПБЛК ФС-2), ассоциированных по правилу зеркальной 
симметрии в димерную структуру в результате их гидрофобного взаимодействия. Установлено образование гидро- 
фобного котла, стабилизирующего водоокисляющий центр (ВЦ) КВК в зоне ассоциации. Исследование законо- 
мерностей функционирования КВК позволило выдвинуть и обосновать концепцию двуханодной организации его 
ВЦ, формирующегося в результате встречного расположения двух функциональных катионов Mn, каждый из кото-
рых встроен в систему фотохимического переноса электронов и подвергается фотоокислению в структуре ПБЛК 
ФС-2 димерного КВК. Благодаря двуханодному действию ВЦ реализуется возможность синхронного окисления сра-
зу двух молекул воды с образованием О2. Предложен механизм, согласно которому стадии четырехквантового окис-
ления функциональных катионов Mn сопровождаются их фотогидролизом, Са2+-активируемым образованием дигид- 
роксидного ассоциата [Mn4+(HO)···(OH)Mn4+] и реакцией диспропорционирования электронной плотности в данном 
ассоциате с выделением О2 и восстановлением катионов марганца до Mn2+. Термодинамическая эффективность 
реакции обусловлена оптимальными условиями формирования цилиндрической симметрии σ-π-связи между ато- 
мами кислорода в образующихся молекулах О2. Разработанный механизм подтвержден с помощью квантовохимиче-
ского анализа и может найти применение в создании генераторов молекулярного кислорода на искусственных  
носителях. 

Ключевые слова:  кислородвыделяющий комплекс фотосистемы 2 мембран хлоропластов, механизм образования 
молекулярного кислорода. 
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MECHANISM OF PHOTOSYNTHETIC MOLECULAR OXYGEN FORMATION

This paper considers the mechanism of how molecular oxygen is formed in the process of plant photosynthesis as a result 
of water molecule oxidation in the structure of the oxygen-evolving complex (OEC) in chloroplast membranes. We have im-
plemented the entire complex of investigations of the OEC starting with the development of the innovation methods for its 
isolation and analysis of its properties and ending with the establishment of its molecular structure and mechanism of its func-
tioning. We have shown for the first time that the OEC consists of two monomeric pigment-lipoprotein complexes of photo-
system 2 (PLPC PS-2) that are associated by the mirror symmetry rule into a dimeric structure as a result of their hydrophobic 
interaction. It has been ascertained that this association zone is the place of the formation of the hydrophobic boiler that stabi-
lizes the water-oxidizing center (WOC), which is located inside this boiler. The research into the regularities of the function-
ing of the OEC has enabled us to advance and substantiate the concept of the two-anode organization of its WOC that is 
formed as a result of the opposite facing of two functional Mn cations, each of which is built into the system of photochemical 
electron transfer and undergoes photo-oxidation in the structure of the PLPC PS-2 of the dimeric OEC. The two-anode action 
of the WOC implements the possibility of the synchronous oxidation of two water molecules at once with the formation of O2. 
The mechanism has been proposed, according to which the stages of the four-quanta oxidation of the functional Mn cations 
are accompanied by their photo-hydrolysis, Ca2+-activated formation of a dihydroxide associate [Mn4+ (OH)···(HO) Mn4+], 
and the reaction of electron density disproportionation in this associate with O2 evolution and with reduction of manganese 
cations to Mn2+. The thermodynamic efficiency of the reaction is determined by the optimal conditions for the formation of a 
cylindrically symmetric σ-π-bond between the oxygen atoms in the formed O2 molecules. The developed mechanism has 
been confirmed by the quantum-chemical analysis and can find use in the design of molecular oxygen generators based on 
artificial structures.

Keywords: oxygen-evolving complex of photosystem 2 of chloroplast membranes, mechanism of molecular oxygen  
formation.
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Введение. Проблема расшифровки механизма образования молекулярного кислорода атмо- 
сферы Земли, которое протекает при фотосинтезе растений, находится в центре внимания ученых 
последние 50 лет [1–20]. Основополагающий вклад в установление водного происхождения О2 
принадлежит российским исследователям, которые не только первыми это показали, но и широ-
ко изучили данную проблему [7]. Так, с использованием методов прецизионного анализа изо-
топного состава определены параметры изотопного состава атмосферного кислорода, константы 
изотопного обмена кислорода в растениях и факторы его сдвига, что окончательно исключило 
возможность происхождения О2 из какого-либо иного кислородсодержащего соединения [7]. 
Далее было установлено, что молекулярный кислород образуется в структуре природного пиг- 
мент-белково-липидного комплекса фотосистемы 2 (ПБЛК ФС-2) тилакоидных мембран хлоро- 
пластов, в котором осуществляется поглощение энергии света, используемой затем для процесса 
окисления воды и выделения кислорода [1–5, 7–10]. В соответствии с правилами биохимической 
терминологии данный комплекс обозначен нами как кислородвыделяющий комплекс (КВК) по 
конечному продукту его функционирования [1–4]. При этом необходимо отметить, что в тради- 
ционной литературе термином КВК обозначался каталитический центр окисления воды и выде- 
ления кислорода [5]. С точки зрения биохимической терминологии это неправильно, так как такой 
каталитический центр как отдельная структура никогда не был выделен и не может функци- 
онировать отдельно, независимо от других пигмент-белковых субъединиц, входящих в состав 
комплекса ФС-2. Возникновение сложной надмолекулярной структуры природного комплекса 
КВК стало определяющим событием биологической эволюции на нашей планете. 

Показано, что функциональная активность изолированного КВК сохраняется и в системе  
in vitro [1–4, 8–10]. Это обусловлено особой устойчивостью структуры его фотохимического ре-
акционного центра (РЦ), где реализуется эффективная трансформация энергии поглощенных 
квантов света в электрохимическую энергию разделенных зарядов и происходит трансмембран-
ный перенос электронов из системы окисления воды на первичные акцепторы. Постоянное про-
текание данных реакционных процессов в структуре КВК осуществляется благодаря обрати-
мым изменениям состояния Mn-белкового водоокисляющего центра (ВЦ), в котором в результате 
фотоокисления функциональных катионов марганца формируется окислительный потенциал 
ВЦ и происходит окисление молекул воды с образованием О2. При этом имеет место регенера-
ция исходных катионов Mn, что является условием возобновления новых циклов фотохимиче-
ских реакций в структуре КВК. Благодаря данным процессам осуществляется непрерывный 
трансмембранный перенос электронов – от молекул воды и функциональных катионов марганца 
ВЦ, способных накапливать положительные заряды, до молекул пластохинона QB, являющегося 
терминальным акцептором электронов. Далее от восстановленного пластохинона QB электроны 
направляются в латеральную систему транспорта электронов в мембране хлоропласта к ПБЛК 
ФС-1. В результате этих процессов образуются такие важнейшие первичные продукты фотосинтеза, 
как О2, АТФ и восстановленный НАДФ, которые в свою очередь обусловливают протекание 
важнейших биохимических реакций в клетках растений. Таким образом, задача расшифровки 
механизма фотосинтетического образования О2 имеет всеобъемлющее значение. 

Теоретические аспекты механизма фотосинтетического образования О2. В работах веду- 
щих российских и зарубежных ученых заложены базовые теоретические концепции реакцион- 
ного процесса окисления воды при фотосинтезе растений. Сложность протекания данной реакции 
определялась биологической спецификой организации мембран хлоропластов и особым устрой- 
ством ВЦ и его системы образования О2 [1–20]. Так, изучение окисленных форм хлорофилла по-
казало [7], что проблема не в том, чтобы перенести электрон от воды к молекуле окисленного 
хлорофилла (с точки зрения термодинамики это выгодно), а в том, что сложно реализовать про- 
цесс образования связи между атомами кислорода окисляемых молекул воды [11]. Так, отрыв элек-
тронов от молекулы воды в ходе фотохимических реакций приводит к образованию проме- 
жуточных высокоактивных гидроксильных радикалов, вызывающих неконтролируемые цепные 
реакции. Показано, что в биологической системе такой путь реакции неприемлем и необходима 
особая конструкция ВЦ, закрепляющего расположение окисляемых молекул воды в непосред- 
ственной близости друг от друга, что позволяет исключить образование промежуточных продуктов 
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радикальной природы [11]. Рассмотрена также возможность учета синхронных многоэлектронных 
процессов, имеющих место в характерных окислительно-восстановительных реакциях в химии 
и биологии [12]. Все изложенные выше теоретические позиции предполагали необходимость 
особого устройства ВЦ, не допускающего образования радикальных соединений. При этом это 
устройство должно отвечать задаче стабилизации окислительных эквивалентов и их накоплению 
для формирования достаточного окислительного потенциала в системе окисления воды и проте- 
кания последующих реакций. 

При фотосинтетическом окислении воды и образовании молекулярного кислорода происхо- 
дит отрыв четырех электронов от двух молекул воды. Вследствие этого, согласно второму закону 
фотохимии, осуществление реакции окисления воды с образованием О2 в процессе фотосинтеза 
растений требует затраты энергии четырех квантов солнечного света: 2H2O + 4hν → O2 + 4H+ + 
4e‾. Это соответствует протеканию четырех фотохимических реакций, в ходе которых в струк-
туре КВК осуществляется трансмембранный перенос электронов и возникают промежуточные 
состояния ФС-2 (S0→4), связанные с формированием электрохимического потенциала в мембра-
нах хлоропластов [13]. При этом происходит накопление окислительных эквивалентов в системе 
окисления воды внутри тилакоидной мембраны и образование восстановленного пластохинона 
QB с наружной стороны мембраны. Образование молекулярного кислорода реализуется при дости-
жении состояния S4. Исследование парамагнитных свойств катионов марганца в Si-состояниях 
показало участие в этих процессах катионов Mn2+, Mn3+ и Mn4+, способных отдавать электроны  
и аккумулировать положительные заряды в ходе фотохимических реакций, вследствие чего фор-
мируется потенциал, достаточный для окисления молекул воды [7, 11–15]. 

Еще одним направлением исследований стало изучение Mn-зависимых спектров поглощения 
и дифракции рентгеновских лучей (XAS- и EXAFS-анализы [16, 17]). В результате выявлено устой-
чивое расположение четырех катионов марганца в ФС-2 хлоропластов [16–18]. Расстояние между 
двумя катионами Mn составляло 2,7 Å, в то время как два других катиона отстояли друг от друга 
на расстоянии 3,3 Å. Это позволяло заключить, что эти четыре катиона Mn связаны посредством 
кислородных мостиков и образуют µ-окси-бридж-структуру в форме либо призмы, либо бабочки, 
либо куба и т. д. [16–18]. Также установлено присутствие в данной структуре катиона Са2+  
[15, 17]. С учетом полученных данных возникло предположение об участии Mn4CaO5-кластера  
в реакции окисления воды. В качестве промежуточного продукта предполагалось образование 
связанного радикала кислорода [18]. Однако, как отмечалось выше, образование радикалов не-
приемлемо для биологической системы [11]. Согласно другой версии, в ходе реакции окисления 
воды имеет место встраивание молекул воды в кластер при их нуклеофильной атаке с образова-
нием промежуточного соединения, содержащего перекисную группу, которая далее окисляется 
катионом Mn5+ [19]. Данная точка зрения также не могла быть принята, так как допускала воз-
можность образования бирадикального соединения, содержащего перекисную группу, способную 
разрушать окружающие биомолекулы. Образования Mn5+ также не установлено.

Несостоятельность концепции о возможном участии Mn5CaO5-кластера в реакции окисления 
воды подтверждалась данными прецизионного изотопного анализа, которые свидетельствовали 
о тождестве изотопного состава кислорода воды и кислорода фотосинтеза [7]. Последнее указыва- 
ло на непосредственный отрыв электронов от молекул воды в процессе фотосинтетического 
образования О2, минуя стадию образования промежуточных полимолекулярных комплексов, 
что неизбежно приводило бы к изотопному сдвигу состава кислорода. К такому же выводу при-
шли исследователи, опиравшиеся на результаты измерения выхода кислорода (18О) на вспышку 
света в микросекундном диапазоне времени, исключающем диффузионные процессы [20]. 
Полученные ими данные также указывали на непосредственное окисление молекул воды, а не 
промежуточных Mn-содержащих кластеров. Дополнительные аргументы не в пользу участия 
Mn4CaO5-кластера приведены по результатам исследования, проведенного на искусственных 
комплексах металлоорганических соединений, содержащих µ-окси-группы [20]. В ходе этих экс-
периментов выявлено, что наблюдаемая скорость изотопного обмена атомов кислорода в данных 
структурах на пять порядков ниже, чем в природной водоокисляющей системе хлоропластов 
растений. 
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Можно предположить, что возникновение Mn4CaO5-кластера в ФС-2 хлоропластов обуслов- 
лено другими причинами. Так, показано, что образование данной структуры может происходить 
в результате сопряженных фотопроцессов (например, при фотодинамическом поглощении кисло-
рода, обеспечивающем утилизацию активных форм кислорода при трансмембранном переносе 
электронов в ФС-2) [2]. Возможно также, что образование кристаллического кластера катионов 
марганца является результатом глубокого замораживания образцов (–196  ºС) при проведении 
рентгеноструктурного анализа. Предположение, что кластерная структура образуется как арте- 
факт в результате утилизации активных форм кислорода, позволяет заключить, что со структу- 
рой Mn4CaO5-кластера вообще не следует связывать механизм образования О2. Это обусловлено 
тем, что в составе данной структуры катионы марганца образуют прочные ковалентные связи  
с атомами кислорода, а значит, в функциональном отношении µ-окси-бридж-структура Mn4CaO5-
кластера представляет собой мертвую материю, в которой катионы марганца не могут участво-
вать в окислительно-восстановительных реакциях КВК. Очевидно, что только исследование 
«живой структуры» изолированного комплекса ФС-2, т. е. сохраняющего свою функциональную 
активность in vitro, может способствовать установлению истинного механизма реакции фото-
синтетического окисления воды и выделения кислорода. 

Молекулярная организация КВК. Для понимания ключевых принципов организации КВК, 
обусловливающих протекание реакции окисления воды и образования О2, осуществлено выде-
ление данного комплекса в функционально активном состоянии из мембран хлоропластов и про-
ведено его всестороннее изучение [8–10, 21–30]. По результатам длительных и трудоемких ис-
следований впервые была осуществлена инновационная разработка методов выделения и иден-
тификации трех типов различающихся по составу и функциональной активности субмембранных 
комплексов ПБЛК  – ПБЛК ФС-1, ПБЛК ФС-2 и вспомогательного светособирающего комплекса 
ВС-ПБЛК [8, 9]. Изучен их биохимический состав, спектральные и фотохимические характери- 
стики, исследованы их свойства в окислительно-восстановительных реакциях и оценена функци- 
ональная роль входящих в их состав соединений [21–30]. Использование данных комплексов позво- 
лило широко развернуть изучение молекулярных процессов, обусловливающих функциониро- 
вание фотосинтетического аппарата растений [1–4, 8–10, 21–38]. Важным достижением стало 
получение препаратов ПБЛК ФС-2, сохраняющего высокую активность фотохимического РЦ, 
что свидетельствовало об устойчивости структуры его РЦ даже в условиях солюбилизирующего 
действия детергентов [25, 29, 30]. Показано, что это обусловливалось устойчивой взаимосвязью 
первичных переносчиков электрона со структурообразующими D1- и D2-белками РЦ ФС-2 [1–4]. 
Получение препаратов изолированного ПБЛК ФС-2 позволило впервые провести широкое изу- 
чение первичных фотореакций, протекающих в структуре РЦ ФС-2, и установить природу 
первичных переносчиков электрона в ходе фотохимического разделения зарядов [28–30] (по резуль-
татам работы по изучению фотохимических свойств изолированных ПБЛК и процессов функци- 
онирования РЦ ФС-2 ряд ученых был удостоен Государственной премии). 

Следующим этапом исследования стало выявление факторов, обусловливающих сохранность 
функции выделения молекулярного кислорода в структуре изолированного комплекса ФС-2.  
В результате тщательного анализа условий, контролирующих процесс солюбилизации, выявлено 
солюбилизирующее воздействие детергентов преимущественно на гидрофобные связи, стаби- 
лизирующие надмолекулярную структуру природного КВК. Их разрушение приводило к необ- 
ратимому подавлению кислородвыделяющей активности изолированного комплекса ФС-2 [8, 9, 
21–23, 25, 26]. Подбор факторов, обусловливающих стабилизацию КВК, позволил получить пре-
параты изолированного комплекса ФС-2, сохраняющего высокую активность в процессе фото-
синтетического окисления воды и выделения молекулярного кислорода [10, 40–42]. При этом 
скорость выделения О2  в препаратах изолированного КВК достигала высоких значений: 270–
300 мкмоль О2/мг Хл∙ч (рис. 1). 

Установлено, что изолированный КВК ФС-2, так же как и ПБЛК ФС-2, содержит основные 
структурообразующие белки РЦ (гомологичные белки D1 и D2, цитохром b-559), белки светофо-
кусирующей антенны (СР43 и СР47) и водорастворимые белки молекулярной массы 33, 23 и 16 кДа, 
активирующие процесс образования О2 [1–4, 10, 39]. Одновременно было отмечено, что молеку-
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лярная масса изолированного КВК вдвое превосходит молекуляр-
ную массу выделяемого в более жестких условиях ПБЛК ФС-2.  
С учетом полученных данных сделано два вывода: первый – струк-
тура КВК представляет собой димер, состоящий из двух ассоции-
рованных мономерных ПБЛК ФС-2, второй – структура данного 
димерного ассоциата стабилизируется на основе гидрофобного 
взаимодействия между мономерными ПБЛК ФС-2. Разрушение 
этого гидрофобного взаимодействия при действии детергентов 
приводит к подавлению активности ВЦ КВК. 

Сопоставление результатов проведенных исследований показало, 
что в структуре кислородвыделяющего природного комплекса 
ФС-2 имеются две важные области его молекулярной организации, 
определяющие его роль в мембране хлоропласта в процессе фото- 
синтеза. Первая область – это уже отмеченная выше стабильная 
структура РЦ ФС-2, благодаря которой изолированный комплекс 
сохраняет высокую активность в первичных реакциях фотохими- 
ческого разделения зарядов и переноса электронов. Вторая  область – 
это лабильная структура системы окисления воды, которая разру- 
шается при воздействии детергентов на гидрофобные связи, обу- 
словливающие ассоциацию мономерных ПБЛК ФС-2 и образо- 
вание димерного комплекса. Следовательно, логично предполо- 
жить, что область гидрофобного взаимодействия мономерных 
комплексов является местом локализации их общего ВЦ. Его инак- 
тивация, наблюдающаяся вследствие диссоциации природного 

димерного КВК на мономерные комплексы ПБЛК ФС-2 и разрушения зоны их гидрофобного 
взаимодействия, также позволяла предположить возможность и необходимость кооперации двух 
ПБЛК ФС-2 в структуре димерного КВК. 

Для подтверждения данного предположения нами выполнены специальные исследования 
изолированного КВК в условиях, подавляющих функцию выделения им кислорода [1–4, 10,  
41, 42]. С использованием метода дифференциальной сканирующей микрокалориметрии показано, 
что в результате теплового воздействия (33–35 °С) наблюдается структурный переход вследствие 
диссоциации КВК на два мономерных комплекса ПБЛК ФС-2. При этом диссоциация сопро- 
вождалась необратимой потерей функции выделения О2 и скачкообразным выходом катионов 
марганца из структуры КВК в реакционную среду (рис. 2). Полученные данные, свидетельство-
вавшие о диссоциации КВК на мономерные ПБЛК ФС-2, подтверждены методом электрон-
но-микроскопического анализа [42]. Аналогичные результаты получены также при действии де-
тергентов и длительном режиме инкубации [43]. Это позволило подтвердить вывод, что сохран-
ность функциональной активности ВЦ димерного КВК обусловлена окружением его гидро- 
фобными молекулами в зоне взаимодействия ПБЛК ФС-2, образующими гидрофобный котел 
[1–4, 10, 41, 42]. Наблюдающийся в результате теплового воздействия выход катионов марганца, 
по-видимому, обусловлен плавлением данного котла, вследствие чего нарушается стабилизиру-
ющее воздействие гидрофобного котла на Mn-белковую структуру ВЦ и подавляется процесс 
окисления воды с образованием О2. Важно подчеркнуть, что данный гидрофобный котел как 
фактор стабилизации фиксирует позицию функциональных катионов Mn и их взаимосвязь  
с первичными переносчиками электронов в процессе фотохимических реакций димерного КВК. 
Таким образом, структура гидрофобного котла способствует накоплению и стабилизации оки- 
слительных эквивалентов ВЦ. 

На основании полученных экспериментальных данных разработана новая концепция моле- 
кулярной организации КВК мембран хлоропластов. Так, было обосновано, что высокая скорость 
фотохимических реакций, протекающих в структуре КВК, обусловлена близкой позицией пере- 
носчиков электрона, локализованных в структурных белках РЦ димерного КВК. Ранее пока- 
зано, что гидрофобные α-спиральный участки данных белков пронизывают мембрану поперек  

Рис. 1. Скорость выделения О2  
в изолированном КВК. 

Стрелками указано включение  
и выключение света ([40])

Fig. 1. Rate of O2 evolution in the 
isolated OEC. The arrows indicate 
the switching-on and switching-off 

of light ([40])
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и способствуют разделению зарядов по обе стороны 
мембраны [4, 5].  При этом высокая эффективность раз- 
деления зарядов в цепи переносчиков также обуслов- 
ливается локализацией электронов на молекуле пла- 
стохинона QВ с наружной стороны мембраны, а с дру- 
гой стороны – возможностью аккумуляции электрон- 
ных вакансий на функциональных катионах марганца 
ВЦ внутри мембраны. В составе димерного КВК таких 
цепей две, и обе они локализуются в белке D1 в струк-
турах ПБЛК ФС-2 димерного КВК. При этом обе цепи 
электронных переносчиков достигают ВЦ, располо-
женного, согласно полученным нами данным, в зоне 
гидрофобного взаимодействия мономерных ПБЛК ФС-2. 
Об этом свидетельствуют и результаты экспериментов 
по термоиндуцированному выходу катионов марганца 
в ходе диссоциации димерного КВК в области уме- 
ренного теплового воздействия, не затрагивающего 
мономерные ПБЛК [41, 42]. Соответствующее выстра- 
ивание цепей переносчиков электрона реализуется при 
условии близкого и зеркально-симметричного располо- 
жения белков D1 по отношению друг к другу в составе 
димерного КВК. Вследствие этого задается зеркально-
симметричное расположение и всех остальных белковых 
субъединиц комплекса: гомологичного белка D2 РЦ, 
образующего с белком D1 гидрофобный каркас на 
основе α-спиральных участков, и связанных с ними 
светособирающих хлорофилл-белков СР47 и СР43,  
а также цитохромов b-559. При этом расположение элек-
тростатически связанных белков молекулярной массы 
33, 23 и 16 кДа, экспонируемых во внутрь тилакоид-
ной мембраны, должно соответствовать стабилизации 
ВЦ  и условиям активации функции выделения О2. 

На основании проведенного анализа нами впервые 
разработана модель молекулярной организации КВК 
[1–4, 10, 41, 42], согласно которой обоснована димерная 
структура КВК, состоящего из двух ассоциированных 
и зеркально расположенных мономерных ПБЛК ФС-2 (рис. 3). Данная модель базировалась на 
результатах биохимического и функционального анализа и отражала топографическое располо-
жение основных белков димерного КВК. На рис. 3  показано зеркально-симметричное расположение 
белков D1 в структуре КВК и связанных с ними остальных белков КВК, инкорпорированных  
в мембрану хлоропласта. При этом показано, что в области гидрофобной ассоциации ПБЛК ФС-
2 формируется гидрофобный котел ВЦ, включающий лигандированные катионы марганца си-
стемы окисления воды. Предложенная нами концепция молекулярной структуры КВК была опу-
бликована в 1992 г. [41] и получила дальнейшее развитие в исследованиях 1995–2000 гг. [1–4, 10].  
В последующие годы предложенная нами топография белков димерного КВК получила подтверж-
дение в зарубежных исследованиях, выполненных на основе метода рентгенографического анали-
за [50, 51]. В настоящее время димерная структура КВК получила широкое признание, а топогра-
фия белков является общепринятой. 

Следует отметить, что важным концептуальным отличием  нашей модели и модели, при- 
веденной в работе [51], является точка зрения на организацию ВЦ. Авторы работы [51] считают, 
что в структуре каждого мономерного ПБЛК ФС-2 имеется свой ВЦ и они расположены не- 
зависимо друг от друга. При этом в работе [51] позиция полипептидных цепей структурных 
белков димерного КВК приведена на основе компьютерного метода их программируемого 

Рис. 2. Ингибирующее действие 5-минутной 
тепловой обработки на функцию выделения 
кислорода (1) и термоиндуцируемый выход 
эндогенного Mn в реакционную среду (2)  

у субхлоропластных препаратов: a – изолиро-
ванный кислородвыделяющий комплекс;  

b – тилакоиды гран хлоропластов; c – субхлоро-
пластные фрагменты ФС-2 (см. работы [41, 42])
Fig. 2. Inhibitory effect of 5-min thermal treatment 
on the oxygen-evolving function (1) and thermally 
induced release of endogenous Mn in the reaction 

medium (2) in subchloroplast preparations:  
a – the isolated oxygen-evolving complex;  

b – thylakoids of chloroplast grana;  
c – subchloroplast fragments of PS-2
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встраивания в карту электронной плотности и их окрашивания (methods for binding protein  
models in electron density maps and the location of errors in these models) [52]. Однако необходимо 
учитывать, что метод встраивания белков в карту электронной плотности является приближенным  
и содержит ошибки. Это подтверждается и различиями в расположении полипептидных цепей 
белков D1 [53, 54]. Кроме того, этот метод основывается на данных рентгенографического снимка 
поверхности димерного КВК при проведении анализа на кристаллах, замороженных до –196 °С 
[51]. В этих условиях образующиеся кристаллы льда существенно влияют на размеры КВК,  
а кроме того, искажаются конформационные состояния молекул белков и изменяется расположение 
функциональных групп, от которых зависит активность каталитических центров и межатомные 
взаимодействия в структуре комплекса. При этом необходимо учитывать сложную надмолеку- 
лярную структуру КВК, в состав которого входит два мономерных ПБЛК ФС-2 и содержится  
18 основных белков, 20 минорных белков и более сотни макромолекул пигментов и липидов. 
Рентгенографический анализ структуры отдельных белков в такой сложной системе не представ- 
ляется возможным. Безусловно, обособленная позиция структурных белков РЦ и, соответственно, 
позиция ВЦ в представленной модели [51] не согласуются с характеристиками функциональной 
активности КВК, которые получены нами на основе исследования «живой» структуры КВК  
и свидетельствуют о локализации ВЦ в зоне гидрофобного контакта мономерных ПБЛК ФС-2. 

Двуханодная организация водоокисляющего центра. Таким образом, большое преиму- 
щество исследований, проведенных нами, состояло в том, что были изучены и проанализированы 
закономерности функционирования изолированного КВК, сохраняющего свою природную спо- 
собность к выделению кислорода. Так как основной задачей являлась расшифровка механизма 
ключевого реакционного процесса образования О2 в структуре КВК, первостепенная  роль отводи- 
лась изучению его ВЦ. Как было показано, быстрые фотохимические реакции и процессы 

Рис. 3. Надмолекулярная структура КВК хлоропластов, представляющая собой димерный ассоциат мономерных  
ПБЛК ФС-2, расположенных по правилу зеркальной симметрии. Топография белков  Д1, Д2, СР47, СР43  
и цитохрома b-559 (обозначен пунктиром) даны в соответствии с работами [1–4, 10]. В центре показано  

формирование гидрофобного котла водоокисляющего центра, в котором расположены Z-лигандированные  
функциональные катионы Mn, обусловливающие образование двуханодного реактора системы окисления  

воды КВК. Водорастворимые белки молекулярной массы 33, 23 и 16 кДа экранируют ВЦ со стороны люмена  
(пояснения в тексте)

Fig. 3. Supramolecular structure of the chloroplast OEC that is a dimeric associate of the monomeric PLPCs PS-2,  
which are located by the mirror symmetry rule. The topography of proteins D1, D2, CP47, CP43, and cytochrome b-559  

(the cytochrome is marked with the dotted line) are given according to the works [1–4, 10]. The center of the figure shows  
the formation of the hydrophobic boiler of the water-oxidizing center that is the place of the location of Z-liganded functional 
Mn cations that determine the formation of the two-anode reactor of the water-oxidation system of the OEC. Water-soluble 

proteins with molecular weights of 33, 23, and 16 kDa screen the water-oxidizing center from the side of the lumen  
(see the explanations in the text)



	 Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus, biological series, 2017, no. 2, pp. 112–128	 119

первичного транспорта электронов в структуре КВК, обусловливающие генерацию окислительного 
потенциала ВЦ, протекают благодаря сближенному расположению всех переносчиков электрона 
и формированию непрерывной цепи переноса электронов от молекул воды до молекул пласто- 
хинона QB. При этом в ходе фотохимического процесса разделения зарядов конечными донора-
ми электронов являются катионы марганца системы окисления воды. В результате поглощения 
кванта света в структуре ПБЛК ФС-2 происходит фотохимический перенос электронов, в котором 
первичным донором электрона становится хлорофилл реакционного центра П680*, высвобожда-
ющий электрон после поглощения кванта света (рис. 3). Электрон далее переносится  на феофитин 
(Фео), затем на пластохинон QA и на пластохинон QВ, локализованный в структуре гомологично-
го белка D2 [4]. При этом установлено, что электронная вакансия на П680+ заполняется от 
аминокислотного остатка Tyr-161, выполняющего функцию первичного Z-донора электронов  
и расположенного вблизи П680 [55, 56]. Так, установлено, что функция первичного Z-донора осу-
ществляется молекулой Tyr-161 благодаря ее лабильной π-электронной системе, способной к об-
ратимым реакциям окисления–восстановления [3, 4, 10, 55, 56]. Логично предположить, что для 
осуществления быстрых циклических процессов окисления П680 и его восстановления от 
Z-донора необходимо синхронное донирование электрона на Z-донор от терминального источ-
ника электронов. Таким терминальным донором мог быть только функциональный катион мар-
ганца системы окисления воды, способный аккумулировать положительные заряды [1–4, 10]. 
Это предопределяет необходимость его близкой позиции по отношению к Z-донору (рис. 3). 
Такая позиция может фиксироваться координационной связью между функциональным катио-
ном марганца и Tyr-161, гидроксильная группа которого является оптимально подходящим ли-
гандом, способным вступать в координационное взаимодействие только с одним катионом мар-
ганца. Координационное взаимодействие между функциональным катионом  марганца и Tyr-161 
подтверждено в последующей работе, где рассматривался механизм сопряженного переноса 
электрона от Mn2+ на молекулу окисленного Tyr-161 и отвода протонов от его гидроксильной 
группы на аминокислотный остаток His-190 [19]. В этой связи His-190, по-видимому, играет роль 
кислотно-основного катализатора, который активирует перенос электронов в первичной элек-
тронодонорной цепи КВК. 

Для дальнейшего анализа важно еще раз подчеркнуть, что тирозин образует координа- 
ционную связь только с одним катионом марганца. Следовательно, из четырех катионов марган- 
ца, входящих в структуру природного мономерного ПБЛК ФС-2, только Z-лигандированный ка-
тион является функциональным и может участвовать в процессе окисления молекул воды. Что 
касается остальных трех катионов марганца в структуре ПБЛК ФС-2, то, согласно данным [4, 5], 
они связаны с аминокислотными остатками подвижной гидрофильной петли белка D1 ПБЛК 
ФС-2, легко экстрагируются и, по-видимому, не участвуют в процессе переноса электронов в ходе 
быстрых фотохимических реакций комплекса. Тем не менее, они способны связывать активные 
формы кислорода с образованием кластера [2, 10]. 

Анализ первичных фотореакций в структуре КВК показал (рис. 4), что в ходе четырехкван-
тового цикла фотохимического процесса разделения зарядов в каждом ПБЛК ФС-2 возможен 
перенос только двух электронов, что соответствует образованию одной молекулы восстановлен-
ного пластохинона QВ и одного Z-лигардированного катиона Mn4+. В результате имеет место 
поочередное функционирование ПБЛК ФС-2, так как во время этих процессов в одном из ПБЛК 
ФС-2 происходит медленный диффузионный обмен восстановленного пластохинона на окислен-
ный, при котором данный ПБЛК ФС-2 находится в закрытом состоянии. За этот период времени 
фотохимические реакции протекают во втором ПБЛК ФС-2 димерного КВК, что обусловливает 
возможность поглощения четырех квантов света, которые необходимы для окисления воды. 
Таким образом, в ходе четырех фотохимических реакций переноса электронов в димерном КВК 
имеет место образование двух Z-лигандированных катионов Mn4+. Показано, что в этом случае 
реализуется молекулярная организация ВЦ по типу двуханодного реактора, в котором данные 
функциональные катионы марганца противостоят друг другу и стабилизированы в структуре 
гидрофобного котла ВЦ (рис. 4). Вследствие этого процесса в структуре ВЦ формируется окис-
лительный потенциал, достаточный для протекания реакции окисления воды. Это создает условия 
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для процесса синхронного попарного окисления сразу двух молекул воды с образованием молеку-
лы О2 [1–4, 10]. Возможность формирования такого двуханодного реактора является большим пре-
имуществом структуры димерного КВК по сравнению со структурой мономерного ПБЛК ФС-2.

Механизм фотосинтетического окисления воды и образования О2. Концепция формиро- 
вания двуханодного реактора в структуре КВК обусловила разработку механизма реакционного 
процесса фотосинтетического окисления воды и образования молекулярного кислорода. Пока- 
зано, что в соответствии с теорией молекулярных орбиталей образование σ-π-связи между двумя 
атомами кислорода окисляемых молекул воды детерминируется их взаимодействием «лоб  
в лоб», так как σ-связь обладает осью цилиндрической симметрии и может возникнуть только 
при условии синхронного и равнодействующего оттока электронов от окисляемых гидроксильных 
анионов воды на равноценные окислители в противоположные стороны по линии координаты 
реакции [1–4]. Это может реализоваться при условии одновременного окисления сразу двух мо-
лекул воды, если их гидроксильные анионы пространственно зафиксированы, близко располо-
жены и ориентированы относительно друг друга. В данной реакции для образования молекуляр-
ного кислорода необходимы достаточный и тождественный окислительный потенциал молекул 
окислителей, на которые происходит отток электронов от молекул воды. Другим условием обра-
зования О2 в составе ВЦ является формирование в нем такого двуханодного реактора, который 

Рис. 4. Схема механизмa синхронного четырехэлектронного окисления молекул воды и образования О2 в структуре 
димерного КВК мембран хлоропластов в ходе четырехквантового цикла окисления функциональных катионов Mn 

водоокисляющего центра. Фотоиндуцируемый перенос электронов в мономерных ПБЛК ФС-2 обозначен стрелками 
(пояснения в тексте)

Fig. 4. Scheme of the mechanism of synchronous four-electron water molecule oxidation and O2 formation in the structure  
of the dimeric OEC of chloroplast membranes in the course of the four-quanta cycle of oxidation of the functional Mn  

cations of the water-oxidizing center. The photo-induced transfer of electrons in the monomeric PLPCs PS-2 is designated 
with arrows (see the explanations in the text)
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наряду с перечисленными свойствами характеризуется также противоположно направленным 
действием равных по силе окислителей. Всем этим требованиям отвечает двуханодная структура 
ВЦ в димерном КВК, формирование которой в молекулярной системе гидрофобного котла обу- 
словливает эффективное протекание процесса фотосинтетического окисления воды и образо- 
вания О2 [1–4, 10].

Разработанный механизм синхронного четырехэлектронного окисления воды и образования 
молекулярного кислорода детально представлен на рис. 4. Показано, что молекулярные фотохи- 
мические процессы, обусловливающие генерацию окислительного потенциала в структуре ВЦ, 
протекают последовательно в левом и правом ПБЛК ФС-2. В результате двух первых стадий 
реакционного процесса образуются окисленные катионы Mn3+, которые вступают в гидролити-
ческое взаимодействие с водой, сопровождающееся фотоиндуцированным выходом протонов  
и включением гидроксильных анионов воды в координационную сферу функциональных катио-
нов марганца (рис. 4). При этом происходит образование двух противостоящих гидроксидов 
[Mn3+(ОH–)···(ОH–)Mn3+], которое возникает после поглощения первых двух квантов света в со-
стоянии S2. Таким образом, в данном процессе фотогидролиза катионы марганца становятся 
носителями гидроксильных анионов молекул воды. Это способствует стабилизации окисленных 
катионов марганца и обусловливает пространственное закрепление и необходимую ориентацию 
гидроксильных анионов молекул воды относительно друг друга. Кроме того, для осуществления 
реакции образования О2 необходимо достаточно близкое расположение двух гидроксильных 
анионов на расстоянии ван-дер-ваальсового взаимодействия [1–4, 10]. Показано, что в этом 
процессе активную роль играют катионы Ca2+, в отсутствие которых образования кислорода  
в изолированном комплексе не происходит [1–4, 10, 39, 40]. При этом экспериментально установ-
лено, что катионы Ca2+ действуют при оптимальной концентрации (40–50 мМ), а в области низ-
ких каталитических концентраций их действия отмечено не было [40]. Полученные результаты 
позволили сделать вывод об усилении гидрофобного взаимодействия молекул в зоне ассоциации 
мономерных ПБЛК ФС-2 при действия высоких концентраций катионов Са2+ [40]. Их структу-
рирующее воздействие, способствующее сближению функциональных катионов Mn в структуре 
гидрофобного котла, обусловливает активацию ВЦ и может использоваться для регулирования 
фотосинтетической активности КВК. 

После поглощения третьего и четвертого квантов света в левом и правом ПБЛК ФС-2 про- 
исходит дальнейшее фотохимическое окисление двух катионов Mn3+ (рис. 4). В результате возни- 
кает дигидроксидный ассоциат [Mn4+(OH)···(HO)Mn4+], который является короткоживущим, так 
как в нем формируется сильное электрическое поле двуханодного реактора системы окисления 
воды. Высокий окислительный потенциал катионов Mn4+ в структуре данного ассоциата и проти- 
воположно направленный вектор смещения электронной плотности между атомами кислорода  
и марганца в левом и правом ПБЛК ФС-2 детерминируют эффективное протекание реакции 
диспропорционирования электронной плотности в данной системе (состояние S4) (рис. 4). При 
этом отток пары электронов имеет противоположную направленность: от гидроксильного анио-
на воды на катион Mn4+ левого ПБЛК ФС-2 и аналогичный отток двух электронов на катион Mn4+ 
правого ПБЛК ФС-2. Процесс сопровождается синхронным схлопыванием электронных орбита- 
лей атомов кислорода гидроксильных анионов молекул воды и образованием связи между ними. 
При этом происходит восстановление катионов Mn4+ в структуре данного ассоциата до Mn2+  
и выход протонов в реакционную среду. Данные протоны могут отводиться посредством канала, 
формирующегося в области ассоциации белков молекулярной массы 33 кДа [4, 10]. 

Таким образом, в результате рассмотренного механизма реакционного процесса образования 
О2 реализуется синхронное четырехэлектронное окисление двух гидроксильных анионов моле- 
кул воды, выделяются кислород и протоны, регенерируются исходные катионы Mn2+. При этом  
молекулярная система ВЦ возвращается в исходное состояние для нового фотохимического 
цикла реакций. 

Квантовохимический анализ. Разработанный механизм фотосинтетического окисления воды 
и образования молекулярного кислорода был подвергнут квантовохимическому анализу, что- 
бы выявить эффективность его протекания [48, 49]. Квантовохимический анализ проводили  
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с помощью программного комплекса Priroda-6, используя теоретический метод DFT, функцио-
нал плотности PBE и базисный набор SBK по методу Лайкова [57]. Исходными параметрами 
являлись расстояние между катионами Mn4+ (4,03 Å) и пространственная ориентация гидро- 
ксильных анионов в двухъядерном дигидроксидном ассоциате [Mn4+(OH)···(HO)Mn4+]. Метод 
позволяет на основе оценки суммарной энергии взаимодействия молекул системы произвести 
расчет распределения плотности валентных электронов, сделать анализ поверхности потенци-
альной энергии системы и оптимизировать ее геометрию [57]. На основе этих данных выявляется 
ход реакционного процесса образования наиболее энергетически выгодного межатомного взаимо-
действия, которое в данном случае приводит к образованию О2. На рис. 5 отражено распределение 
электронной плотности для HOMO- и  LUMO-молекулярных орбиталей в ходе реакции диспро-

Рис. 5. Квантовохимический анализ реакции образования молекулярного кислорода в двухъядерном  
Mn-дигидроксидном ассоциате [Mn4+(OH)···(HO)Mn4+] водоокисляющего центра КВК согласно  

разработанному механизму (пояснения в тексте)

Fig. 5. The quantum-chemical analysis of the reaction of molecular oxygen formation in the binuclear Mn-dihydroxide  
associate [Mn4+(OH)···(HO)Mn4+] of the water-oxidizing center of the OEC according to the developed mechanism  

(see the explanations in the text)

Рис. 6. Изменение расстояния между атомами кислорода в ходе реакции диспропорционирования электронной 
плотности: от 1,318 Å в исходном дигидроксидном ассоциате [Mn4+ (OH)···(HO) Mn4+] до 1,157 Å в молекуле кислорода

Fig. 6. Change in the distance between oxygen atoms in the course of the reaction of electron density disproportionation: 
from 1.318 Å in the initial dihydroxide associate [Mn4+ (OH)···(HO) Mn4+] to 1.157 Å in the molecule of oxygen
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порционирования электронной плотности в Mn-дигидроксидном ассоциате, изменение энергии 
межатомного взаимодействия в ходе разрыва связей Mn-O в ассоциате, динамика образования 
связи О=О молекулы кислорода в результате переноса электронов на катионы Mn4+, а также из-
менение расстояния между катионами марганца в процессе восстановления катионов Mn4+ до 
Mn2+. Согласно представленным на рис. 5 данным, максимальная активность комплекса в реак-
ции окисления воды наблюдается при расстоянии между функциональными группами в диги-
дроксидном ассоциате ВЦ, которое соответствует 4,03 Å. В то же время минимальная энергия 
межатомного взаимодействия соответствует расстоянию 14,4 Å между функциональными кати-
онами марганца в восстановленном состоянии. Это свидетельствует о возможности конформа-
ционных переходов в молекулах белков D1, являющихся носителями катионов марганца в струк-
туре димерного КВК. Данные переходы задают расстояние между функциональными катионами 
марганца, а следовательно, обусловливают возможность регулирования функциональной активно-
сти КВК. На рис. 6 представлен процесс изменения расстояния между атомами кислорода в ходе 
реакции диспропорционирования электронной плотности, которое составляет 1,318 Å в исходном 
ассоциате и 1,157 Å в молекуле выделяющегося кислорода. Образующийся молекулярный 
кислород как устойчивый газообразный продукт реакции выделяется в реакционную среду, что 
делает процесс фотосинтетического окисления воды высокоэффективным  и необратимым. 

Заключение. Исследование структурно-функциональных свойств изолированного КВК мем- 
бран хлоропластов позволило разработать механизм  фотосинтетического окисления воды с обра- 
зованием молекулярного кислорода. С учетом полученных экспериментальных данных впервые 
показано, что протекание этого процесса обусловлено двуханодной структурой ВЦ, который 
формируется в результате гидрофобной ассоциации мономерных ПБЛК ФС-2 в димерный ком- 
плекс КВК по правилу зеркальной симметрии. Обоснованы структурные параметры КВК и двух- 
анодная молекулярная организация его ВЦ, задающие идентичность молекулярного окружения 
функциональных катионов марганца и возможность синхронного окисления сразу двух молекул 
воды и образования О2 и определяющие термодинамическую эффективность процесса фотосин- 
тетического окисления воды. Разработанный механизм подтвержден с помощью квантовохими- 
ческого анализа. Это позволяет сделать заключение о соответствии данного механизма природ-
ному процессу и о целесообразности применения предложенного механизма в разработке искус-
ственных систем генерации молекулярного кислорода. В настоящее время уже налажен поиск 
искусственных носителей [58] и предлагаются модели устройств в соответствии с опубликованным 
ранее [1, 2, 48, 49] и приведенным в данном обзоре принципом действия двуханодного реактора. 
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