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Методом фемтосекундной дифференциальной оптической спектроскопии исследована динами-
ка возбужденного первичного донора электрона в реакционных центрах пурпурной бактерии 
Rhodobacter sphaeroides. С использованием глобального анализа и методом интервалов обнару-
жена корреляция затухания колебательной когерентности возбужденного первичного донора 
электрона со временем жизни состояния с разделенными зарядами P+BA–, что свидетельствует об 
обратимости переноса электрона на первичный акцептор электрона – молекулу BA. В реакцион-
ных центрах проявляются признаки суперпозиции двух электронных состояний P на задержках 
времени менее 200 фс. Высказано предположение, что величина примеси состояния с переносом 
заряда PA+PB− к возбужденному первичному донору электрона  P* составляет ~24%. Полученные 
результаты обсуждаются с точки зрения механизма двухшагового переноса электрона.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фемтосекундная спектроскопия, бактериальные реакционные центры, 
состояние с переносом заряда, фотохимическое разделение зарядов.
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Принятые сокращения: РЦ  – реакционный центр; ВА  – мономерный бактериохлорофилл  а в активной 
цепи кофакторов переноса электрона; DADS  – дифференциальные спектры поглощения, связанные с экс-
поненциальным затуханием; НА  – бактериофеофитин  а; Р  – специальная пара бактериохлорофиллов РА  (РL) 
и РВ  (РM), которая является первичным донором электрона; Р* – возбужденный первичный донор электрона; 
Р−*  – нижний экситонный уровень возбужденного первичного донора электрона; PA+PB−  – состояние с пере-
носом заряда; P+BA− и P+HA−  – состояния с разделенными зарядами; Rba.  – Rhodobacter.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на то что фотохимические реакции 
в реакционном центре (РЦ) исследуются уже не-
сколько десятилетий, предметом дискуссий явля-
ются факторы, определяющие предельно высокую 
эффективность процесса разделения зарядов. В РЦ 
пурпурной бактерии Rhodobacter (Rba.) sphaeroides 
первичным донором электрона  Р является димер 
сильно взаимодействующих между собой молекул 
бактериохлорофилла, РA и  РB. При поглощении 
кванта света первичный донор электрона фото-
окисляется и передает электрон на молекулу мо-
номерного бактериохлорофилла  а  (BA), а затем на 
молекулу бактериофеофитина  а  (НA). Существует 
единое мнение, что молекула BA непосредствен-
но участвует в переносе электрона на  НA  [1–6], 

однако не исключается, что перенос электрона 
может также осуществляться и по механизму 
суперобмена  [7]. В  последнее время появляется 
все больше фактов, что к возбужденному первич-
ному донору электрона может примешиваться 
состояние с переносом заряда  РА+РB−, и это состоя-
ние вовлечено в процесс переноса электрона на 
молекулу  BA [8–12]. Недавно на основе данных, 
полученных методом двумерной спектроскопии, 
было обнаружено, что электронная когерентность 
связывает возбужденное состояние Р* и состояние 
с переносом заряда  РА+РB−, а колебательная коге-
рентность способствует стабилизации состояния 
с разделенными зарядами  Р+BA−, и оба вида ко-
герентности обеспечивают высокую квантовую 
эффективность разделения зарядов в РЦ  [13–16]. 
Ранее методом спектроскопии Штарка были об-
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наружены признаки диполя  РА+РB− в основном 
состоянии первичного донора электрона  [17,  18]. 
В  возбужденном состоянии  Р* признаки частич-
ного разделения зарядов  РАδ+РBδ− были обнару-
жены методом возбуждения–зондирования  [8,  9]. 
Образование состояния с переносом заряда объ-
ясняют процессами электронно-колебательной ре-
лаксации в первичном доноре электрона, которые 
приводят к сдвигу стимулированного излучения 
[19–21]. Возможность существования состояния с 
переносом заряда была показана теоретически. 
В  частности, было высказано предположение, 
что при возбуждении первичного донора элек-
трона происходит сдвиг электронной плотности 
от молекулы РA к  РB, а уровень энергии состоя-
ния с переносом заряда  РА+РB− примешивается к 
экситонным уровням  Р*  [22–24]. Как известно, 
при возбуждении первичного донора электрона Р 
импульсами света длительностью менее 30  фс в 
кинетике стимулированного излучения наблюда-
ются осцилляции, которые связаны с когерент-
ным движением ядерной системы в первичном 
доноре электрона  Р* [25–27]. Теоретическое моде-
лирование осцилляций показало, что в процес-
се разделения зарядов в  РЦ функциональными 
являются моды 130  см−1 и  30  см−1  [28–31]. Кван-
тово-механические вычисления показали, что 
свидетельством образования промежуточного со-
стояния с переносом заряда РА+РB− может являться 
дефазировка низкочастотных колебательных мод, 
проявляющихся в осцилляциях стимулирован-
ного излучения  [11]. Кроме того, на формирова-
ние состояния с переносом заряда существенное 
влияние оказывает экситонное взаимодействие 
между молекулами РA и  РB  [11]. Как известно, 
в результате экситонного взаимодействия про-
исходит расщепление QY  оптического перехода 
первичного донора электрона на нижний  (P−*) и  
верхний  (P+*) экситонные уровни. При криоген-
ных температурах максимум QY-полосы погло-
щения  P смещается от  870  нм до  900  нм. Одним  
из объяснений сдвига длинноволновой полосы 
поглощения P при понижении температуры явля-
ется предположение, что состояние с переносом 
заряда расположено выше нижнего экситонного 
уровня на шкале энергии [32]. Положение уровня 
энергии верхнего экситонного уровня P+* остается 
предметом исследований, и по разным данным 
он находится либо в области 790  нм  [33], либо 
810–815  нм  [34–36], либо при  840  нм  [37].

В данной работе с целью получения новой 
информации о последовательности сверхбыстрых 
стадий разделения зарядов в  РЦ пурпурной бак-
терии Rba.  sphaeroides проведены исследования 
спектральных и кинетических свойств возбужден-
ного первичного донора электрона при селектив-
ном возбуждении первичного донора импульсами 

света длительностью 25 фс. Для визуализации ки-
нетики сильно перекрывающихся спектральных 
полос в дифференциальных спектрах поглощения 
мы использовали метод интервалов. В  реакци-
онных центрах с открытым и заблокированным 
переносом электрона исследовали поглощение 
из возбужденного состояния первичного доно-
ра электрона. В  качестве РЦ с открытым пере-
носом электрона использовали РЦ дикого типа 
Rba.  sphaeroides, а с заблокированным переносом 
электрона  – мутант М160LH  +  L131LH  +  М197FH, 
в котором в криогенных условиях полностью 
блокируется перенос электрона на ближайшие 
акцепторы  – BA  и  HA  [38,  39].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Приготовление образца. Конструирование 
рекомбинантного штамма Rba.  sphaeroides, содер-
жащего мутантные РЦ с аминокислотными заме-
нами в положениях М160LH  +  L131LH  +  М197FH 
было описано в работе Хмельницкого и др.  [40]. 
Реакционные центры Rba. sphaeroides дикого типа 
и мутанта выделяли согласно описанной ранее ме-
тодике  [41]. Для измерений при физиологических 
температурах РЦ были суспендированы в буфере, 
содержащем 20  мМ  Tris-HCl (pH  8,0) и 0,1%  Triton 
X-100, и сконцентрированы до поглощения  0,5 
при 870  нм (длина оптического пути  – 1  мм). 
Для измерений в криогенных условиях образец 
смешивали с глицерином (60%,  v/v), помещали 
в криостат («Specac», Великобритания) и замора-
живали до 100  К. Спектры поглощения реакцион-
ных центров (рис.  П1 в Приложении) измеряли на 
спектрофотометре UV1800  («Shimadzu»,  Япония).

Дифференциальная абсорбционная спек-
троскопия. Фемтосекундные дифференциальные 
спектры поглощения получали с использованием 
спектрометра, работающего по методу накачки–
зондирования. Титан-сапфировый лазер MaiTai SP 
(«Spectra-Physics», США) использовали для генера-
ции импульсов длительностью ~25  фс при дли-
не волны 800  нм и частоте повторения 84  МГц. 
Импульсы генератора поступали в оптический 
регенеративный усилитель Spitfire  Ace («Spectra-
Physics»), на выходе которого получали ~35-фс им-
пульсы на длине волны 800  нм с энергией ~3  мДж 
и частотой повторения 10  Гц. Часть энергии им-
пульса (~750  мкДж) использовали для накачки 
коллинеарного оптического параметрического 
усилителя OPA800CF («Spectra-Physics»), перестраи-
ваемого в диапазоне длин волн 1100–2900  нм. 
Частоту параметрических холостых импульсов 
удваивали на нелинейном кристалле и получали 
излучение на длине волны 870  нм (890  нм) с ши-
риной на половине высоты ~55  нм для селектив-
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ного возбуждения первичного донора электрона 
в реакционных центрах Rba.  sphaeroides (рис.  П1 
в  Приложении). Дисперсию групповой скорости 
параметрического импульса компенсировали 
с  помощью двух призм LakL21 («Newport», США). 
Длительность сжатого возбуждающего импуль-
са не превышала 25  фс. Энергия импульса воз-
буждения составляла ~10  мкДж. Импульсы воз-
буждения ослабляли и фокусировали на кювету 
с образцом так, чтобы возбуждать не более 10% 
первичного донора электрона. Каждый второй 
возбуждающий импульс блокировали синхрон-
ным механическим затвором SR  475 («Stanford 
Research Systems», США). Поляризацию возбужда-
ющего импульса устанавливали параллельно по 
отношению к импульсу зондирующему. В  канале  
зондирования малую долю импульса фундамен-
тальной частоты (~1  мкДж) направляли на по- 
движный ретрорефлектор на платформе M531.DD 
(«Physik Instrumente», Германия), регулирующий 
задержку времени между импульсами возбу-
ждения и зондирования, и использовали для  
генерации суперконтинуума на воде в кварце-
вой кювете толщиной 5  мм. С  помощью свето-
фильтра ИКС1 выделяли спектральную область 
от  750 до  1100  нм. Полученный спектрально 
широкий импульс делили на зондирующий и 
опорный импульсы. Оба импульса вогнутым зер-
калом фокусировали на вращающуюся кварце-
вую кювету с образцом. Длина оптического пути 
кюветы составляла 1  мм. Далее зондирующий и 
опорный импульсы направляли на входную щель 
спектрографа Spectra Pro  2300i («Acton Research», 
США), и спектры излучения регистрировали 
ПЗС-камерой Pixis  400BR («Princeton Instruments», 
США). Для повышения соотношения сигнал/шум 
проводили накопление 500  измерений спектров 
излучения зондирующего и опорного импульсов 
на каждой задержке времени. Спектры излучения 
зондирующего и опорного импульсов использо-
вали для вычисления дифференциальных спек-
тров поглощения (рис.  П2 в  Приложении). В  от-
дельном эксперименте определяли дисперсию 
групповой скорости зондирующего импульса по 
сигналу нерезонансного отклика буферного рас-
твора. В  диапазоне длин волн от  870 до  940  нм 
временная дисперсия составляла порядка ~50  фс. 
С  такой величиной дисперсии длительность зон-
дирующего импульса на отдельной длине волны 
не превышала 25  фс и позволяла исследовать 
осцилляции стимулированного излучения, что 
согласуется с работой итальянских исследовате-
лей  [42]. Для вычисления дважды дифференци-
альных спектров исходные дифференциальные 
спектры поглощения корректировали на вели-
чину дисперсии групповой скорости. Весь массив 
дифференциальных спектров поглощения аппрок-

симировали суммой экспонент с характерными 
амплитудами и временами жизни и получали 
дифференциальные спектры поглощения, связан-
ные с экспоненциальным затуханием (decay-as
sociated difference spectra, DADS)  [43], используя 
программу Glotaran  [44].

Метод интервалов. Кинетику отдельных по-
лос в дифференциальных спектрах поглощения 
строили по методу интервалов  [45]. На  каждой 
задержке времени амплитуду полосы поглощения 
рассчитывали по формуле:

∆А  =  ∆Аm  −  (∆Аm−δ  +  ∆Аm+δ)/2,	 (1)

где ∆Аm  – изменения поглощения в максимуме 
полосы, ∆Аm−δ и  ∆Аm+δ  – изменения поглощения в 
равноудаленных от максимума точках спектра, 
δ – величина смещения от максимума полосы. Ки-
нетику полосы поглощения получали, применяя 
указанную выше формулу к исходным дифферен-
циальным спектрам поглощения на всех задерж-
ках времени. Зависимость построенной таким об-
разом амплитуды полосы поглощения от времени 
отличается от кинетики изменений поглощения 
на фиксированной длине волны тем, что она пре-
имущественно принадлежит исследуемой полосе 
поглощения и в значительно меньшей степени 
содержит вклад соседних спектральных компо-
нентов. Полученные кинетические кривые изме-
нений поглощения сдвигали на шкале времени 
на величину дисперсии зондирующего импульса. 
Очевидно, что этот подход дает хороший резуль-
тат при исследовании спектрально узких полос, 
например полосы поглощения анион-радикала 
BA− при 1020 нм или QX-полосы поглощения моле-
кулы HA− при 545 нм [45], и менее эффективен для 
перекрывающихся полос большой спектральной 
ширины.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование стимулированного излучения 
возбужденного первичного донора электрона в 
РЦ Rba.  sphaeroides. На  рис.  1,  а представлены 
дифференциальные спектры поглощения, изме-
ренные в ближней инфракрасной области спектра 
на выбранных задержках времени при селектив-
ном возбуждении первичного донора электрона 
импульсами света длительностью ~25  фс. На  за-
держке времени 40  фс выцветание длинновол-
новой полосы поглощения первичного донора 
электрона достигает максимального значения. 
В  дифференциальном спектре поглощения на 
этой задержке времени наблюдается отрицатель-
ная полоса с максимумом при 870  нм, обуслов-
ленная выцветанием полосы поглощения  Р870 и 



ХРИСТИН и др.1266

БИОХИМИЯ том 89 вып. 7 2024

Рис. 1. Дифференциальные спектры поглощения РЦ Rba.  Sphaeroides  (а) на задержках времени 40  фс  (кри-
вая 1), 180 фс (кривая 2), 300 фс (кривая 3), 1,5 пс (кривая 4) и 210 пс (кривая 5), измеренные при температуре 
293  К. б  – Дважды дифференциальные спектры поглощения, полученные вычитанием спектров на задерж-
ках времени: 40  фс минус 210  пс  (кривая  1), 1,5  пс минус 210  пс  (кривая  2), 180  фс минус 1,5  пс  (кривая  3) 
и 300  фс минус 1,5  пс  (кривая  4); пунктиром показан спектр  ∆А, измеренный на задержке времени  210  пс

стимулированным излучением из возбужденного 
состояния (рис.  1,  а; кривая  1). К  задержке време-
ни 180  фс стимулированное излучение смещается 
из максимума поглощения первичного донора 
в  длинноволновую область спектра (рис.  1,  а; 
кривая  2). При увеличении времени задержки до 
300  фс происходит смещение стимулированного 
излучения в коротковолновую область, связан-
ное с обратимыми осцилляциями (рис.  1,  а; кри-
вые 2 и 3), которые затухают к задержке времени 
~1,5  пс  (рис.  1,  а; кривая  4). На  задержке времени 
210  пс в дифференциальном спектре поглощения 
стимулированное излучение полностью отсутству-
ет  (рис. 1, а; кривая 5). Таким образом, из рис.  1,  а 
видно, что с течением времени стимулированное 
излучение смещается на шкале длин волн.

Для того чтобы найти положение максимума 
стимулированного излучения на разных задерж-
ках времени мы построили дважды дифференци-
альные спектры поглощения  (рис.  1,  б). Так, на 
задержке времени 40  фс в дважды дифференци-
альном спектре, полученном вычитанием диффе-
ренциального спектра, измеренного на задержке 
времени 210  пс, из спектра, измеренного на за-
держке времени 40  фс, наблюдается стимулиро-
ванное излучение, совпадающее с длинноволно-
вой полосой поглощения  P870  (рис.  1,  б; кривая  1). 
Очевидно, что на задержке времени ~40  фс стиму-
лированное излучение локализовано в максиму-
ме полосы поглощения  Р, поскольку первичный 
донор электрона селективно возбуждался импуль-
сами света, спектр излучения которых практиче-
ски совпадал с полосой поглощения  Р  (рис.  1,  б 
(пунктир); рис.  П1 в  Приложении). Максимум не 
осциллирующего стимулированного излучения 
можно наблюдать в дважды дифференциальном 

спектре, полученном вычитанием дифференци-
ального спектра поглощения, измеренного на 
задержке времени 210  пс, из дифференциального 
спектра на задержке времени 1,5  пс (рис.  1, б; кри-
вая  2). Как видно из рис.  1, максимум этого излу-
чения находится в области ~915  нм и совпадает 
с максимумом спонтанной флуоресценции  [46]. 
Осциллирующие компоненты стимулированного 
излучения проявляются в дважды дифференци-
альных спектрах, полученных вычитанием диффе-
ренциального спектра, измеренного на задержке 
времени 1,5  пс, из дифференциальных спектров, 
измеренных на задержках времени 180 фс и 300 фс.  
Из  сопоставления переходных спектров на за-
держках времени 180  и  300  фс, представленных 
на рис.  1,  а  (кривые  2  и  3), можно заметить, что 
максимальные изменения стимулированного 
излучения наблюдаются на длинах волн 885  нм 
и 960  нм. Однако из дважды дифференциальных 
спектров поглощения (рис. 1, б; кривые 3 и 4) вид-
но, что стимулированное излучение на задержке 
времени 180  фс и на задержке времени 300  фс в 
силу большой ширины различается на этих дли-
нах волн, но имеет максимум излучения при 
940  нм или 905  нм соответственно. Можно пред-
положить, что максимум стимулированного излу-
чения в результате колебательной релаксации об-
ратимо смещается на шкале длин волн в области 
905–940  нм и после нескольких периодов модуля-
ций локализуется в области 915  нм. Однако при 
разложении дифференциального спектра погло-
щения на сумму гауссовых полос на отдельных 
задержках времени стимулированное излучение 
не описывается одной гауссовой функцией. Так, 
на задержке времени 180  фс наблюдается одно-
временно и излучение при 915  нм, и излучение 
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при 940  нм  (рис.  П3 в  Приложении). Стимулиро-
ванное излучение при 940  нм особенно хорошо 
выражено в виде отчетливого плеча на длинно-
волновом склоне полосы  Р в дифференциальных 
спектрах поглощения, измеренных при криоген-
ных температурах (рис.  П2 в  Приложении). Пред-
ставленные на рис.  1 спектры позволяют заклю-
чить, что стимулированное излучение отражает 
как некогерентную, так и когерентную динами-
ку возбужденного первичного донора электрона. 
Максимум стимулированного излучения наблю-
дается при 915  нм, а излучение при 905 и 940  нм 
проявляется в виде сателлитов основного излу-
чения, возникающих вследствие либо частотной, 
либо амплитудной модуляции.

Кинетические кривые стимулированного 
излучения, полученные методом интервалов. 
Для того чтобы визуализировать кинетику полос 
стимулированного излучения мы использовали 
метод интервалов. В стационарном спектре погло-
щения длинноволновая полоса поглощения пер-
вичного донора электрона при 870  нм имеет ши-
рину на половине высоты ~60  нм. Мы построили 
кинетическую кривую отрицательной полосы с 
максимумом при 870  нм на интервале длин волн 
от  840 до  900  нм  (рис.  2,  а). Представленная на 
рис.  2,  а кинетика обусловлена как выцветанием  
полосы поглощения первичного донора электро-
на, так и стимулированным излучением, лока-
лизованным в максимуме поглощения  Р, которое 
удваивает амплитуду выцветания. Стимулиро-
ванное излучение спадает с константой времени 
~60  фс вследствие смещения излучения из макси-
мума поглощения первичного донора в длинно-
волновую область. В кинетике отрицательной по-
лосы при 870  нм наблюдается лишь одна слабая 
осцилляция на задержке времени ~300  фс, кото-
рая, возможно, является результатом вклада ос-
циллирующего излучения при 905  нм. Наблюдае-
мое смещение стимулированного излучения из 
области поглощения  Р может быть обусловлено 
сдвигом Стокса  [12,  21,  47] либо образованием со-
стояния с переносом заряда  [47].

Исходя из того, что стимулированное излу-
чение проявляется в дважды дифференциальных 
спектрах поглощения в виде отрицательных по-
лос, соизмеримых по ширине с полосой поглоще-
ния  Р  (рис.  1,  б), мы построили методом интерва-
лов кинетику полос поглощения с максимумами 
при  940 и 915  нм на интервалах длин волн 910–
970  нм и 885–945  нм соответственно (рис. 2, б и в). 
Следует отметить, что выцветающая полоса по-
глощения первичного донора электрона, пере-
крывающаяся со стимулированным излучением 
и доминирующая по амплитуде, при построении 
кинетических кривых методом интервалов вносит 
положительный вклад в области от 900 до 970  нм. 

Рис. 2. Кинетические кривые изменений поглощения 
при 870  нм  (а), при 940  нм  (б) и при 915  нм  (в) в  РЦ 
Rba.  sphaeroides, полученные методом интервалов 
при температуре 293  К. Вклад стимулированного из-
лучения выделен на рисунке серым цветом. Сплош-
ной линией показана аппроксимация кинетики при 
915 нм одной экспонентой. Пунктиром показаны по-
ложительные изменения, связанные с  вкладом вы-
цветания полосы поглощения первичного  донора  Р. 
На вставке представлена кинетическая кривая при 
940 нм на шкале времени от -0,5 до 10 пс
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Если бы стимулированное излучение при  915 и 
940  нм отсутствовало, то наблюдался бы только 
этот положительный компонент и кинетика 
его (рис. 2, б и в; пунктир) совпадала бы с кинети-
кой, приведенной на  рис.  2,  а. Стимулированное 
излучение при  915 и 940  нм наблюдается на базе 
этого положительного компонента. Обращает на 
себя внимание, что на всех субпикосекундных 
задержках времени наблюдается как некогерент-
ное стимулированное излучение возбужденного 
первичного донора электрона при 915  нм, так и 
когерентное излучение при  940  и  905  нм.

Стимулированное излучение с максимумом 
при 940  нм, выделенное на рис.  2,  б серым цве-
том, осциллирует с основным периодом ~240  фс. 
На  вставке к рис.  2,  б (см.  также рис.  П4 в  При-
ложении) видно, что стимулированное излучение 
при 940  нм затухает к задержке времени ~1,5  пс 
и не содержит 3,5-пс экспоненциального компо-
нента, поскольку кинетическая кривая на задерж-
ках времени от  1,5  пс и до десятков пикосекунд  
не отличается от положительных изменений, об-
условленных выцветанием полосы поглощения 
первичного донора электрона. Исходя из того, 
что в кинетике при 940  нм осцилляции смеще-
ны в отрицательную область поглощения, можно 
предположить наличие монотонного компонента. 
Поэтому мы аппроксимировали кинетическую 
кривую линейной комбинацией затухающих гар-
монических функций и экспоненциального ком-
понента (сплошная линия на рис.  П5  в  Приложе-
нии) согласно уравнению:

f(t) = ΣiAicos(2πtvi * 0,03 + φi)e−  + A1e− .	 (2)

Кинетика затухания стимулированного излу-
чения при 940  нм удовлетворительно описыва-
ется частотами 136  см−1 и 225  см−1, затухающими 
с константами времени 280  фс и 190  фс соответ-
ственно, и монотонного компонента, который 
затухает с константой времени 0,9  пс (рис.  П5 
в  Приложении). Осциллирующие составляющие 
стимулированного излучения при 940  нм и на-
блюдаемые в противофазе к ним осцилляции 
при 885  нм (рис.  П4,  г  в  Приложении) относи-
тельно изобестической точки при 915  нм могут 
указывать на колебательную когерентность воз-
бужденного первичного донора электрона. Сле-
дует отметить, что мода ~136  см−1, найденная в 
осциллирующей составляющей кинетики 940  нм, 
доминирует по амплитуде и имеет теоретическое  
обоснование в литературе, а мода ~225  см−1 не 
находит однозначного соответствия. Не исклю-
чается, что в осцилляциях могут присутствовать 
и другие моды, однако, вероятно, их амплитуды 
слишком малы. Функциональное значение моды 
136  см−1 обсуждается в ряде теоретических работ 

t
τi

t
τ1

[28–31], причем величина этой моды, согласно ли-
тературным данным, меняется в диапазоне от 100 
до  150  см−1. В  частности, методами молекулярной 
динамики показано, что в основном состоянии 
первичного донора электрона относительные 
энергии PA и PB модулируются аксиальным враще-
нием гистидинов L168 и  M202 относительно оси  
Mg-N c частотами ~50  см−1 и 100  см−1, что приво-
дит к температурному уширению длинноволно-
вой полосы поглощения  Р  [29]. При электронном 
возбуждении первичного донора электрона вра-
щение гистидина  M202 с характерной частотой 
100  см−1 выборочно понижает энергию  PB, что 
приводит к однонаправленному смещению элек-
тронной плотности от  PA к  PB и определяет коор-
динату реакции, вдоль которой эволюционирует 
возбужденное состояние. За счет вращения гисти-
дина  M202 происходит смещение протона моле-
кулы воды  А в сети водородных связей с часто-
той  30–35  см−1 и усиливается сопряжение между 
Р и BA  [30]. В  то же время смещение протона от 
3′-ацетила  PA в сторону гистидина  L168 снижает 
движущую силу рекомбинации зарядов. С  помо-
щью стохастической модели Ланжевена была 
рассчитана динамика отклика белка в ответ на 
образование диполя РА+РB− в первичном доноре 
электрона  [31]. В  частности, показано, что мода 
118  см−1 со временем затухания >1,1  пс связана с 
колебаниями альфа-спиралей белка при формиро-
вании диполя  РА+РB−.

Стимулированное излучение с максимумом 
при 915  нм является доминирующим и, так же как 
излучение при 940  нм, наблюдается на фоне по-
ложительных изменений, обусловленных выцве-
танием полосы поглощения  P870. Это излучение, 
выделенное на рис.  2 серым цветом, монотонно 
затухает с константой времени ~3,5  пс (рис.  2,  в; 
сплошная линия). Так как стимулированное излу-
чение с максимумом 915  нм совпадает с максиму-
мом спонтанной флуоресценции возбужденного 
первичного донора электрона, то это излучение, 
по всей видимости, происходит с нулевого коле-
бательного подуровня нижнего экситонного уров-
ня возбужденного состояния первичного донора 
электрона  P−*.

Влияние процесса разделения зарядов на 
колебательную когерентность возбужденного 
первичного донора электрона. Для выяснения 
возможного вклада осциллирующего излучения в 
процесс разделения зарядов мы сопоставили ки-
нетику стимулированного излучения при 940  нм 
с кинетикой полосы поглощения анион-ради-
кала первичного акцептора электрона  BA− при 
1025  нм, построенной таким же методом, изме-
ренной в тех же экспериментальных условиях. 
Из  рис.  3,  а видно, что при физиологической тем-
пературе  (293  К) затухание осциллирующего сти-
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Рис. 3. Кинетика стимулированного излучения при 940  нм (открытые символы) и кинетика полосы погло-
щения анион-радикала  BA− при 1025  нм (закрытые символы), измеренные при температуре 293  К  (а) и при 
температуре 100 К (б) в РЦ Rba. sphaeroides. Амплитуда первого пика стимулированного излучения нормиро-
вана с максимальным нарастанием полосы поглощения при 1025  нм. Двусторонняя стрелка показывает за-
держку времени, на которой полное затухание излучения совпадает с полным нарастанием поглощения BA−

мулированного излучения при 940  нм совпадает 
по времени с нарастанием полосы поглощения 
анион-радикала  BA− при 1025  нм (двусторонняя 
стрелка). Неслучайность такого совпадения под-
тверждается тем, что в криогенных условиях за-
тухание излучения так же коррелирует с нараста-
нием полосы поглощения при 1025  нм  (рис.  3,  б).

Выше было показано  (рис.  2,  б), что кинетика 
затухания излучения при 940  нм аппроксимиру-
ется затухающими модами 136  см−1 и 225  см−1 и 
не осциллирующим компонентом. Поскольку за-
тухание осциллирующих мод происходит гораздо 
быстрее, с константами времени затухания ~280 
и ~190  фс, то можно предположить, что с нара-
станием полосы поглощения анион-радикала  BA− 
при 1025  нм коррелирует затухание монотонного 
компонента с константой времени ~0,9  пс в кине-
тике при 940  нм. Учитывая, что кинетика поло-
сы поглощения анион-радикала  BA− при 1025  нм 
инвертирована, а затухание компонента ~0,9  пс 
в кинетике стимулированного излучения при 
940  нм совпадает со временем жизни состояния 
с разделенными зарядами  P+BA−, можно предпо-
ложить, что затухание когерентного излучения 
возбужденного первичного донора электрона 
обусловлено обратной реакцией переноса элек-
трона  Р*  ←  P+BA−.

Глобальный анализ массива данных. По-
скольку, согласно представленным выше данным, 
стимулированное излучение при 915  нм и 940  нм 
затухает с разными константами времени, мы 
аппроксимировали экспериментальный массив 
данных методом глобального анализа с кинетиче-
скими компонентами ~1  пс и 3,5  пс (<1  пс и 1,2  пс 
при криогенной температуре) и незатухающим 
компонентом на шкале времени эксперимента 
(200  пс). В  спектре DADS, связанном с незатухаю-

щим компонентом (рис. 4, кривая 3), наблюдаются 
отрицательная полоса при 870  нм, слабая поло-
жительная полоса, принадлежащая поглощению 
анион-радикала вторичного электронного акцеп-
тора – молекулы HA− – при 960  нм на фоне положи-
тельного бесструктурного поглощения Р+, которые 
отражают состояние с разделенными заряда-
ми  Р+HA−. В  спектре  DADS с константой времени 
3,5  пс  (рис.  4; кривая  2) затухание стимулирован-
ного излучения при 915  нм (отрицательная поло-
са при 915  нм) происходит с той же константой 
времени, что и нарастание полосы поглощения 
анион-радикала  BA− (положительная полоса при 
1025  нм). Спектр DADS, связанный с константой 
затухания 0,8  пс  (рис.  4; кривая  1), подтверждает 
обнаруженную выше корреляцию. Действитель-
но, затухание положительных изменений при 
890  нм и отрицательных изменений при 940  нм, 
отражающих сателлиты стимулированного излу-
чения, происходят с той же константой времени, 
что и затухание полосы поглощения анион-ра-
дикала  BA− (отрицательная полоса при 1025  нм).  
Представленные на  рис.  3  и  4 данные находятся 
в согласии с общепринятыми представлениями 
о механизме двухшагового переноса электрона 
на HA через молекулу  BA [3, 5, 6]. Затухание осцил
лирующего стимулированного излучения воз-
бужденного первичного донора электрона корре-
лирует со временем жизни состояния  P+BA−, что 
является свидетельством обратимости переноса 
электрона на молекулу  BA и образования состоя-
ния с разделенными зарядами P+BA−, время жизни 
которого составляет 0,8  пс  (0,4  пс  при  100  К).

Исследование поглощения возбужденного 
первичного донора электрона при переходе 
P*  →  P** в РЦ Rba.  sphaeroides. Возбужденный 
первичный донор электрона характеризуется 



ХРИСТИН и др.1270

БИОХИМИЯ том 89 вып. 7 2024

Рис. 4. Дифференциальные спектры поглощения РЦ Rba.  sphaeroides, связанные с экспоненциальным зату-
ханием (decay-associated difference spectra, DADS), измеренные при физиологической температуре  (а) и при 
температуре 100  К  (б)

Рис. 5. Дифференциальные спектры поглощения РЦ Rba.  sphaeroides дикого типа на задержке времени 
60  фс  (кривая  1) и 170  фс  (кривая  2)  (а) и РЦ тройного мутанта на задержке времени 80  фс  (кривая  1) 
и  380  фс  (кривая  2)  (б), измеренные при температуре 100  К. На  вставках (панели  а  и  б) показана область 
полосы поглощения  Р* при 810  нм. Величина положительной дисперсии зондирующего импульса в диапа-
зоне длин волн 810–940  нм составляет  ~100  фс

не только стимулированным излучением, но и 
поглощением из возбужденного состояния при 
переходе P*  →  P**. Мы исследовали поглощение 
возбужденного донора при 810 нм в реакционных  
центрах Rba.  sphaeroides дикого типа (с откры-
тым переносом электрона) и мутанта М160LH  + 
+  L131LH  +  М197FH (с заблокированным пере-
носом электрона при криогенных температурах).

На рис.  5 представлены дифференциальные 
спектры поглощения реакционных центров с 
открытым и с заблокированным переносом элек-
трона на молекулу  BA, измеренные в ближней 
инфракрасной области при возбуждении первич-
ного донора электрона импульсами света дли-

тельностью 25  фс на длине волны 890 нм. И в том 
и в другом случае дифференциальные спектры 
поглощения отражают эволюцию возбужденного 
первичного донора электрона. Они характеризу-
ются выцветанием полосы поглощения первич-
ного донора из основного состояния при 890  нм и 
стимулированным излучением из возбужденного 
состояния на длинноволновом склоне выцвета-
ющей полосы  Р, а также узкой положительной 
полосой поглощения возбужденного первичного 
донора, имеющей максимум ~810  нм, которую 
приписывают переходу первичного донора с ниж-
него экситонного уровня  P−* на более высокий 
возбужденный уровень Р**  [26,  27]. На  задержках 
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времени от 60 до 170  фс, когда в реакционных цен-
трах с открытым переносом электрона амплитуда 
полосы поглощения возбужденного первичного 
донора электрона при 810  нм достигает своего 
максимального значения, максимум стимулиро-
ванного излучения из возбужденного состояния 
первичного донора электрона смещается от  890 
до  940  нм  (рис.  5,  а). В  реакционных центрах му-
танта с повышенным потенциалом происходит 
подобное длинноволновое смещение стимулиро-
ванного излучения из возбужденного состояния 
примерно на тех же временах  (рис.  5,  б). Обраща-
ет на себя внимание, что в РЦ с заблокированным 
переносом электрона на задержках времени от 80 
до  380  фс наблюдается увеличение амплитуды 
полосы поглощения возбужденного первичного 
донора при 810  нм (рис.  5,  б; вставка), в то время 
как в РЦ с открытым переносом электрона по-
лоса поглощения  Р* при 810  нм не увеличивает-
ся (рис.  5, а; вставка). Прирост амплитуды полосы 
поглощения при 810  нм на таких задержках вре-
мени нельзя объяснить действием возбуждающего 
импульса, но этот прирост отражает увеличение 
концентрации возбужденного первичного донора  
электрона.

Для выявления спектральных изменений 
в РЦ с заблокированным переносом электрона, 
связанных с ростом амплитуды полосы погло-
щения при 810  нм, мы построили дважды диф-
ференциальные спектры, вычитая дифферен- 
циальный спектр, измеренный на задержке време- 
ни 220  фс из дифференциальных спектров, изме-
ренных на задержках времени 260, 300 и 340  фс   
(рис.  6).

Представленные на рис.  6 дважды диффе-
ренциальные спектры поглощения реакцион-
ных центров мутанта М160LH  +  L131LH  +  М197FH 
Rba.  sphaeroides показывают, что на задержках 
времени более 200  фс действительно происходит 
увеличение амплитуды узкой спектральной поло-
сы с максимумом при 810  нм. Поскольку положи-
тельная полоса при 810  нм принадлежит поглоще-
нию первичного донора электрона при переходе  
P*  →  P**, то прирост полосы поглощения при 
810  нм, по-видимому, обусловлен увеличением 
концентрации возбужденного первичного донора 
электрона  P*. Однако в области полосы поглоще-
ния  Р при 890  нм, выцветание которой обуслов-
лено переходом первичного донора электрона из 
основного в возбужденное состояние, изменений 
поглощения не происходит (показано стрелкой) 
и, следовательно, количество возбужденного пер-
вичного донора электрона остается неизменным. 
Можно заметить, что прирост амплитуды полосы 
поглощения при 810  нм сопровождается увели-
чением стимулированного излучения с нижне-
го экситонного уровня при 920  нм и уменьше- 

нием стимулированного излучения при 940  нм 
(рис.  6). Это позволяет предположить, что при 
блокировании переноса электрона на молеку-
лу  BA на задержках времени от  220 до  340  фс в 
возбужденном первичном доноре электрона про-
исходит электронный переход на нижний экси-
тонный уровень  P−* с уровня энергии, располо-
женного на шкале энергии выше. Представляется 
маловероятным, что это электронный переход с 
верхнего экситонного уровня. Процесс внутрен-
ней конверсии электронного возбуждения между 
верхним  P+* и нижним  P−* экситонными уров-
нями происходит гораздо быстрее (25–100  фс)  
[36,  37,  47].

На рис.  7 представлена кинетика полосы по-
глощения при 810  нм в реакционных центрах с 
открытым (кривая  1) и с заблокированным пере-
носом электрона (кривая  2), построенная в интер-
вале длин волн от 805 до 815  нм. Из рисунка видно, 
что нарастание полосы поглощения при 810  нм,  
обусловленное поглощением света, в открытых 
и закрытых реакционных центрах завершается к 
задержке времени ~60  фс. В  открытых реакцион-
ных центрах на более поздних задержках време-
ни амплитуда полосы поглощения при 810  нм не 
изменяется, а затем экспоненциально спадает с 
константой времени ~1,2  пс вследствие переноса 
электрона от возбужденного первичного донора 
в активную цепь кофакторов. В  закрытых реак-
ционных центрах, начиная с задержки времени 
200  фс, происходит прирост полосы поглощения 
при 810  нм примерно на 24%, по сравнению с РЦ 
с открытым переносом электрона, с константой 

Рис. 6. Дважды дифференциальные спектры по-
глощения РЦ мутанта М160LH  +  L131LH  +  М197FH 
Rba.  sphaeroides, полученные вычитанием диффе-
ренциального спектра, измеренного на задержке 
времени 220  фс из дифференциальных спектров, из-
меренных на задержках времени 260  фс  (кривая  1), 
300  фс  (кривая  2) и  340  фс  (кривая  3) при темпера-
туре 100  К. Стрелкой показана длина волны макси-
мума полосы поглощения  Р
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Рис. 7. Кинетические кривые полосы поглощения 
при 810  нм в РЦ Rba.  sphaeroides дикого типа (кри-
вая  1) и мутанта М160LH  +  L131LH  +  М197FH (кри-
вая  2) при температуре 100  К. Пунктирная линия 
показывает амплитуду полосы поглощения при 
взаимодействии возбуждающего и зондирующего 
импульсов, а штрихпунктирная линия – прирост по-
лосы поглощения в РЦ мутанта на задержках време-
ни больше длительности аппаратной функции (дву-
сторонняя  стрелка)

времени порядка 100  фс, характерной для пере-
ходов между электронными уровнями. Это позво-
ляет заключить, что наблюдаемый прирост поло-
сы поглощения при 810  нм отражает увеличение 
концентрации первичного донора электрона на 
нижнем экситонном уровне  P−* первого синглет-
ного возбужденного состояния.

Поскольку в открытых РЦ Rba.  sphaeroides 
такого процесса не происходит, то можно пред-
положить, что на задержках времени порядка 
200  фс возбужденный первичный донор электро
на продолжает оставаться в суперпозиции двух 
состояний, имеющих разные электронные уровни 
энергии. Одно из них  – нижнее экситонное со-
стояние P−* заселяется с вероятностью 76%, имеет 
максимум поглощения при 810  нм и стимулиро-
ванное излучение при 915  нм. Второе состояние 
заселяется с вероятностью  24%, расположено на 
шкале энергии выше состояния  P−* и не имеет 
поглощения при 810  нм. Проведенные ранее тео-
ретические расчеты показали, что к первичному 
донору электрона в основном состоянии при-
мешивается состояние с переносом заряда. Это 
состояние характеризуется тем, что: (1)  оно при-
мешивается на  25%; (2)  уровень энергии состоя-
ния с переносом заряда расположен выше уровня 
энергии нейтрального первичного донора элек-
трона; (3)  состояние с переносом заряда не име-
ет собственного поглощения  [11, 32,  48]. Все эти 
признаки применимы к верхнему электронному 
состоянию и позволяют идентифицировать его 
как  PA+PB−.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные в работе данные показы-
вают, что в РЦ Rba.  sphaeroides при селектив-
ном возбуждении первичного донора электрона 
импульсами света длительностью ~30  фс наблю-
дается спектральная и кинетическая неоднород-
ность  Р. Смещение стимулированного излучения 
возбужденного первичного донора  Р* в длинно-
волновую область спектра с константой вре-
мени ~60  фс, по-видимому, обусловлено сдвигом 
Стокса  [12, 21, 47] либо образованием состояния с 
переносом заряда  [47]. Как видно из дважды диф-
ференциальных спектров поглощения  (рис.  1,  б; 
кривые  3 и 4) на задержках времени более ~120  фс 
когерентная динамика возбужденного первич-
ного донора характеризуется стимулированным 
излучением при 915  нм с сателлитами при 940  нм 
и 905  нм. Стимулированное излучение с максиму-
мом при 915  нм монотонно затухает с констан-
той времени ~3,5  пс  (рис. 2, в; сплошная линия), а 
кинетика осциллирующих сателлитов при 890  нм 
и в области 940  нм (вставка на рис.  2, б; рис.  П4, г 
в  Приложении) коррелирует со временем жиз-
ни состояния с разделенными зарядами  P+BA−. 
Спектральная локализация стимулированного 
излучения в разные моменты времени и кине-
тическая гетерогенность излучения могут свиде-
тельствовать о том, что возбужденный первич-
ный донор электрона находится в суперпозиции 
двух состояний. Результаты глобального анализа 
исходных данных (рис.  4; кривая  1) позволяют 
предположить, что затухание стимулированно-
го излучения при 940  нм происходит с той же 
константой времени, что и затухание состояния 
с разделенными зарядами  P+BA−. В  этом случае 
полученные данные находятся в согласии с тем, 
что существует обратная реакция переноса элек-
трона от  молекулы  BA− на  Р*. Исследование воз-
бужденного донора электрона в тройном мутанте 
показало, что блокирование переноса электрона 
на молекулу  BA выявляет признаки двух элек-
тронных состояний. Эти результаты согласуются 
с теоретическими и экспериментальными данны-
ми, согласно которым к возбужденному первич-
ному донору электрона примешивается комплекс 
с переносом заряда  PA+PB−, включенный в процесс 
обратимого переноса электрона от возбужденного 
первичного донора электрона  P* на ближайший 
акцептор электрона.
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татов исследования; А.М.  Христин, Р.А.  Хатыпов  – 
написание и редактирование текста статьи.
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FEMTOSECOND DYNAMICS OF AN EXCITED PRIMARY  
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OF THE PURPLE BACTERIUM Rhodobacter sphaeroides
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Femtosecond transient absorption spectroscopy spectroscopy was used to study the dynamics of the 
excited primary electron donor in the reaction centers of the purple bacterium Rhodobacter sphaeroi-
des. Using global analysis and the interval method, a correlation was found between the vibrational 
coherence damping of the excited primary electron donor and the lifetime of the charge-separat-
ed state  P+BA–, indicating the reversibility of electron transfer to the primary electron acceptor,  
the  BA molecule. In the reaction centers, signs of superposition of two electronic states of  P were 
found for a delay time of less than 200  fs. It is suggested that the admixture value of charge transfer 
state PA+PB– with the excited primary electron donor P* is about 24%. The results obtained are discussed 
in terms of the two-step electron transfer mechanism.

Keywords: femtosecond spectroscopy; bacterial reaction centers; charge transfer state; photochemical 
charge separation
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