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Родопсин эубактерии Exiguobacterium sibiricum (ESR) выполняет функцию светозависимого 
протонного транспорта. В основе работы ESR лежит сверхбыстрая фотохимическая реакция 
изомеризации ретинального хромофора, которая запускает темновые процессы, замкнутые в фотоцикл. 
Многие параметры фотоцикла определяются степенью протонирования первичного противоиона 
хромофорной группы и акцептора протона Asp85. ESR в мицеллах детергента наиболее эффективно 
прокачивает протоны при рН > 9, когда Asp85 почти полностью депротонирован. В настоящей работе 
методом фемтосекундной абсорбционной лазерной спектроскопии была исследована фотохимическая 
реакция ESR при рН 9.5. Показано, что фотоизомеризация хромофорной группы протекает за 
0.51 пс, а вклад реакционного возбужденного состояния составляет ~80%. Сравнение с данными, 
полученными нами ранее при рН 7.4, показало, что при рН 9.5 реакция протекает значительно 
быстрее и эффективнее. Это подтверждает важную роль степени протонирования противоиона 
хромофорной группы в фотоактивируемых процессах родопсинов.
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Сокращения: RPSB – протонированное основание Шиффа ретиналя (retinal protonated Schiff base); ESR – родопсин эубакте-
рии Exiguobacterium sibiricum; ESA – поглощение из возбужденного состояния (excited state absorption); SE – вынужденное 
испускание (stimulated emission); GSB – выцветание основного состояния (ground state bleaching); PA – поглощение продукта 
фотореакции (product absorption); волновой пакет – набор когерентных возбужденных колебательных состояний; ППЭ – по-
верхность потенциальной энергии; FC – франк-кондоновское (Frank–Condon) состояние; CI – коническое пересечение по-
верхностей потенциальной энергии (conical intersection); HOOP – внеплоскостные колебания атомов водорода (hydrogen-out-
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ВВЕДЕНИЕ

В родопсинах I типа (микробных родопсинах) 
хромофорная группа – протонированное основа- 
ние Шиффа ретиналя (RPSB) – под действием 
света изомеризуется из полностью транс- в 13-цис-
форму [1]. Параметры этой фотохимической реак- 
ции существенно зависят от ближайшего белко- 
вого окружения. Один из основных факторов –  
отрицательно заряженный первичный противоион 
и акцептор протона, координирующий поло- 
жительный заряд RPSB. В родопсине почвенной 
эубактерии Exiguobacterium sibiricum (ESR) эту 
функцию выполняет консервативный остаток 
Asp85, который, благодаря влиянию остатка His57,  
имеет сложную кривую титрования с pKa 2.3, 6.0  
и 9.1 (в мицеллах детергента n-додецил-β-D-маль- 
топиранозида (DDM)) [2, 3]. Такой аспартат-
гистидиновый комплекс характерен для протео- 
родопсинов – наиболее распространенной группы 
микробных родопсинов, в которую также входит и 
ESR. В работах [2–6] было показано, что максимум 
поглощения ESR и параметры его фотоцикла 
(рис. 1) в субнано-миллисекундном временно́м 
диапазоне коррелируют с верхним значением 
pKa Asp85-His57. При рН выше этого значения, 
когда Asp85 и His57 полностью депротонированы, 
протоны прокачиваются наиболее эффективно. 

С одной стороны, это связано с активной ролью 
Asp85 как акцептора протона на стадии продукта 
М1 (рис. 1), а с другой – с возможным влиянием 
этого остатка на параметры фотореакции хромо- 
форной группы. 

Целью данной работы было выяснить, влияет  
ли степень протонирования первичного проти- 
воиона хромофорной группы и акцептора протона 
Asp85 на динамику первичных процессов фото- 
превращения ESR. Исследование проводили ме- 
тодом фемтосекундной абсорбционной лазерной 
спектроскопии в детергентном экстракте ESR при 
рН 9.5. Данные экспериментов были сопоставлены 
с ранее полученными результатами исследования 
фотопревращения ESR при рН 7.4 [7]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Спектры поглощения. На рис. 2 представлены 
стационарные спектры поглощения темно- и 
светоадаптированных образцов ESR, а также 
спектр возбуждающего импульса, использован- 
ного в экспериментах с фемтосекундным времен- 
ны́м разрешением. Положение максимума спект- 
ров поглощения ESR сильно зависит от рН [2] и  
при рН 9.5 составляет 524 нм для темноадаптиро- 
ванной формы. При световой адаптации наблю- 
дается незначительное смещение максимума 
поглощения на 1 нм в синюю область с небольшим 
падением коэффициента экстинкции. Это, скорее 
всего, отражает переход RPSB из полностью 
транс- в 13-цис-форму в небольшой доле молекул, 
как было показано для ESR при рН 7.4 [7].

Фемтосекундная спектроскопия ESR. 
На рис. 3а представлены дифференциальные 
спектры фотоиндуцированного поглощения ESR,  
зарегистрированные в диапазоне 400–880 нм. 
После действия возбуждающего импульса наблю- 
даются сигналы поглощения (ESA, excited state 
absorption) и вынужденного испускания (SE, 
stimulated emission) из возбужденного состояния I,  
выцветания исходного состояния ESR (GSB, 
ground state bleaching) и поглощения продуктов фо- 
тореакции J и K (PA, product absorption) (рис. 1 и 3).  
Сигналы ESA присутствуют в коротковолновой 
(ESA1) и длинноволновой (ESA2) спектральных 
областях. Наблюдаемые сигналы характерны для 

 

Рис. 1. Фотоцикл ESR [3, 7].
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первичных реакций ретиналь-содержащих белков 
[8–13].

Как видно из рис. 3а, ко времени задержки 
200 фс образуются ярко выраженная полоса 
ESA1 (400–500 нм) и слабо выраженные полосы 
ESA2 (570–680 и 700–800 нм), которые частично 
перекрываются с полосами GSB (500–550 нм) и SE 
(670–880 нм). Ко времени задержки 1 пс сигналы 
ESA1, SE и GSB значительно уменьшаются, а в  
области 550–700 нм образуется полоса погло- 
щения первого продукта J, содержащего RPSB в  
13-цис-форме. Сигнал РА за последующие 10– 
20 пс смещается в синюю область на 15 нм с неболь- 
шим снижением интенсивности, что отражает 
образование следующего продукта K в процессе 
колебательной релаксации RPSB. На временах 1– 
2 пс, когда продукт J уже полностью образован,  
все еще наблюдаются значительные по интен- 
сивности сигналы ESA1 и SE, что говорит о нали- 
чии дополнительного долгоживущего возбуж- 
денного состояния, распад которого не ведет к 
образованию продукта. Ко времени задержки 

20 пс сигналы из возбужденного состояния 
уже не наблюдаются, переход J→K завершен, 
и дифференциальный спектр состоит только из 
полосы GSB и полосы поглощения продукта K, 
время жизни которого при рН 9.5 составляет 2– 
3 мкс [2].

Кинетические кривые фотоиндуцирован- 
ного поглощения ESR хорошо иллюстрируют 
процессы, описанные ранее (рис. 3б). Кинети- 
ческие кривые на длинах волн 460 и 850 нм от- 
ражают возникновение и исчезновение сигналов 
из возбужденного состояния I – ESA1 и SE со- 
ответственно. Кинетическая кривая на длине 
волны 550 нм отражает появление сигнала GSB 
ко времени задержки 200 фс за счет исчезновения 
сигнала ESA1 в этой спектральной области. На 
более поздних временах сигнал GSB уменьшается 
за счет возвращения части возбужденных молекул 
в исходное состояние. Кинетическая кривая на 
длине волны 600 нм отражает появление сигнала 
РА продукта J ко времени задержки 1–1.5 пс. 
Дальнейшее небольшое снижение интенсивности 
этого сигнала связано с образованием следую- 
щего продукта K с более коротковолновым мак- 
симумом поглощения в дифференциальном 
спектре – 585 нм по сравнению с 600 нм продукта 
J (рис. 3).

Кинетические кривые были проанализиро- 
ваны путем построения модельных трехэкспо- 
ненциальных кривых в выделенных спектраль- 
ных диапазонах зондирования (рис. 3б, пунктир- 
ные кривые; табл. 1). Полученные характерные 
времена τ1–τ3 были приписаны образованию 
реакционного и нереакционного возбужденных 
состояний I (τ1) и процессам распада этих сос- 
тояний (τ2 и τ3 соответственно). В табл. 1 также 
представлены средние значения полученных 
времен τ1–τ3 по всем выделенным спектральным 
диапазонам, в которых они характеризуют 
один и тот же процесс. Исключение составляет 
характерное время τ3ʹ, которое в спектральном 
диапазоне 600–620 нм отражает время перехода 
J→K.

Как видно из табл. 1, характерное время τ1 
составляет ~60 фс. Это время характеризует 
начальную динамику волнового пакета (набора 

 

Рис. 2. Нормированные по γ-полосе спектры пог- 
лощения темноадаптированного (черная кривая) и 
светоадаптированного (серая кривая) образцов ESR в 
DDM с указанием максимумов поглощения. На рисунке 
также представлен спектр возбуждающего импульса, 
использованный в экспериментах с фемтосекундным 
временны́м разрешением (пунктирная кривая).
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когерентных возбужденных колебательных сос- 
тояний), созданного фемтосекундным импульсом 
на поверхности потенциальной энергии (ППЭ) S1 
электронного состояния ESR (рис. 4). Волновой 
пакет переходит из франк-кондоновского сос- 
тояния (FC, Franck–Condon) в возбужденное 
состояние I. Поскольку электронный уровень 
S1 имеет характер переноса заряда, переход  
FC → I сопровождается сдвигом положитель- 
ного заряда от атома азота к β-иононовому коль- 

цу RPSB, инверсией связей С–С и С=С полиено- 
вой цепи и быстрой колебательной релаксацией 
этих связей [14, 15]. Таким образом, время τ1  
отражает динамический сдвиг Стокса. Анало- 
гичный процесс с характерным временем в сред- 
нем 50 фс наблюдали при возбуждении других 
микробных родопсинов [8, 10, 11, 16].

Время τ2 составляет 0.51 пс (табл. 1) и харак- 
теризует процесс распада реакционного возбуж- 
денного состояния I, ведущий к образованию 

 

(а) (б)

Рис. 3. (а) – Дифференциальные спектры фотоиндуцированного поглощения ESR в DDM, зарегистрированные 
на временах задержки –0.15 (1), 0.1 (2), 0.18 (3), 0.5 (4), 1 (5), 2 (6) и 20 (7) пс. В спектральных областях импульса 
возбуждения (λмакс = 523 нм) и исходного фемтосекундного импульса (λмакс = 802 нм) данные не приведены из-за 
интенсивного сигнала светорассеяния; (б) – кинетические кривые фотоиндуцированного поглощения ESR в DDM, 
зарегистрированные на длинах волн зондирования 460 (1), 550 (2), 600 (3) и 850 (4) нм. При времени задержки до 
3 пс масштаб линейный, далее – логарифмический. Представлены также модельные экспоненциальные кривые 
(пунктирные кривые).

Таблица 1. Характерные времена динамики фотореакции ESR в спектральных диапазонах зондирования  
с доминированием сигналов ESA1, GSB, PA и SE

Сигнал ∆λ, нм τ1, пс τ2, пс τ3, пс a2/a3 τ3ʹ, пс

ESA1 430–490 0.072 ± 0.002 0.45 ± 0.01 4.0 ± 0.4 0.81/0.19 –

GSB 550–560 0.043 ± 0.001 0.72 ± 0.02 6.1 ± 0.6 – –

PA 600–620 – 0.31 ± 0.01 – – 8.5 ± 0.5

SE 850–860 0.06 ± 0.003 0.56 ± 0.03 5.2 ± 1.0 0.8/0.2 –

Среднее значение 0.058 ± 0.002 0.51 ± 0.02 5.1 ± 0.7 0.81/0.19 8.5 ± 0.5
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продукта J, содержащего 13-цис RPSB, и исходного 
состояния ESR, содержащего полностью-транс 
RPSB (рис. 4). Время τ2 хорошо согласуется со 
временем, за которое протекает фотореакция 
других микробных родопсинов (в среднем 0.3– 
0.8 пс) [8, 10–13, 16–18]. Согласно модели трех  
состояний [19, 20], распад реакционного возбуж- 
денного состояния I осуществляется путем пре- 
одоления волновым пакетом барьера на S1 ППЭ  
и перехода через область конического пере- 
сечения (CI, conical intersection) S1/S0 ППЭ на S0  
ППЭ продуктов реакции. При этом задейство- 
ваны реакционные колебательные моды – вне- 
плоскостные колебания атомов водорода (НООР) 
и торсионные колебания. Барьер на ППЭ элек- 
тронного уровня S1, вероятно, возникает за счет  
влияния электронного уровня S2 [19], он харак- 
терен для RPSB не только в белковом окру- 
жении, но и в вакууме [21], и в растворе [22]. Бел- 
ковый катализ обычно осуществляется в нап- 
равлении понижения этого барьера и изменения 
строения области CI, что значительно ускоряет 

фотореакцию и увеличивает ее квантовый выход 
[8, 10–13, 16–18, 21, 23, 24].

Время τ3 составляет 5.1 пс и характеризует 
переход S1→S0 из нереакционного возбужденного 
состояния в исходное состояние ESR (табл. 1).  
Наличие такого пути распада было показано для 
ESR при рН 7.4 [7], как и для многих других 
родопсинов, в которых время распада находится 
в диапазоне ~2–5 пс [8, 10–13, 16–18]. Вклад этого 
процесса в общую динамику распада возбужден- 
ного состояния ESR составляет 19%. Возникно- 
вение нереакционных возбужденных состояний 
скорее всего связано с особой топологией ППЭ 
основного и возбужденных электронных уровней 
RPSB, которая может выражаться в увеличении 
барьера на S1 ППЭ, а также в отсутствии или 
особом строении области CI, благоприятном для 
образования исходного состояния.

Время τ3ʹ = 8.5 пс, полученное в спектральном 
диапазоне 600–620 нм, было приписано пере- 
ходу J→K, в процессе которого завершается фото- 
изомеризация и последующая колебательная релак- 
сация напряженной 13-цис-формы RPSB [25, 26]. 

Таким образом, для ESR в DDM при рН 9.5  
были рассчитаны характерные времена следую- 
щих процессов: начальной динамики волнового 
пакета (~60 фс), распада реакционного и нереак- 
ционного возбужденных состояний I (0.51 и 5.1 пс  
соответственно) с соотношением 0.81/0.19, а также  
перехода J→K (8.5 пс). Аналогичные процессы 
наблюдались при исследовании ESR при рН 7.4, 
характерные времена которых составили 50 фс, 
0.69, 5 и 6.3 пс соответственно [7]. Таким обра- 
зом, при увеличении рН от 7.4 до 9.5 уменьшается 
время фотореакции от 0.69 до 0.51 пс и увели- 
чивается время перехода J→K от 6.3 до 8.5 пс. 
Соотношение интенсивностей сигналов РА (t =  
= 20 пс) и ESA1 (t = 200 фс) зависит от общего 
квантового выхода фотореакции. Поэтому, ис- 
пользуя данные, полученные в настоящей работе и 
ранее [7], можно оценить, что при повышении рН 
от 7.4 до 9.5 общий квантовый выход фотореакции 
ESR увеличивается на ~35%.

Наличие нескольких возбужденных состояний 
с разной динамикой распада связывают с раз- 
делением путей реакции в FC-состоянии [27, 28]  

 
Рис. 4. Строение поверхностей потенциальной энер- 
гии ESR, демонстрирующее путь распада реакцион- 
ного возбужденного состояния. Координата реакции 
представлена реакционными колебательными модами, 
отмечены полностью транс-, 13-цис- и промежуточная 
формы RPSB. FC – франк-кондоновское состояние,  
CI – коническое пересечение. 
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или с исходной гетерогенностью белковой части  
молекулы и/или хромофора [11–13, 29]. Началь- 
ная гетерогенность белковой части молекулы 
была выявлена методами КМ/ММ-модели- 
рования для натриевого насоса эубактерии 
Krokinobacter eikastus (KR2) [30]. Для “зеленого” 
протеородопсина (GPR), родственного ESR, 
было показано, что динамика возбужденного 
состояния напрямую связана с влиянием пер- 
вичного противоиона Asp97 на RPSB [12]. Бла- 
годаря высокому значению pKa ~ 7.5 [31], этот 
аминокислотный остаток при слабощелочных 
значениях рН нативной для GPR морской среды 
присутствует одновременно в протонированной и 
депротонированной формах, последняя из которых 
активно взаимодействует с протоном основания 
Шиффа. Депротонированная форма Asp97 
значительно ускоряет фотореакцию и увеличивает 
ее общий квантовый выход, а протонированная 
форма может быть основной причиной воз- 
никновения нереакционных возбужденных сос- 
тояний. Аналогичные результаты были получены 
для бактериородопсина – протонного насоса археи 
Halobacterium salinarum, канального родопсина 
зеленой водоросли Chlamydomonas reinhardtii 
и KR2 [11, 13, 16]. Результаты, полученные в 
настоящей работе, демонстрируют, что первич- 
ный противоион Asp85 оказывает на динамику 
фотореакции ESR похожее воздействие. При по- 
вышении рН от 7.4 до 9.5 доля протонированной 
формы первичного противоиона Asp85 в комп- 
лексе с His57 уменьшается [2], что приводит к  
увеличению доли молекул с водородной связью  
между Asp85 и протоном основания Шиффа.  
Такая водородная связь влияет на всю струк- 
туру электронных уровней S0, S1 и S2 RPSB, при- 
водя к ускорению фотореакции и увеличению ее  
квантового выхода [1, 19]. Полученные дан- 
ные объясняют эффективное образование по- 
следующих короткоживущих продуктов фото- 
цикла ESR и активный транспорт протонов при 
высоких значениях рН [2, 3]. 

Регулирование основных параметров фото- 
реакции RPSB путем протонирования/депро- 
тонирования первичного противоиона (Glu) 
было выявлено в родопсинах не только I типа, 
но и II типа, в которых этот аминокислотный 

остаток к тому же влияет на pKa основания 
Шиффа, спектральную настройку и образова- 
ние сигнального состояния метародопсина II [1, 
32, 33].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы были приобретены у Sigma (США), 
Panreac (Испания) и Anatrace (США).

Приготовление образцов ESR. ESR экспрес- 
сировали в Escherichia coli C41(DE3), очищали 
хроматографически и экстрагировали из клеточ- 
ных мембран с помощью детергента DDM, как 
описано ранее [4, 7]. В результате были получены 
образцы ESR (0.1% DDM, 100 мМ NaOH, 50 мМ 
CHES, рН 9.5) с концентрацией 2.2–3.5 мг/мл и 
оптической плотностью в максимуме α-полосы 
поглощения 2.5–3.8 о.е./1 см. 

Стационарная спектроскопия ESR. Ста- 
ционарные спектры поглощения ESR регист- 
рировали с помощью спектрофотометра UV 1700 
(Shimadzu, Япония) и кварцевых кювет с длиной 
оптического пути 0.1 и 1 см. Темновую адаптацию 
ESR проводили в течение 72 ч при 4°С. Световую 
адаптацию осуществляли освещением галоген- 
ной лампой (КГМ24-250, 24 В, 250 Вт) в течение 
3 мин. 

Фемтосекундная абсорбционная спектрос- 
копия. Спектры фотоиндуцированного поглоще- 
ния измеряли на фемтосекундной установке 
методом “возбуждение-зондирование” [34]. Воз- 
буждение образца осуществляли импульсами 
гауссовой формы с частотой 60 Гц, длительностью 
28 фс, длиной волны 523 нм, энергией 80 нДж и 
диаметром 300 мкм в образце. Для зондирования 
использовали импульс суперконтинуума с энергией 
10 нДж, диаметром 100 мкм и поляризацией по 
отношению к импульсу возбуждения под углом 
54.7°. Шаг зондирующего импульса во временных 
диапазонах 0–3, 3–10 и 10–20 пс составлял 3.3, 
10 и 50 фс соответственно. Дифференциальные 
спектры поглощения ΔA(λ) регистрировали 
в спектральном диапазоне 400–880 нм. Все 
эксперименты проводили при 21°С в кварцевой 
проточной кювете диаметром 0.5 мм с толщиной 
окна 0.1 мм. Для обработки данных применяли 
программное обеспечение Span, написанное с 
использованием пакета приложений Matlab.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе была исследована фотореакция ESR  
при рН 9.5, при котором первичный противоион  
Asp85 в комплексе с His57 почти полностью де- 
протонирован. Показано, что начальная дина- 
мика волнового пакета характеризуется време- 
нем ~60 фс, фотореакция протекает за время  
0.51 пс, время перехода из первого продукта  
J во второй продукт K составляет 8.5 пс, а вре- 
мя распада нереакционного возбужденного сос- 
тояния – 5.1 пс. Также было продемонстриро- 
вано, что значение рН в диапазоне 7.4–9.5 влияет  
на скорость и эффективность фотореакции ESR.

Таким образом, полученные результаты поз- 
воляют предположить, что у ESR повышение эф- 
фективности функции светозависимого протон- 
ного транспорта при высоких значениях рН может 
быть связано с повышением эффективности 
первичных процессов при фотореакции этого 
микробного родопсина в фемто-пикосекундном 
диапазоне времени. Этот факт подтверждает 
важную роль степени протонирования противоиона 
хромофорной группы в фотоактивируемых 
процессах родопсинов.

Необходимы дальнейшие исследования в более 
широком диапазоне рН, чтобы выявить механизм 
взаимодействия RPSB с первичным противоионом 
не только в ESR, но и в других родопсинах.
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Ultrafast Photochemical Reaction  
of Exiguobacterium sibiricum Rhodopsin (ESR) at Alkaline pH
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Rhodopsin from the eubacterium Exiguobacterium sibiricum (ESR) performs the function of light-dependent 
proton transport. The operation of ESR is based on the ultrafast photochemical reaction of isomerization 
of the retinal chromophore, which triggers dark processes closed in the photocycle. Many parameters 
of the photocycle are determined by the degree of protonation of Asp85 – the primary counterion of the 
chromophore group and the proton acceptor. ESR in detergent micelles pumps protons most efficiently at  
pH > 9, when Asp85 is almost completely deprotonated. In this work, the photochemical reaction of ESR 
at pH 9.5 was studied by femtosecond laser absorption spectroscopy. It was shown that photoisomeriza-
tion of the chromophore group occurs in 0.51 ps, and the contribution of the reactive excited state is about  
80%. A comparison with the data we obtained at pH 7.4 showed that at pH 9.5 the reaction proceeds much 
faster and more efficiently. The data obtained confirm the important role of the chromophore group coun-
terion in the photoactivated processes of rhodopsins.

Keywords: rhodopsins, retinal, photochemistry, femtosecond spectroscopy


