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РИБФ В ПРОЦЕССЕ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОЙ АССИМИЛЯЦИИ

А.А. ИВЛЕВ, д. б. н.; А.В. БОЧКАРЕВ, к. х. н.

(Кафедра неорганической и аналитической химии)

Проведен расчет и дан анализ достижимого коэффициента разделения изо
топов углерода в реакции ферментативного карбоксилирования РиБФ (а,). 
С этой целью, используя квантово-химический ограниченный метод Хартри — 
Фока (базис RHF/6-311++G**; 3df,3p) в программном комплексе PC GAMESS, 
были рассчитаны геометрия и частоты колебаний, а с помощью последних — 
отношения приведенных статистических сумм (β-факторов) для молекулы СО2 
и переходного комплекса. Полученное значение а,-=1,047 соответствовало значе
ниям этой реакции в опытах in vitro, но оказалось значительно больше обога
щений биомассы изотопом 12С, наблюдаемых in vivo. Этот результат позволяет 
допустить, что в живой клетке возможно возникает эффект противоположного 
знака в другой реакции, компенсирующий влияние эффекта карбоксилирования 
РиБФ.

Изучение in vitro изотопного эф
фекта карбоксилирования рибулозо- 
бисфосфата (РиБФ) — ключевой ре
акции фотосинтетической ассимиляции 
С02—вызвано необходимостью объяс
нить наблюдаемое обогащение биомас
сы фотосинтезирующих организмов 
изотопом 12С. В 1961 г. Парк и Эпстайн 
[21], впервые выделив фермент РиБФ- 
карбоксилазу из листьев томата в на
тивной форме, провели реакцию кар
боксилирования РиБФ in vitro и полу
чили значение (17%о), которое с уче
том предполагаемого изотопного эф
фекта диффузии С02 в клетку (4%о), 
позволило объяснить наблюдаемое обо
гащение биомассы растений легким изо
топом. Однако последующие опыты in 
vitro, проведенные на карбоксилазах, 
выделенных из разных растений (рис. 
1), дали неожиданно большие величи
ны эффекта, намного превышающие 
наблюдаемое обогащение и нередко 
составлявшие 60~80%о [12, 15, 30] , а 
в некоторых опытах — до 100%о [30].

Естественно, возник вопрос о причи
нах столь больших различий. Ответы 
на него оказались разными. Одни счи
тали [15, 23, 24, 29], что фракциони
рование изотопов углерода in vitro су
щественно отличается от фракциони
рования in vivo из-за условий проте
кания реакции, меняющих контроли
рующую скорость стадию, с которой 
связана величина изотопного эффек
та. Другие полагали [6, 7, 19], что в 
клетке возникает иной эффект проти
воположного знака, компенсирующий 
обогащение биомассы изотопом 12С. 
Помощь в получении правильного от
вета могла бы дать теоретическая оцен
ка величины изотопного эффекта.

Теоретическая оценка величины изо
топного эффекта, определяемого че
рез коэффициент изотопного фракцио
нирования реакции [8], сопряжена с 
некоторыми трудностями. Они связа
ны с двумя причинами: 1) недостаточ
ной изученностью механизма фермен
тативной реакции, обусловленной ее
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Рис. 1. Сопоставление изотопных эффектов углерода при ферментативном карбокси- 
лировании РиБФ на карбоксилазах, выделенных из различных фотосинтезирующих орга
низмов с реальным обогащением биомассы этих организмов изотопом 12С (по данным 
работы [5])

многостадийностью; 2) приближенно
стью расчета самого кинетического 
изотопного эффекта на контролирую
щей скорость эффектзадающей стадии 
(«intrinsic isotope effect»).

В связи с вышесказанным значитель
ный интерес представляет оценка мак
симально достижимых значений вели
чин эффективных коэффициентов изо
топного фракционирования ае/ в реак
циях ферментативного карбоксилирова- 
ния РиБФ. Она должна быть близкой к 
величине кинетического изотопного 
эффекта на контролирующей скорость 
стадии. Ее расчет мог бы помочь уста
новлению причины изотопных различий 
in vitro и in vivo и, таким образом, дать 
новую информацию о механизме фо- 
тосинтетической ассимиляции.

Анализ имеющихся величин коэф
фициентов изотопного фракционирова
ния выявил большой разброс значений 
Ое/, обусловленный упомянутыми при
чинами. В самом деле, в ферментатив
ной реакции, которая обычно состоит 
из нескольких элементарных стадий, 
изотопный эффект проявляется лишь 
тогда, когда на стадии, контролирую
щей скорость реакции, возникает кон
куренция изотопных молекул. Чем боль
ше вклад в общую скорость реакции 
стадий, где эффекта нет, тем слабее 
проявляется вклад эффектзадающей 
стадии. Условия протекания реакции в 
организмах различаются, и это меняет 
вклад разных стадий в общую скорость 
реакции, чем и обусловлены колебания 
величин изотопных эффектов.
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Другая причина, как отмечалось, 
связана с приближенностью оценки ки
нетического изотопного эффекта, ос
нованной на теории абсолютных скоро
стей реакций [2]. Последняя в основном 
связана с неполнотой сведений о струк
туре и силовых постоянных переход
ного комплекса и порождает субъекти
визм в оценке этих параметров и в ко
нечном счете приводит к неточностям в 
оценке коэффициента кинетического 
изотопного эффекта на контролирую
щей скорость стадии αi.

Косвенную оценку αi в реакции кар- 
боксилирования РиБФ дали Роеске и 
О’Лири [24]. Учитывая многостадий- 
ность ферментативных реакций, они 
представили изотопный эффект при 
ферментативном карбоксилировании 
РиБФ (αеf), как состоящий из эффек
та на эффектзадающей стадии, где 
происходит конкуренция изотопных 
молекул (αi), и вклада стадий, не чув
ствительных к изотопному замещению.

ложенной Рубиным и Гавриленко [9]. 
Согласно этой схеме, при ассимиля
ции вначале на одном из активных 
центров фермента происходит связы
вание молекулы С02. Затем на другом 
активном центре фермента связыва
ется молекула РиБФ, после чего меж
ду ними происходит взаимодействие. В 
результате образуется неустойчивое 
промежуточное соединение 2-карбо- 
кси-3-кето-арабинол, деструкция ко
торого приводит к образованию двух 
молекул ФГК. Контролирующей ско
рость стадией, на которой возникает 
изотопный эффект, считалось превра
щение С02 в карбоксильную группу с 
разрыхлением и деструкцией одной из 
71-связей молекулы, при котором мо
лекула из линейной превращалась в 
угловую. В пользу этого свидетельство
вали высокая стабильность молекулы 
С02, наличие у нее большого числа 
возможных резонансных структур, а 
также то, что энергия, затрачивае
мая на разрушение ее связей и обра
зование угловой молекулы, значитель
но (на 7 ккал [14]) превышает энер
гию, которая выделяется при образо
вании новой карбоксильной группы. 
Полученные значения эффекта соста
вили 80-100%о и перекрыли весь диа
пазон значений достижимых эффек
тов, наблюдаемых в опытах in vitro. 
Однако, как выяснилось позднее, ки
нетическая схема реакции, которой 
придерживались авторы, оказалась 
иной.

Дальнейшие исследования [10, 11, 
18, 22, 25] установили другую после
довательность элементарных стадий 
(см. рис. 2). Было доказано, что кар- 
боксилирование РиБФ включает 9 ста
дий. Вначале с ферментом связывает
ся РиБФ и лишь на пятой стадии (см. 
рис. 1) под воздействием иона Mg+2 и 
ферментсвязанного РиБФ происходит 
фиксация С02 на активном центре 
фермента. Одна из π-связей С=0 раз
рыхляется, на углеродном атоме по
является положительный заряд. Сама 
молекула из линейной превращается
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где р — фактор, учитывающий влия
ние стадий, не чувствительных к изо
топному замещению по 13С.

Коэффициент ае} связан с величи
ной наблюдаемой изотопной дискрими
нации Δ13С соотношением ае/ = (1 + 
+ Δ13С • 10'3). Приняв величину Δ13С, оп
ределяемую экспериментально, равной 
29%о [7], а величину р, по ряду сооб
ражений, равной 0,6, авторы получи
ли величину а, = 1,040. Однако такая 
оценка субъективна, поскольку сооб
ражения авторов при выборе р были 
субъективны. Кроме того, она основы
вается на априорном представлении, 
что наблюдаемая обогащенность био
массы изотопом 12С обусловлена толь
ко ассимиляцией, что не является 
бесспорным фактом.

Другую попытку оценить достижи
мые значения изотопных эффектов в 
реакции ферментативного карбоксили- 
рования РиБФ (αi) предприняли Ив
лев и Князев [5], воспользовавшись 
кинетической схемой реакции, пред



в угловую. Кроме того, возникает связь 
С-С между углеродом С02 и одним из 
углеродных атомов РиБФ, находящим
ся на конце кратной связи. Соответ
ствующая схема модельной конгруэн
тной реакции имеет вид:

где Ok = 12K3/13K3 — кинетический ко
эффициент изотопного фракциониро
вания на стадии 3 чувствительной к 
изотопному замещению («intrinsic isoto
pe effect»), K4 — константа скорости, 
которая характеризует стадию, не 
чувствительную к изотопному замеще
нию.

Из анализа выражения (2) легко 
обнаружить два предельных случая. 
Первый, когда обратимостью стадии 3 
можно пренебречь. Выражение (3) в 
этом случае можно представить как

где К3 — упомянутая константа рав
новесия.

Второй случай не представляет ин
тереса ввиду доказанности существен
ной обогащенности фиксируемого уг
лерода «легким» изотопом, что проти
воречит равновесному распределению 
между С02 и карбоксильной группой. 
В этом случае [4] фиксируемый угле
род должен был бы обогащаться изо
топом 13С, а не 12С (βсо2 < βсоон).

Таким образом, для оценки дости
жимых величин αеf, с учетом резуль
тата проведенного анализа, необходи
мо оценить величину αi. Она рассчи
тывается через термодинамические 
функции (p-факторы, приведенные 
суммы по состояниям) молекулы С02 
(βсо2) и переходного комплекса (βO) 
(термодинамическое приближение):

т.е. изотопный эффект ферментатив
ной реакции равен кинетическому изо
топному эффекту стадии, где проис
ходит необратимая деструкция связи
(αi)Второй предельный случай соответ
ствует установлению равновесия на 
стадии 3. Коэффициент изотопного 
фракционирования в этом случае ра
вен отношению изотопных констант 
равновесия на этой стадии.

веденные частоты для реагирующей 
молекулы С02 и переходного комплек
са соответственно.

Тогда с учетом (6) выражение для 
αi можно записать
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где С — концентрация молекул С02.
Если считать стадию 3 связывания 

С02 с ферментом частично обратимой, 
можно записать следующее выраже
ние для эффективного коэффициента 
изотопного фракционирования



Более грубое приближение полу
чается, если принять, что апериоди
ческая мнимая частота в переходном 
комплексе и соответствующая ей ре
альная частота в реагирующей моле
куле приблизительно равны и тогда 
первые два сомножителя сократятся, 
а выражение (10) примет вид

Расчет (3-фактора С02 не представ
ляет сложности. Неопределенным яв
ляется расчет Р®-фактора переходно
го комплекса. В этом определяющую 
роль играет выбор переходного комп
лекса. Тапиа и др. [25] представили его 
как результат взаимодействия еноль- 
ной формы ферментсвязанного РиБФ

с б+поляризованным углеродным ато
мом С02. Ферментсвязанную форму 
РиБФ моделировали молекулой 2,3,4- 
тригидрокси-2-пентеном. Квантово-хи
мическим методом ab initio авторы рас
считали энергетический профиль ре
акции и определили мнимую частоту, 
соответствующую переходу через сед
ловину потенциальной поверхности в 
точке, где возникает переходный ком
плекс. При этом сама реакция рассмат
ривалась как электрофильная атака 
поляризованного С02 на С-2 атом дие- 
нола. Мнимая частота переходного 
комплекса оказалась равной 395 г. Вос
пользовавшись результатами расчета 
и соотношением, связывающим мни
мые частоты изотопных форм (как 
корень квадратный из приведенных 
масс [8]), Черкез и Фаркуар [27] по
лучили для мнимой частоты изотоп
ной формы значение 382 г. Затем с по
мощью выражения (12) оценили коэф
фициент а,
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Для частного случая, когда рас
сматривается деструкция связи и 
структура переходного комплекса со
впадает со структурой реагирующей 
молекулы выражение (9) после сокра
щения одинаковых частот преобразу
ется к виду:

величину которого использовали для 
обоснования более низких, чем счи
талось, значений изотопных эффектов 
in vitro и близости этих значений к 
эффектам in vivo, что означало при
знание ключевой роли изотопного 
эффекта фотосинтетической ассимиля
ции в наблюдаемом обогащении био
массы.

Однако полученный результат и 
следующие из него выводы вызыва
ют сомнение по следующим причинам. 
Во-первых, выражение (12), которое 
использовали авторы не может быть 
применено, поскольку оно получено 
для случая, когда структуры переход
ного комплекса и молекулы С02 совпа
дают и частоты изотопных форм пе
реходного комплекса и молекулы С02 
в выражении (12) сокращаются. В рас
сматриваемом случае это не так. Во- 
вторых, в выражение (12) входят ре
альные изотопные частоты колебания



молекулы С02, которая соответствует 
мнимой частоте апериодического ко
лебания вдоль координаты реакции. 
Авторы вместо них использовали мни
мые изотопные частоты. В-третьих, 
приближение (12) в этом случае вооб
ще нельзя использовать, так как в 
переходном комплексе, помимо мни
мых частот, появляются реальные 
частоты колебаний, не совпадающие 
с частотами С02, которые также вно
сят свой вклад в (3-фактор переходно
го комплекса. Следует также заме
тить, что оценки, полученные путем 
таких приближенных расчетов, мож
но использовать лишь как грубое при
ближение величин изотопных эффек
тов и выяснения трендов в их поведе
нии, но не как эталонные, основываясь 
на которых можно делать принципи
альные выводы.

Ввиду изложенного нами предпри
нята новая попытка теоретической 
оценки достижимого коэффициента 
разделения изотопов углерода в реак
ции карбоксилирования РиБФ, кото
рую аппроксимировали величиной сх,. 
При этом использовали кинетическую 
схему реакции, предложенную в ра
боте [25]. Ее анализ показывает, что 
изотопный эффект по ассимилируемо
му углеродному атому возникает на 
стадии 4 (рис. 2), когда линейная мо
лекула С02 под действием активного 
центра фермента и ферментсвязанно- 
го РиБФ превращается в промежуточ
ное переходное состояние, в котором 
одна p-связь разрушается, а взамен 
появляется связь С-С.

Для расчета (3-фактора переходного 
комплекса вначале рассчитали геомет

рию и частоты колебаний. Расчет про
водили по ограниченному методу Хар- 
три — Фока (базис RHF/6-311++G**; 
3df,3p) с использованием программно
го комплекса PC GAMESS [17, 20]. В 
комплексе программ вначале прово
дится квантово-химический расчет си
ловых постоянных, которые вместе с 
геометрическими параметрами исполь
зуются затем для расчета частот ко
лебаний известными методами [1, 3]. 
При этом считалось, что на атоме уг
лерода возникает положительный за
ряд, а на атоме кислорода — отрица
тельный. Для моделирования этих пре
вращений С02 в качестве сильного 
нуклеофила был выбран ион ОН-. Под 
его воздействием молекула С02 пере
ходит в карбоксилат-ион. При парамет
ризации связи, образующейся между 
С02 и нуклеофилом, не очень суще
ственно, какой именно атом образует 
связь с углеродом (С или О). Реакция 
не имеет потенциального барьера и по 
мере сближения реагирующих частиц 
вплоть до момента образования про
дукта энергия системы падает. Расчет 
проводили для 14 точек, равномерно 
расположенных на пути реакции, при 
значениях г(С~ОН) от 1,3 до 4А. В каж
дой точке жестко фиксировалось рас
стояние г(С-ОН), затем проводилась 
оптимизация остальных геометричес
ких параметров. В качестве переход
ного комплекса выбрали конфигура
цию с расстоянием г(С-ОН) = 1,90 А, 
при котором мнимая частота имела 
максимальное значение. Для «легкой» 
формы υL

#(12) = 430,6ί см-1, для «тя
желой» формы υL

#(13) = 423,Зί см-1. Все 
частоты для изотопных форм переход
ного комплекса представлены в таб
лице. По ним с помощью выражения
(8) был рассчитан (3-фактор переход
ного комплекса, который оказался 
равным 1,2207. Заметим, что данное 
значение по величине приближается 
к значениям, которые были получены 
ранее с помощью другой кинетичес
кой схемы [5]. Объясняется это тем, 
что в обоих случаях лимитирующей
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Рис. 2. Предполагаемая последовательность элементарных стадий реакции фермен
тативного карбоксилирования РиБФ согласно механизму, предложенному в работе [17]

скорость стадией являлась стадия пре
вращения линейной молекулы С02 в 
нелинейную карбоксильную группу с 
деструкцией я-связи.

Расчет изотопных частот С02, как 
отмечалось, не представляет сложно
стей, поскольку и геометрия, и спектр 
частот этой молекулы хорошо изучен,
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Изотопные частоты молекулы С02 
и переходного комплекса, образующегося 
при ферментативном карбоксилировании 
РиБФ, полученные квантово-химическим 

методом Хартри — Фока (базис 
RHF/6-311++G**; 3df,3p) с использованием 

программного комплекса PC GAMESS

а метод расчета хорошо разработан, 
но, работая в рамках одной модели и с 
целью лучшей сопоставимости резуль
татов, частоты молекулы С02 мы так
же рассчитали описанным способом 
(таблица). (3-фактор С02 оказался рав
ным 1,1836 и очень хорошо соответ
ствовал значению, полученному ранее 
Тодом с коллегами [26] (3 = 1,1858.

В итоге величина эффективного 
коэффициента фракционирования изо
топов углерода при карбоксилировании 
РиБФ получилась равной

что значительно больше значения, дан
ного в работе [23].

Таким образом, проведенные нами 
расчеты подтверждают высокие зна
чения коэффициентов изотопного фрак
ционирования, наблюдаемые in vitro. 
Это позволяет сделать вывод, что в 
опытах in vitro значения изотопных 
эффектов действительно намного пре
вышают то обогащение, которое на

блюдается в биомассе фотосинтезиру
ющих организмов и подтверждается 
рис. 1 и данными исследований многих 
авторов [12, 13,16, 28-31], полученных 
на разных объектах (соя, томат, сор
го, кукуруза, водоросли и микроорга
низмы). Полученный результат дает 
основание полагать, что в клетках 
этих организмов, вероятно, сущест
вует изотопный эффект противополож
ного знака, компенсирующий эффект 
ассимиляции. Это предположение под
тверждается и другими независимы
ми данными [19].
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SUMMARY

The ab initio calculation of the carbon isotope fractionation coefficient 
(A,-) in RuBP carboxylation reaction was carried out and the estimate of maximal 
value of it was made. To get this objective RHF/6-311++G** (3df,3p) basis in PC 
GAMESS program was applied. The geometry and the vibrational frequencies were 
calculated. By means of the obtained data the partition functions ((3-factors) for C02 
and for the transitional state were calculated. The value of otf, equal to 1,047 appeared 
to be in the range of the values characteristic of in vitro experiments but much more 
than those observed in vivo. The result makes it possible to assume the emergence of 
the isotope effect in some reactions of a living cell that compensate the effect of 
RuBP carboxylation.
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