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Аннотация. Прогнозирование и оптимизация свойств ретинальсодержащих 
белков в условиях двухфотонного возбуждения является важной задачей для 
практического применения канальных родопсинов в оптогенетике. Нелиней-
ное двухфотонное поглощение может также приводить к фотоактивации зри-
тельных родопсинов в ИК-диапазоне в области 950–1000 нм. В настоящей 
работе с помощью методов квантовой химии проведен анализ факторов, вли-
яющих на сечение двухфотонного поглощения ретинальсодержащих белков 
первого и второго типов при переходе в первое синглетное электронно-воз-
бужденное состояние. Показано, что в случае родопсинов основной вклад в 
сечение двухфотонного поглощения при переходе S0 → S1 вносят два канала, 
связанные с постоянными дипольными моментами начального и конечного 
состояний. Анализ сходимости N-уровневых моделей при расчете сечений 
с помощью суммирования по промежуточным состояниям подтверждает хо-
рошую применимость двухуровневой модели, что в данном случае связано 
с большим дипольным моментом перехода и значительным перераспределе-
нием электронной плотности при переходе S0 → S1. Однозначная корреляция 
между рассчитанными величинами сечения и разностью средних дипольных 
моментов начального и конечного состояний позволяет объяснить сильную 
зависимость сечения от белкового окружения хромофорной группы в различ-
ных родопсинах (340–610 ГМ) и предсказать влияние электростатического 
поля белка на нелинейные фотофизические свойства ретиналя.
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Abstract. Predicting and optimizing the photophysical properties of retinal-
containing channel proteins under two-photon absorption (TPA) conditions are 
required for their efficient use in optogenetics. Nonlinear two-photon excitation can 
also lead to photoactivation of visual rhodopsins in the IR range of 950–1000 nm. 
Here, by using high-level quantum chemistry calculations, we explore the factors 
that influence the TPA activity of the type I and type II rhodopsins upon their two-
photon resonant excitation to the first singlet excited state. We show that in the case 
of the S0 → S1 transition, the channels through permanent dipole moments, which 
are associated with the initial and final states only, make the largest contribution 
to the calculated TPA cross-sections. The fast numerical convergence of the 
sum-over-states formalism provides direct evidence for the applicability of the 
two-level model for calculating TPA cross-sections in rhodopsins, which are 
characterized by the large transition dipole moment and a signifi cant redistribution 
of the electron density upon the S0 → S1 transition. The calculated TPA cross-sections 
(340–610 GM) are found to be very sensitive to changes in the permanent dipole 
moments between the ground and excited states and highly tunable by internal electric 
fi eld of the protein environment. The high tunability of the nonlinear photophysical 
properties of the retinal protonated Schiff-base chromophore can be used for the rational 
design of retinal-containing proteins with optimal photoresponse.
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Родопсины относятся к семейству фоторе-
цепторных ретинальсодержащих белков, кото-
рые подразделяют на два типа: микробные (тип 
I) и животные (тип II) [1–5]. Некоторые авторы 
относят сравнительно недавно обнаруженные 
гелиородопсины к отдельной подгруппе внутри 
микробных родопсинов [6–8].

Родопсины очень разнообразны по своим 
свойствам и встречаются в организмах всех трех 
надцарств, выделяемых в биологической систе-
матике. Микробные родопсины обнаружены в 
бактериях, археях, вирусах и низших эукарио-
тах. Существует несколько классификаций ро-
допсинов I типа по осуществляемым биологи-
ческим функциям. Так, микробные родопсины 
можно подразделить на белки, выполняющие 
фотоэнергетическую функцию (ионные насо-
сы), и белки, несущие фотоинформационную 
функцию (сенсорные родопсины, катионные и 
анионные каналы) [3, 5, 9]. Похожей на эту яв-
ляется классификация, в которой помимо вы-
шеуказанных функций дополнительно выделя-
ют светозависимую ферментативную функцию 
[10]. Родопсины II типа обнаружены у выс-
ших животных. Большинство из них являются 
G-белок-связывающими рецепторами, которые 
отвечают в основном за фотоинформационные 
функции, например зрение [1, 3]. Некоторые жи-
вотные родопсины выполняют также функции, 

связанные с регуляцией термогенеза, сокраще-
ния гладких мышц, сужения зрачка, циркадных 
ритмов [11–14].

Хотя родопсины I и II типов выполняют совер-
шенно разные биологические функции и облада-
ют разными аминокислотными последователь-
ностями, у них одинаковая структура апобелка 
(опсина), который состоит из семи трансмем-
бранных α-спиралей. Также их объединяет тот 
факт, что аминокислотный остаток лизина седь-
мой α-спирали ковалентно связан с хромофорной 
группой, протонированным основанием Шиффа 
ретиналя (РПШО), которое обеспечивает воз-
можность поглощать кванты света и находится в 
полностью трансизомерной форме в родопсинах 
I типа и в 11-цис форме – в родопсинах II типа 
(рис. 1) [7].

Механизм действия родопсинов основан на 
фотохимической реакции изомеризации РПШО 
из полностью транс-формы в 13-цис форму в ро-
допсинах I типа и из 11-цис-формы в полностью 
транс-форму в родопсинах II типа [1, 3, 15–18]. 
Энергия поглощенного фотона запасается в силь-
но скрученной стерически напряженной струк-
туре полиеновой цепи РПШО в активном центре 
родопсинов [19, 20]. Первичные фотохимические 
реакции протекают в фемтосекундном времен-
ном диапазоне, при этом образуются первичные 
продукты со стерически напряженной структу-

Посвящается памяти профессора химического факультета МГУ 
Александра Владимировича Немухина.

Рис. 1. Химическая структура хроморофорной группы родопсинов.                           
А – полностью транс РПШО в родопсинах I типа, Б – 11-цис РПШО                          

в родопсинах II типа 
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рой РПШО и со смещенными (по сравнению с на-
чальным состоянием родопсинов до поглощения 
фотона) в красную область спектрами поглоще-
ния. Первичные продукты в случае родопсинов I 
типа обозначают, как J и K [21], а в случае родоп-
синов II типа они называются фотородопсин и 
батородопсин [15, 22]. Последующая релаксация 
скрученной полиеновой цепи ретиналя приводит 
к конформационным и структурным изменениям 
всей белковой глобулы в целом. Эти структурные 
и конформационные изменения являются необ-
ходимыми для осуществления биологических 
функций родопсинов, протекают в диапазоне 
микро- и миллисекунд и влекут за собой образо-
вание последующих промежуточных продуктов – 
интермедиатов. 

Фотоизомеризация ретиналя запускает цепь по-
следовательных реакций как в микробных, так и 
животных родопсинах, при этом заключительные 
реакции в этих белках отличаются друг от друга. 
В микробных родопсинах 13-цис ретиналь под-
вергается тепловой изомеризации и превращается 
в исходную полностью транс-форму, тем самым 
возвращая родопсин в исходное состояние и за-
мыкая цепь последовательных реакций в так назы-
ваемый фотоцикл [3]. В животных родопсинах ча-
сто наблюдается ситуация, при которой молекула 
полностью транс-ретиналя отделяется от опсина 
и изомеризуется обратно в 11-цис-форму уже вне 
белка с помощью ферментативного катализа [3, 
23, 24]. Для замыкания фотоцикла опсин должен 
соединиться с новой молекулой 11-цис-ретиналя.

Важно отметить, что белковое окружение хро-
мофора в активном центре как в микробных, так 
и в животных родопсинах является наиболее кон-
сервативным доменом. Любое изменение струк-
туры или аминокислотного состава ближайшего 
белкового окружения РПШО приводит к значи-
тельным изменениям в спектральных, фотохими-
ческих и других биологически важных свойствах 
родопсинов. В настоящее время взаимодействия 
между белком и хромофором являются важной 
темой современных исследований, так как успех 
в этой области поможет не только в улучшении 
понимания фундаментальных механизмов дей-
ствия родопсинов, но также позволит создавать 
родопсины с заданными свойствами для полез-
ных практических приложений.

Одним из таких практических приложений яв-
ляется усовершенствование метода оптогенети-
ки. Оптогенетика – метод, который находится на 
стыке таких наук, как оптика, генная инженерия, 
электрофизиология. Он используется для регу-

лирования специфической активности в клетках 
при использовании различных светочувствитель-
ных белков [25]. По сравнению с воздействием на 
клетки с помощью химических и электрических 
сигналов оптические сигналы, применяемые в 
оптогенетике, имеют более высокое временное 
и пространственное разрешение и приводят к 
меньшему повреждению клеток. Поэтому метод 
оптогенетики широко применяется в фундамен-
тальных исследованиях в области нейробиоло-
гии, а также в клеточной и молекулярной биоло-
гии. С помощью методов генной инженерии была 
успешно разработана целая серия белков для 
применения в этом методе. Микробные родопси-
ны относятся к числу наиболее часто используе-
мых белков. В начале этого столетия были откры-
ты канальные родопсины (ChR) и установлены 
их функции. Канальный родопсин-2 (ChR2) был 
использован для успешной модуляции состояния 
активности нейронов в изолированном гиппокам-
пе, что открыло эру нейробиологических иссле-
дований с использованием метода оптогенетики 
[26, 27]. С течением времени область использова-
ния этого метода значительно расширилась, и он 
стал применяться не только в фундаментальных, 
но и в прикладных исследованиях, например в 
медицинских. Так, в настоящее время ретиналь-
содержащие белки рассматриваются как оптоге-
нетический инструмент для протезирования де-
генеративной сетчатки глаза [28]. 

Развитие оптогенетики в значительной степе-
ни зависит от разработки новых молекулярных 
инструментов с заданными фотохимическими 
свойствами, в связи с этим прогнозирование и 
оптимизация свойств ретинальсодержащих бел-
ков в условиях двухфотонного возбуждения яв-
ляется важной задачей для практического приме-
нения родопсинов в оптогенетике. Двухфотонное 
возбуждение позволяет уменьшить повреждение 
клеток при облучении и увеличить глубину про-
никновения излучения внутрь тканей за счет ис-
пользования более длинноволнового (по сравне-
нию с однофотонным возбуждением) излучения 
[29–31]. Кроме того, нелинейное двухфотонное 
поглощение позволяет объяснить фотоактивацию 
зрительных родопсинов в ИК-диапазоне в обла-
сти 950–1000 нм, что воспринимается как погло-
щение одного кванта света видимого диапазона 
[32]. Иными словами, фотоактивация зрительных 
рецепторов, в основе которой лежит фотоизоме-
ризация хромофорной группы, может происхо-
дить и при нелинейном двухфотонном возбужде-
нии S0 → S1.
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Одной из важных характеристик родопсинов, 
определяющей их потенциал в оптогенетических 
приложениях с использованием двухфотонного 
возбуждения, является сечение двухфотонного 
поглощения. В настоящей работе проведен анализ 
факторов, влияющих на сечение двухфотонного 
поглощения ретинальсодержащих белков первого 
и второго типов при переходе в первое синглетное 
электронно-возбужденное состояние. С помощью 
методов квантовой химии были рассчитаны вели-
чины сечений натриевого насоса родопсина KR2 
из бактерии Krokinobacter eikastus (KR2, I тип), 
G-белок-связывающего зрительного родопсина 
быка B. taurus (Rho, II тип) и протонного насо-
са бактериородопсина археи H. salinarum (BR, I 
тип). KR2 и Rho обладают самыми высокими ско-
ростями фотоизомеризации среди всех известных 
родопсинов [33–36], что позволяет использовать 
их быстрый отклик в различных приложениях, в 
том числе для решения ряда оптогенетических за-
дач, и делает исследования их нелинейных фото-
физических свойств весьма актуальными. Другой 
микробный родопсин BR обладает отличной от 
KR2 структурой активного центра и более низкой 
скоростью фотоизомеризации [37–39], поэтому 
важно изучить, как белковое окружение влияет на 
фотофизические свойства белков и, в частности, 
на сечение двухфотонного поглощения.

Теоретическая часть

Сечение двухфотонного поглощения (σТРА) 
является макроскопической характеристикой 
вещества. В случае двух фотонов с одинаковой 
частотой ω сечение может быть рассчитано из 
микроскопической вероятности двухфотонного 
перехода (σТРА) по формуле [40, 41]:
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где a0– боровский радиус, α – постоянная тон-
кой структуры, c – скорость света в вакууме, 
ω – частота фотона, g – форма линии, связан-
ная с эффектами уширения, при этом параметр 
затухания Г обычно принимается равным 0,1 эВ в 
большинстве теоретических работ [41]. В случае 
двух фотонов с одинаковой энергией   микро-
скопическая вероятность, усредненная по различ-
ным ориентациям молекулы, в атомных единицах 
принимает вид [42]: 
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где F, G, H – коэффициенты, зависящие от по-

ляризации двух фотонов. В случае одинаковых 
линейно поляризованных фотонов F= G = H = 2. 
Микроскопическая вероятность двухфотонного 
перехода выражается через компоненты тензо-
ра двухфотонного поглощения, которые могут 
быть рассчитаны суммированием по состояни-
ям. Точная формула при этом выглядит следую-
щим образом:
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где 0nS  – декартовы компоненты моментов 
нелинейного двухфотонного перехода, а  pq

 – 
декартовы компоненты дипольных моментов 
перехода:

 
=pq p q

    
  
,
                                         (5)

где индексы 0, n, i относятся к начальному 
электронному состоянию S0, конечному состо-
янию Sn и промежуточным состояниям Si хро-
мофора с соответствующими энергиями E0, En 
и Ei. Сечение двухфотонного поглощения обыч-
но выражается в единицах Гёпперт-Майер (ГМ; 
1 ГМ = 10−50 см4с/фотон). В данной работе для 
преобразования в единицы ГМ используется 
функция формы лоренцевой линии с полуши-
риной на половине высоты 0,1 эВ. 

В рамках N-уровневой модели (NLM) сум-
мирование проводят по конечному числу со-
стояний (в явном виде), включая начальное и 
конечное состояния:
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Первые два члена соответствуют каналам пе-
рехода через собственные дипольные моменты 
начального и конечного состояний, а последняя 
сумма соответствует каналам перехода через про-
межуточные состояния. 

В случае двухфотонного резонанса En – E0 = 
2ħω, опуская все промежуточные состояния, 
можно получить выражение для компонент 
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тензора двухфотонного поглощения в рамках 
двухуровневой модели (TLM): 
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где 0n
  – декартовы компоненты разницы сред-

них дипольных моментов между начальным и 
конечным состояниями. Данная минимальная мо-
дель включает в себя только каналы перехода че-
рез собственные дипольные моменты начального 
и конечного состояний. После преобразований 
микроскопическая вероятность в рамках модели 
TLM может быть выражена следующим образом:
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где θ – угол между векторами ∆μn0 и μn0, тогда вы-
ражение для сечения двухфотонного поглощения 
принимает вид:
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2 2 2

0 0 0(2cos 1) (E     E ; 2 ; ),n n nC g
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где C включает в себя комбинацию всех входя-
щих в это выражение констант. 

В настоящей работе была исследована при-
менимость модели TLM для расчета сечений 
двухфотонного поглощения родопсинов перво-
го и второго типов, а также изучена сходимость 
N-уровневых моделей с увеличением числа про-
межуточных состояний, по которым проводится 
суммирование:
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В случае двухфотонного резонанса при пере-
ходе S0 → S1 знаменатель в последней сумме от-
вечает за разницу между энергией промежуточ-
ного состояния и средним значением энергий 
состояний S0 и S1, определяя так называемую 
энергию отстройки для промежуточного состо-
яния Si. Вклад высоко возбужденных состояний 
зависит от энергии отстройки и значительно 
уменьшается при ее увеличении, что обуслов-
ливает применимость N-уровневых моделей, 

где суммирование проводится по конечному чис-
лу состояний.

Детали квантово-химических расчетов

Параметры для расчета сечений двухфотон-
ного поглощения получены с помощью кванто-
вохимических расчетов. Исходные геометрии 
молекул родопсинов были взяты из банка дан-
ных белковых кристаллических структур (PDB). 
Для KR2 в качестве начальной была использова-
на структура с идентификатором PDB ID 6YC3 
[43], для Rho – PDB ID 1L9H [44], для BR – PDB 
ID 1M0L [45]. Полные атомистические модели 
белков KR2 и Rho были получены ранее c по-
мощью молекулярно-динамического моделиро-
вания в NPT-ансамбле с использованием перио-
дических граничных условий при давлении 1 атм, 
температуре 300 К и последующей оптимизации 
геометрических параметров с использованием 
комбинированного метода квантовой и молеку-
лярной механики (КМ/ММ) в варианте PBE0/
(aug)-cc-pVDZ/AMBER c добавлением диффуз-
ных функций только на атомы кислорода [46–
47]. Аналогичная методика получения равно-
весной геометрической структуры была также 
использована в настоящей работе для белка BR.

Метод КМ/ММ с применением расширенной 
многоконфигурационной квазивырожденной 
теории возмущений (XMCQDPT2) [48] был ис-
пользован для расчета энергий вертикальных 
переходов, средних дипольных моментов и ди-
польных моментов перехода между различными 
электронными состояниями в родопсинах перво-
го и второго типов. Метод XMCQDPT2 основан 
на технике построения эффективного гамиль-
тониана в модельном пространстве небольшо-
го числа референсных электронных состояний. 
Его основное достоинство – инвариантность 
относительно ортогональных преобразований 
базиса модельного пространства. Многоконфи-
гурационный метод самосогласованного поля в 
полном активном пространстве с применением 
процедуры усреднения по нескольким состояни-
ям (SA-CASSCF) был использован для получения 
референсных волновых функций. Эффективный 
гамильтониан метода XMCQDPT2 строился в 
рамках модельного пространства, натянутого на 
референсные волновые функции первых семи 
синглетных состояний. В процедуру усредне-
ния SA-CASSCF включалось такое число со-
стояний (3 для KR2 и Rho, 4 для BR), которое 
было необходимо для корректного описания вол-
новой функции первого синглетного электронно-
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возбужденного состояния хромофорной группы 
в белковом окружении. Необходимое число со-
стояний, включаемых в процедуру усреднения, 
определяли на основании анализа собственных 
векторов матрицы эффективного гамильтониана 
и отражало взаимодействие референсных состо-
яний и их релаксацию (вращение и смешение) в 
рамках модельного пространства при учете ди-
намической электронной корреляции в процессе 
диагонализации матрицы эффективного гамиль-
тониана. Средние дипольные моменты в началь-
ном (S0) и конечном (S1) состояниях, а также ди-
польные моменты переходов между различными 
электронными состояниями рассчитывали в нуле-
вом порядке теории XMCQDPT2 на собственных 
векторах эффективного гамильтониана с учетом 
релаксации референсных состояний в модельном 
пространстве.

Влияние белкового окружения было учтено 
с помощью метода потенциалов эффективных 
фрагментов (EFP) [49], в рамках которого взаи-
модействие с электростатическим полем белка, 
в данном случае создаваемым частичными за-
рядами на всех атомах ММ части, включалось в 
одноэлектронную часть электронного гамильто-
ниана квантовой подсистемы. Частичные заряды 
были заимствованы из силового поля AMBER. 
Таким образом, метод КМ/ММ в варианте элек-
тронного внедрения был реализован на уровне 
XMCQDPT2[7]/SA-CASSCF(12,12)/(aug)-cc-
pVDZ // EFP. 

Результаты и обсуждение

Оптимизированные структуры активных цен-
тров родопсинов приведены на рис. 2. В слу-
чае белков KR2 и Rho полностью транс- и 
11-цис-изомеры протонированного основания 
Шиффа ретиналя образуют водородные свя-
зи непосредственно со своими первичными 
противоионами – отрицательно заряженными 
аминокислотными остатками Asp116 и Glu113 
соответственно. Родопсины как первого, так и 
второго типов с таким структурным мотивом 
активного центра обладают наибольшей ско-
ростью первичного фотоотклика, так как уже 
на ранних этапах фотоиндуцированной ди-
намики приводят к возбуждению именно тех 
колебательных мод хромофорной группы, ко-
торые способствуют сверхбыстрой реакции 
фотоизомеризации по определенной двойной 
связи [46]. Бактериородопсин обладает другим 
структурным мотивом активного центра, и за-
ряд его хромофорной группы стабилизируется 

в белковом окружении комплексным первич-
ным противоионом, состоящим из двух отрица-
тельно заряженных аминокислотных остатков 
Asp85 и Asp212, связанных с протонированным 
шиффовым основанием не напрямую, а с помо-
щью сети водородных связей через молекулы 
воды. Необходимо отметить, что в зритель-

Рис. 2. Полученные после оптимизации методом 
КМ/ММ структуры активных центров родописнов: 
А – BR, Б – Rho, В – KR2. Расстояния приведены в Å
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ном родопсине Rho также присутствует второй 
отрицательно заряженный остаток Glu181, 
который может опосредованно участвовать в 
стабилизации заряда РПШО, тогда как в белке 
KR2 отрицательно заряженный остаток Asp251 
в ретинальсвязывающем кармане стабилизиру-
ется положительно заряженным Arg109.

Наличие противоионов в ближайшем белковом 
окружении РПШО оказывает сильное влияние на 
его фотофизические свойства. Так, энергия вер-
тикального перехода значительно сдвигается в 
синюю сторону при переходе от изолированного 
хромофора к белковому окружению (таблица). 
Важно отметить, что наибольший синий сдвиг, 
который варьирует в диапазоне 0.5–0.8 эВ, во 
всех трех случаях наблюдается при учете только 
ближайшего окружения хромофора, входящего в 
КМ-подсистему. Учет вклада электростатическо-
го поля всего остального белкового окружения, 
входящего в ММ-подсистему, напротив приво-
дит к небольшому красному сдвигу по сравне-
нию с энергией вертикального перехода в КМ-
подсистему. Белок КR2 обладает наименьшим 
синим сдвигом, что обусловлено наличием толь-
ко одного противоиона, стабилизирующего заряд 
на РПШО в его ближайшем белковом окружении.

Характер перехода S0 → S1 не меняется при пе-
реходе от изолированного хромофора к белковому 
окружению. Оптически яркий переход в первое 
синглетное электронно-возбужденное состояние 
отвечает одноэлектронному возбуждению ππ* 

и характеризуется значительной степенью пере-
носа заряда, о чем можно судить по изменению 
средних дипольных моментов начального и ко-
нечного состояний (таблица). Изменения энергии 
вертикального перехода S0 → S1 и разности сред-
них дипольных моментов происходят симбатно 
при переходе от изолированного хромофора (в 
геометрии из белкового окружения) к КМ-части 
и далее ко всему белку: синий сдвиг сопрово-
ждается уменьшением величины Δμ10, а красный 
сдвиг – ее увеличением. Это обусловлено стаби-
лизацией основного состояния РПШО в белковом 
окружении из-за взаимодействия с первичным 
противоионом и характером перераспределения 
электронной плотности при возбуждении. На 
рис. 3 показаны направления векторов Δμ10 для 
родопсинов BR, Rho и KR2, при этом данные на-
правления сохраняются для всех рассмотренных 
в настоящей работе модельных систем. При пере-
ходе S0 → S1 электронная плотность сдвигается 
от β-иононового кольца к протонированному ос-
нованию Шиффа вдоль сопряженной π-системы 

хромофора, а вектор разницы средних дипольных 
моментов направлен в обратную сторону.

Наличие противоиона рядом с протониро-
ванным шиффовым основанием приводит к 

Рис. 3. Направление вектора разности средних ди-
польных моментов конечного и начального состоя-
ний Δμ10  при переходе S0 → S1 в активных центрах: 
А – BR, Б – Rho, В – KR2. Стрелка обозначает только 

направление, а не длину вектора Δμ10. 
Расстояния приведены в Å
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появлению индуцированного дипольного мо-
мента на хромофоре в дополнение к его соб-
ственному дипольному моменту. Если одну из 
декартовых осей направить вдоль вектора Δμ10, 
то разницу средних дипольных моментов с уче-
том поля, создаваемого белковым окружением, 
можно выразить через проекцию напряженно-
сти поля на эту ось (Е) и разность значений 
поляризуемости хромофора вдоль этой оси в 
возбужденном и основном состояниях (Δα): 
Δμ = Δμ0

 + ΔαE. Вектор разницы наведенных ди-
польных моментов в возбужденном и основном 
состояниях оказывается направленным в проти-
воположную сторону по отношению к вектору 
разницы дипольных моментов изолированно-
го хромофора, так как рассчитанное значение 
Δα вдоль вектора Δμ10 для всех рассмотрен-
ных изомеров РПШО является положитель-
ной величиной, а проекция поля, создаваемо-
го отрицательно заряженным противоионом, 
направлена в сторону шиффова основания и 
является отрицательной величиной. Таким 
образом, внешнее поле, которое направлено 
противоположно направлению вектора Δμ10 
изолированного хромофора, будет уменьшать 
его величину, а поле, направленное так же, 
как и Δμ10, наоборот, увеличивать. Приведен-
ный анализ позволяет заключить, что электро-
статическое поле всего остального белка, не 
включенного в квантовую часть, действует в 
противоположном направлении по отношению 
к ближайшему окружению хромофора, увели-
чивая значение разницы средних дипольных 
моментов при возбуждении и приводя к крас-
ному сдвигу энергии вертикального перехода 
для всех трех рассмотренных родопсинов. 

Однозначная корреляция между изменени-
ями величины Δμ10 и энергией вертикального 
перехода связана с эффектом Штарка, впервые 
рассмотренного на примере флуоресцентных 
белков [53]. Этот эффект связывает изменение 
энергий вертикального перехода с разницей 
квадратов величин Δμ10 без поля и с его учетом: 
(E1 – E0) – (E1 – E0)0 = 1/2 (Δμ0

2 – Δμ2)/Δα. На 
практике это означает, что введение полярных 
и отрицательно заряженных аминокислотных 
остатков в белковом окружении β-ионового 
кольца и положительно заряженных остатков в 
области шиффова основания с помощью точеч-
ных мутаций будет увеличивать значение раз-
ницы средних дипольных моментов при пере-
ходе S0 → S1, тем самым приводя к красному 
сдвигу в поглощении родопсинов.

В таблице приведены рассчитанные ве-
личины сечений двухфотонного поглощения 
для перехода S0 → S1 в родопсинах первого и 
второго типов, полученные с использованием 
N-уровневых моделей при увеличении числа 
состояний N, по которым проводится сумми-
рование, а также экспериментальное значение 
сечения для канального родопсина ChR2 [51]. 
Для полученных результатов проведено срав-
нение с данными статьи [50], в которой было 
рассчитано сечение двухфотонного поглоще-
ния для зеленого флуоресцентного белка EGFP 
с использованием аналогичного уровня теории. 
Как и в случае флуоресцентных белков, основ-
ной вклад в сечение двухфотонного поглоще-
ния родопсинов первого и второго типов при 
переходе S0 → S1 вносят начальное и конечное 
состояния, а величина сечения хорошо описы-
вается в рамках двухуровневой модели TLM с 
учетом только двух каналов, связанных с посто-
янными дипольными моментами состояний S1 и 
S0, а именно 0 → 0 → 1 и 0 → 1 → 1 (см. первое 
и второе слагаемые в ур. 6). Модель TLM приме-
нима в данном случае, так как переход S0 → S1 яв-
ляется ярким при однофотонном возбуждении, 
а также характеризуется значительным пере-
распределением электронной плотности (см. 
ур. 9). В рамках классического двухфотонного 
поглощения сечение определяется разностью 
средних дипольных моментов этих состояний, 
и наблюдается однозначная корреляция между 
увеличением сечения двухфотонного поглоще-
ния и увеличением средних дипольных момен-
тов при переходе (табл. 1). 

Однако в случае родопсинов состояние 
S2 и соответствующий канал перехода через 
промежуточное состояние 0 → 2 → 1 вносят 
бó льший вклад в величину сечения, что связа-
но с различием в энергетическом спектре ка-
тионного хромофора родопсинов и анионного 
хромофора флуоресцентных белков. В случае 
молекулярных анионов состояние S1 хорошо 
отделено по энергии от более высоко лежа-
щих состояний, тогда как в случае катиона со-
стояния S1 и S2 лежат значительно ближе друг 
к другу, так что энергетический знаменатель 
для вклада 0 → 2 → 1 не слишком велик (а 
вклад в рассчитанную величину сечения, со-
ответственно, не слишком мал) по сравнению 
с каналами 0 → 0 → 1 и 0 → 1 → 1. Кроме 
того, компоненты дипольного момента пере-
хода 0 → 2 и 2 → 1 являются существенно 
ненулевыми.
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Хорошая применимость модели TLM для 
описания переходов S0 → S1 во флуоресцентных 
белках и родопсинах обусловлена характером 
этих электронных переходов, в обоих случаях 
сопровождающихся переносом заряда при воз-
буждении. Необходимо отметить, что в случае 
протонированного основания Шиффа ретиналя 
перенос заряда имеет ярко выраженный харак-
тер, что приводит к существенно большему се-
чению классического двухфотонного поглоще-
ния родопсинов (∆μ10 = 11–16 Д, σTPA = 300–700 
ГМ) по сравнению с флуоресцентными белками 
(∆μ10 = 3–4 Д, σTPA = 20–45 ГМ) [50]. Наиболь-
шая величина сечения наблюдается у микроб-
ного родопсина KR2, который характеризуется 
наибольшой величиной изменения средних ди-
польных моментов при возбуждении. Рассчи-
танные значения сечений двухфотонного по-
глощения родопсинов хорошо согласуются по 
порядку величины с имеющимися эксперимен-
тальными данными по канальному родопсину 
ChR2 (260 ГМ) [51], а также с предыдущими те-
оретическими оценками сечений классического 
двухфотонного поглощения зрительного родоп-
сина Rho (472 ГМ), полученными в рамках аль-
тернативного метода КМ/ММ на основе теории 

XMCQDPT2 [54]. Необходимо подчеркнуть, 
что расчеты в рамках теории квадратичного от-
клика на уровне TDDFT приводят к сильно за-
ниженным оценкам величины сечения Rho (2 
ГМ) [32] из-за некорректного расчета свойств в 
электронно-возбужденных состояниях.

Как было сказано выше, электростатическое 
поле белкового окружения сильно влияет на 
разницу средних дипольных моментов хромо-
форной группы при возбуждении, тем самым 
изменяя величину сечения двухфотонного по-
глощения в широких пределах. В родопсинах 
первого типа рассчитанные значения сечений 
варьируют в диапазоне от 340 до 610 ГМ, в то 
время как зрительный родопсин характеризует-
ся не очень большим сечением двухфотонного 
поглощения, которое сопоставимо по своей ве-
личине со значением для бактериородопсина. 
Основной эффект наблюдается за счет элек-
тростатического поля ближайшего окружения 
хромофора в белке, которое включает влияние 
первичного противоиона. При этом сечения 
двухфотонного поглощения мутантных форм 
определенного типа родопсинов будут зависеть 
от остального поля белкового окружения. Ана-
лиз такого влияния показывает, что мутантные 

Рассчитанные значения энергий вертикального перехода E1-E0 (эВ), сил осциллятора f, длин векторов ди-
польных моментов перехода μ10 (Д) и разностей средних дипольных моментов конечного и начального состо-
яний Δμ10 (Д) и сечений двухфотонного поглощения σTPA (ГМ) в зависимости от числа состояний N, включен-
ных в N-уровневую модель, для перехода S0 → S1 в родопсинах первого (KR2 и BR) и второго (Rho) типов 

 Переход 
KR2 BR Rho EGFP

хромофор КМ белок хромофор КМ белок хромофор КМ белок белок

E1-E0 2,31 2,80 2,72 2,34 2,98 2,80 2,34 3,11 2,9 2,52

f 1,89 1,11 1,17 1,86 1,09 1,18 1,36 1,10 1,06 1,04

μ10 14,7 10,2 10,7 14,5 9,8 10,6 12,4 9,7 9,8 10,5

Δμ10 15,5 14,1 14,9 15,8 9,1 11,3 15,6 9,7 12,8 4,4

N σTPA

2 1076 428 522 1085 162 294 774 181 329 45

3 1083 527 609 1095 201 338 672 192 362 45

4 1108 529 610 1109 202 340 699 193 363 45

5 1094 529 611 1100 202 340 696 193 363 45

6 1094 528 609 1101 202 340 686 193 363 45

7 1095 528 609 1101 202 340 690 193 362 44

Эксперимент [ГМ] 260 42

П р и м е ч а н и я. Показаны рассчитанные значения для изолированных хромофоров в геометрии из белкового 
окружения, КМ части и всего белка. Экспериментальные данные приведены для канального родопсина первого типа 
ChR2 [51]. Для сравнения в таблице также приведены рассчитанные [50] и экспериментальные [52] значения сечений 
для белка EGFP.
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формы родопсинов, характеризующиеся сдви-
гом максимума поглощения в длинноволновую 
область, должны также обладать большим се-
чением двухфотонного поглощения. Необходи-
мо отметить, что обратная зависимость наблю-
дается в случае флуоресцентных белков [50], 
что связано с различными знаками в измене-
ниях поляризуемости хромофорных групп этих 
белков при возбуждении: в случае хромофора 
EGFP поляризуемость возбужденного состоя-
ния вдоль направления, совпадающего с векто-
ром разницы дипольных моментов при возбуж-
дении, меньше, чем поляризуемость основного 
состояния, тогда как в родопсинах как первого, 
так и второго типа это изменение для различ-
ных изомерных форм РПШО противоположно.

Заключение

В результате проведенных исследований 
установлено, что сильная зависимость величин 
сечения двухфотонного поглощения от локаль-
ной структуры активного центра родопсинов I 
и II типов связана с электростатическим полем 
белка и его влиянием на поляризацию электрон-

ной плотности хромофора РПШО в основном 
и электронно-возбужденном состояниях. Наи-
большее значение наблюдается у микробного 
родопсина КR2 (610 ГМ), при этом величины 
сечений у родопсинов первого типа могут ва-
рьировать в широких пределах в зависимости 
от структурного мотива активного центра белка 
и влияния ближайшего белкового окружения, в 
первую очередь, противоионов, стабилизирую-
щих положительный заряд на хромофоре. Вве-
дение точечных мутаций в родопсины первого 
и второго типов, приводящих к сдвигу макси-
мумов поглощения в более длинноволновую 
область, будут приводить к увеличению сече-
ния двухфотонного поглощения. Влияние элек-
тростатического поля белка в родопсинах пер-
вого и второго типов противоположно влиянию 
белкового окружения на нелинейные фотофи-
зические свойства хромофорной группы флуо-
ресцентных белков из-за разной относительной 
поляризуемости возбужденного и основного 
электронных состояний хромофоров этих бел-
ков вдоль направления переноса заряда при их 
возбуждении.
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