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Во всех группах организмов, осуществляющих оксигенный фотосинтез, существенную роль в защи-
те фотосинтетического аппарата (ФСА) от повреждающего действия избыточного освещения играет 
нефотохимическое тушение (НФТ) возбуждённых состояний хлорофилла. У зелёных водорослей, 
а  также у ряда других групп водорослей и мохообразных ключевым компонентом механизма НФТ 
является белок LhcSR, родственный белкам фотосинтетической антенны. У сосудистых растений 
этот белок отсутствует, а его функции выполняет белок фотосистемы II (ФСII) PsbS, принадлежащий 
к тому же суперсемейству антенных белков. PsbS также встречается и выполняет защитную функцию 
по крайней мере у некоторых мохообразных. Долгое время считалось, что в клетках зелёных водорос-
лей PsbS не активен, хотя и присутствует в их геноме. Лишь шесть лет назад появились первые свиде-
тельства о накоплении PsbS в клетках модельного организма Chlamydomonas reinhardtii в ответ на рост 
интенсивности света. Однако наблюдаемое возрастание содержания PsbS было кратковременным 
(часы). Мы обнаружили у зелёной водоросли Lobosphaera incisa сохраняющийся в течение четырёх 
суток значительный (более чем на три порядка) рост уровня экспрессии PsbS в ответ на спровоци-
рованный низкой температурой световой стресс, а менее значительное (порядка десятикратного) 
повышение уровня экспрессии PsbS сохранялось до девяти суток. Тем самым в настоящей работе 
мы впервые показываем продолжительное возрастание уровня экспрессии PsbS в клетках зелёных 
водорослей (Chlorophyta) в ответ на стресс. Это может означать, что функция PsbS в ФСА Chlorophyta 
не сводится к роли «первого эшелона» защиты в переходных состояниях, как предполагали ранее, 
а включает полноценное участие в долговременной защите ФСА от стрессовых условий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тепловая диссипация энергии света, PsbS, LhcSR, cветовой стресс, низкотемпера-
турная акклимация, Chlorophyta.
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фотосинтетический аппарат; Хл – хлорофилл; ΦPSII – квантовый выход фотохимической реакции в ФСII.
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ВВЕДЕНИЕ

Для оксигенных фотосинтезирующих орга-
низмов избыточное освещение является стрес-

совым фактором, поскольку может иницииро-
вать фотоокислительные реакции, приводящие 
к повреждению организма [1]. Защита фотосин-
тетического аппарата (ФСА) от избыточного 
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освещения включает в себя ряд механизмов, 
среди которых одну из ключевых ролей игра-
ет так называемое нефотохимическое тушение 
флуоресценции (НФТ). В ходе этого процесса 
происходит преобразование в тепло энергии 
электронного возбуждения молекул хлоро-
филла (Хл). В результате снижается вероят-
ность реакции возбуждённого Хл с растворён-
ным в среде кислородом и, следовательно, 
образования активных форм кислорода  [2]. 
При этом также происходит снижение кван-
тового выхода (тушение) флуоресценции Хл, 
с чем и связано закрепившееся название этого 
процесса (эпитет «нефотохимическое» означа-
ет, что это тушение не связано с фотохимиче-
ской реакцией в фотосинтетическом реакци-
онном центре).

В наблюдаемом снижении квантового вы-
хода флуоресценции Хл, как правило, отчёт-
ливо наблюдаются несколько фаз. Самая бы-
страя, протекающая в секундном диапазоне 
времён, определяется образованием ΔpH на 
тилакоидной мембране и называется энерго-
зависимым (также энергетическим или pH-за-
висимым) НФТ (qE). Изменения других ха-
рактеристик системы защиты ФСА приводят 
к возникновению более медленных фаз ин-
дукции НФТ. НФТ обеспечивается взаимо-
действием нескольких молекулярных компо-
нентов – пигментов ксантофиллов (Кс)  [3,  4] 
и белков, локализованных в тилакоидной мем-
бране и взаимодействующих с ксантофилла-
ми и/или с фотосинтетическими антенными 
комплексами. Известно два белка, непосред-
ственно обеспечивающих НФТ: LhcSR (Light-
Harvesting Complex Stress-Related proteins) [5, 6] 
и компонент фотосистемы  II (ФСII) PsbS  [7]. 
Оба белка относятся к суперсемейству антен-
ных белков. Белок LhcSR имеет простран-
ственную структуру, схожую со структурой ми-
норной антенны ФСII (CP29) или мономеров 
комплекса LHCII (включающую три транс-
мембранных альфа-спиральных столба), и, по-
добно им, также связывает молекулы Хл и Кс 
(7 молекул Хл a и одну дополнительную моле-
кулу Хл a или b и 3 или 4 молекулы Кс, включая 
лютеин и виолаксантин)  [8]. Существуют раз-
личные представления о том, каким образом 
LhcSR или близкие к нему белки LHCX вызы-
вают тушение электронного возбуждения Хл в 
антенне: за счёт переноса возбуждения с Хл на 
Кс с последующей быстрой конверсией Кс* в 
Кс, за счёт переноса электрона с Кс на Хл или 
же за счёт образования экситонного сопряже-
ния между молекулами Хл и Кс [9, 10], однако 
в любом из этих случаев предполагается, что 
именно LhcSR является центром тушения.

Некоторое время аналогичный механизм 
тушения предполагался и для PsbS [11, 12]. Од-
нако появившиеся в 2000-х гг. данные о биохи-
мических свойствах PsbS [13], а также по мута-
генезу PsbS [14], а затем и данные о трёхмерной 
структуре этого белка  [15] показали, что он 
не содержит молекул пигментов. В отличие 
от LhcSR и антенных белков, PsbS имеет до-
полнительную (четвёртую) трансмембранную 
спираль и более компактную структуру, кото-
рая не оставляет достаточно пространства для 
связывания Хл и Кс [15]. В связи с этим выска-
зываются различные гипотезы о возможном 
механизме участия PsbS в тушении возбужде-
ния в антенне, предполагающие его взаимо-
действие (непосредственное или с участием 
молекул Кс) с белками внешней и внутренней 
антенн и переключение самих этих антенн в 
«тушащее» состояние. Это переключение со-
пряжено с кластеризацией внешних антенных 
комплексов ФСII, LHCII  [16] и, возможно, 
связано с изменением взаимодействия LHCII 
с их липидным окружением и, как результат, 
их подвижности в тилакоидной мембране [17].

Однако независимо от молекулярных ме-
ханизмов, которыми обеспечивается LhcSR- и 
PsbS-зависимое тушение, полагают, что каж-
дый из этих белков служит детектором pH в 
тилакоидном люмене и, следовательно, обе-
спечивает энергозависимый компонент НФТ 
(qE). А именно: закисление люмена приводит 
к протонированию экспонированных в лю-
мен аминокислотных остатков и образованию 
центра тушения в самом белке или же в кон-
тактирующих с ним антенных комплексах. 
Более того, оба белка оказываются аналога-
ми друг друга в эволюционной перспективе. 
Так, LhcSR (или близкие к нему LHCX-по-
добные белки) выполняет фотопротекторную 
функцию у зелёных (включая Chlorophyta и 
Charophyta), бурых, диатомовых, гаптофито-
вых и других групп водорослей [18, 19], а так-
же мхов (насколько нам известно, в литературе 
упоминается лишь главный модельный объ-
ект из этой группы – Physcomitrella patens [20]). 
Он исчезает у сосудистых растений, у которых 
его функции выполняет белок PsbS. У мхов 
также обнаруживается PsbS, где он работает 
вместе с LhcSR [20]. Так, для P. patens показано, 
что в стресс-индуцированном НФТ участвуют 
оба белка, хотя основной вклад в фотозащиту 
даёт LhcSR  [21], особенно при флуктуирую-
щем освещении [22], что связано, скорее все-
го, не с различием в эффективности LhcSR и 
PsbS, а с малым содержанием последнего [23]. 
Для харовых водорослей было показано, что 
световой стресс вызывает рост экспрессии гена, 
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кодирующего PsbS. У зелёных водорослей ген, 
кодирующий PsbS, был обнаружен в геноме, 
но детектировать белок или обнаружить его 
дифференциальную экспрессию в каких-либо 
условиях долгое время не удавалось, из чего 
делали вывод об отсутствии функциональной 
активности белка у этой группы фотосинте-
тических организмов  [24,  25]. Позже условия, 
стимулирующие рост уровня мРНК PsbS в 
клетке, были найдены для клеток модельной 
зелёной водоросли Chlamydomonas reinhardtii: 
азотное голодание [26] и фотопериод (переход 
от темноты к освещению) [27]. Лишь несколь-
ко лет назад сам белок PsbS и стресс-индуци-
рованные изменения его содержания были 
обнаружены в клетках водоросли C.  reinhardtii 
в ответ на значительное повышение осве-
щённости  [21,  28] или перенос из темноты на 
свет  [29]. Однако этот ответ был очень крат-
ковременным (порядка нескольких часов, 
хотя при низкой концентрации CO2 в среде его 
удавалось продлить более чем на сутки [28]), в 
отличие от значительно более пролонгирован-
ного влияния стресса на экспрессию LhcSR. 
На этом основании был сделан вывод о вспо-
могательной функции PsbS для LhcSR-зависи-
мого тушения [28].

В данной статье мы сообщаем об обнару-
жении у зелёной водоросли Lobosphaera incisa 
IPPAS С-2047, исследованной нами ранее [30], 
возрастания уровня экспрессии PsbS в ответ на 
спровоцированный низкой температурой све-
товой стресс. При этом значительное возрас-
тание (более чем на три порядка) сохранялось 
в течение четырёх суток после начала стрес-
са, а менее значительное повышение уровня 
экспрессии PsbS (порядка десятикратного по 
сравнению с уровнем до начала стресса) со-
хранялось по крайней мере до 9  суток. Тем 
самым в настоящей работе мы впервые пока-
зываем продолжительное возрастание уровня 
экспрессии PsbS в клетках зелёных водорослей 
(Chlorophyta) в ответ на стресс. Это может оз-
начать, что функция PsbS в фотосинтетиче-
ском аппарате Chlorophyta не сводится к роли 
«первого эшелона» защиты в переходных со-
стояниях, как предполагали ранее, а включает 
полноценное участие в защите фотосинтети-
ческого аппарата от стрессовых условий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Условия культивирования микроводорослей 
и отбор проб. Суспензионную культуру зелёной 
водоросли L. incisa IPPAS С-2047 (Chlorophyta, 
Trebouxiophyceae) выращивали в фотобио-

реакторе в 0,7-литровой стеклянной колонне 
(внутренний диаметр 45  мм) при температуре 
25–26 °C, постоянном барботировании отфиль-
трованным атмосферным воздухом (0,4 л/мин) 
и непрерывном освещении (50  мкмоль фото-
нов м−2 с−1) светодиодными панелями, осна-
щёнными нейтральными белыми светодиодами 
SMD  2835 («Arlight», Россия). По достижении 
оптической плотности OD678 = 0,4–0,5 произ-
водили отбор проб культуры для проведения 
физиологического и биохимического анализов, 
затем культуру охлаждали до 0 °C со скоростью 
0,4–0,8  °C/мин. Инкубацию при температуре 
около 0  °C про должали в течение следующих 
9  суток. Для  термостатирования культуры ис-
пользовали охлаждающую циркуляционную 
баню-термостат, оснащённую контроллером 
температуры STC-1000 («Elitech», Великобри-
тания) и сопряжённую с культивационной ко-
лонной с помощью тонкого (не мешающего ос-
вещению культуры) змеевика, погружённого в 
суспензионную культуру.

В ходе инкубации проводили отбор проб 
через 16 ч, 2, 4 и 9 суток после охлаждения куль-
туры. Сразу после отбора каждой пробы её 
подвергали центрифугированию при 0  °C для 
осаждения клеток; в полученный осадок добав-
ляли нетоксичный водный фиксатор, предна-
значенный для быстрой стабилизации клеточ-
ной РНК  – IntactRNA («Евроген», Россия), в 
количестве 8 : 1 по отношению к объёму осадка. 
Полученную суспензию перемешивали, инку-
бировали при комнатной температуре в течение 
1  ч, затем 24  ч в холодильнике, после чего по-
вторно центрифугировали и замораживали по-
лученный осадок при −80 °C.

Выделение РНК и количественная ПЦР в 
реальном времени (ПЦР-РВ). Выделение сум-
марной РНК из клеток, синтез одноцепочечной 
кДНК, подбор праймеров и ПЦР-РВ выпол-
нены в соответствии с протоколом, детально 
описанным нами ранее [30] (с использованием 
того же оборудования и реактивов), а также в 
Приложении к настоящей работе. Последо-
вательности праймеров приведены в таблице. 
Предсказанные размеры продуктов ПЦР со-
ставляли: для кДНК белка PsbS  – 146  п.н., 
LhcSR – 121 п.н., Act – 77 п.н., Ubi – 147 п.н., 
размеры участка геномной ДНК между прай-
мерами – 400 п.н., 372 п.н., 301 п.н. и 441 п.н. 
соответственно. Эффективность всех использу-
емых праймеров составляла не менее 80%.

Постановка ПЦР включала 35  циклов с 
температурным профилем 95 °C (10 с, плавле-
ние), 58 °C (15 с, отжиг праймеров), 72 °C (15 с, 
элонгация) и 81 °C (15 с, измерение репортёр-
ной флуоресценции). Графики амплификации 
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Последовательности праймеров для целевых (PsbS, LhcSR) и референсных (Act, Ubi) генов

Ген

Праймеры

прямой обратный

PsbS CACCTTCAGCGAGTCCAAC ACAGCTCGTTCTTCTTGGTG

LhcSR CTGGTGTTCGCCATCGG GGTCAAAGCCCAGGTTACC

Act CCATCTATGAGGGCTATGCG CATGTAGTCGGTCAGGTCG

Ubi CTACCTGAACATCAAGTCCCTG TTTTCCCTTCGCACCTCC

приведены на рис.  П.1 Приложения. Специ-
фичность ПЦР была подтверждена с исполь-
зованием электрофореза продуктов ПЦР, 
который показал наличие в продуктах лишь 
предсказанных транскриптов (рис.  П2 и П3 
Приложения). В качестве референсных генов 
(эндогенного контроля) были выбраны гены 
актина (Act) и убиквитинлигазы (Ubi). Со-
держание специфических транскриптов рас-
считывали относительно полусуммы уровней 
транскриптов Act и Ubi в той же культуре до 
начала низкотемпературной акклимации.

Измерения фотохимической активности фото-
синтетического аппарата выполняли непосред-
ственно сразу после отбора проб с помощью 
импульсно-модулированного хлорофилл-флуо-
риметра Fluor Pen FP 100 («Photon Systems 
Instruments», Чехия). Суспензию помещали в 
кварцевую кювету и адаптировали к темноте в 
течение 10  мин при 0 или 25  °C (для опытных 
и контрольных образцов соответственно), по-
сле чего производили запись световой кривой 
квантового выхода фотохимической активно-
сти ФСII (ΦPSII).

Измерения фотосинтетического выделения 
кислорода были выполнены с помощью си-
стемы измерения уровня респирации и фото-
синтеза образцов в жидкой фазе Chlorolab  3 
(«Hansatech Instruments», Великобритания), 
использующей электрод Кларка, и термо-
статируемую 20-мл камеру для суспензии с 
магнитной мешалкой. Освещение суспензии 
осуществлялось красным светом (максимум 
длины волны 660 нм, ширина спектра на полу-
высоте около 15 нм) с помощью светодиодного 
светильника.

Статистическая обработка данных. Изме-
рения содержания транскриптов целевых и 
референсных генов выполнены с трёхкратной 
биологической повторностью и с трёхкрат-
ной аналитической повторностью, измерения 
фотосинтетического выделения кислорода и 
фотохимической активности ФСII – с четы-

рёхкратной биологической и трёхкратной ана-
литической повторностью. Результаты пред-
ставляют среднее значение (M) ± стандартное 
отклонение (SD). Для результатов количе-
ственной ПЦР усреднение проводили сначала 
по аналитическим, затем по биологическим 
повторностям. SD оценивали по разбросу био-
логических повторностей, т.к. он существенно 
превосходил разброс между аналитическими 
повторностями. Для остальных данных SD 
оценивали по разбросу всех повторностей. До-
стоверность отличия изменений уровня экс-
прессии от единицы оценивали на основе до-
верительных интервалов для математического 
ожидания нормальной выборки с уровнем до-
верия p = 99%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

После охлаждения суспензии до 0  °C мы 
наблюдали рост экспрессии генов обоих за-
щитных белков ФСА, PsbS и LhcSR. К мо-
менту первого измерения, через 16 ч после ох-
лаждения, экспрессия достигала наибольшего 
уровня, наблюдавшегося за всё время низко-
температурной инкубации клеток. В случае 
белка PsbS этот уровень поднимался по срав-
нению с уровнем до воздействия низкой тем-
пературы более чем на три порядка (рис. 1, а). 
В течение первых двух суток изменение уров-
ня экспрессии было незначительным, а к кон-
цу четвёртых суток падало в 3–5 раз. К концу 
девятых суток инкубации уровень экспрессии 
снижался уже значительно (в 200–300  раз по 
сравнению с максимальным уровнем), однако 
всё ещё оставался примерно в 7–10 раз выше, 
чем до начала стресса.

В случае белка LhcSR изменения были ме-
нее значительными. Через 16  ч воздействия 
низкой температуры уровень экспрессии его 
гена возрастал приблизительно в 10 раз, после 
чего медленно снижался: примерно в два раза 
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Рис.  1. Кинетика изменений уровня экспрессии генов 
белков PsbS (а) и LhcSR (б) в клетках L.  incisa IPPAS 
C-2047 в результате акклимации к температуре 0 °C (при-
ведён десятичный логарифм относительного изменения 
уровня транскрипта, RQ). Приведены средние значе-
ния ± SD (n = 3). Уровень экспрессии обоих генов в ходе 
всего времени акклимации клеток к низкой температуре 
достоверно отличается от их начального уровня экспрес-
сии (t = 0 на графике) с уровнем доверия p = 99%

к концу вторых суток и ещё в 1,5–1,8 раза через 
9  дней после начала низкотемпературной ин-
кубации (рис. 1, б). 

Приведённые данные выявляют совер-
шенно иной характер участия PsbS в ответе 
на стресс у зелёных водорослей (Chlorophyta), 
чем это предполагалось ранее. Так, ранее от-
вет, связанный с дифференциальной экспрес-
сией и накоплением PsbS в клетках другой 
зелёной водоросли, C.  reinhardtii, наблюдался 
лишь в течение короткого времени (порядка 
нескольких часов) после начала воздействия 
на клетку стрессовых условий. Так, при пе-
реносе культуры C.  reinhardtii с 45 на 400, 800 
или 1200  мкмоль фотонов  м−2  с−1 концентра-
ция мРНК PsbS возрастала в течение менее 
чем 30 мин, далее спадая практически до нуля 
в течение 14 ч. При этом динамика изменений 
концентрации самого белка несколько отста-
вала от мРНК: содержание PsbS возрастало до 
максимума за 4–8  ч, а через 32  ч белок прак-

тически не детектировался [21]. При периоди-
ческой смене периодов темноты и освещения 
(интенсивностью 200 мкмоль фотонов м−2 с−1), 
моделирующей суточные колебания освещён-
ности, уровень экспрессии гена PsbS возрастал 
на время около 1 ч после начала освещения и 
сохранялся сколь-либо заметным в течение 
2–3 ч [29]. Изменения уровня экспрессии гена 
PsbS в течение суток в естественных услови-
ях были также недавно обнаружены у много-
клеточной зелёной водоросли Ulva prolifera; 
наблюдаемые колебания содержания мРНК 
(приблизительно 10-кратные) были сходными 
для PsbS и LhcSR как по динамике, так и по 
величине; вероятно, они отражали суточные 
колебания освещённости и температуры  [31]. 
Интересно, что у C. reinhardtii более плавное (в 
течение 2  ч) нарастание интенсивности света 
или снижение её максимальной величины (до 
60  мкмоль фотонов  м−2  с−1) приводило к сни-
жению концентрации мРНК, но не к измене-
нию характерного времени её исчезновения 
после достижения максимума. Содержание 
самого белка (PsbS) также достигало максиму-
ма в течение первого часа и ещё сохранялось 
сколь-либо заметным через 3  ч после начала 
освещения. Световой стресс (резкое повыше-
ние интенсивности света с 30 до 480  мкмоль 
фотонов м−2 с−1) на фоне низкой (ниже атмос-
ферной) концентрации CO2 позволял продлить 
присутствие PsbS в клетке до 48 ч, хотя и при 
концентрациях много меньших, чем в макси-
муме (6–10 ч), в то время как при атмосферной 
концентрации CO2 через 24 ч его уже не удава-
лось детектировать  [28]. У двойного мутанта 
npq4lhcsr1, лишённого обеих форм защитного 
белка LhcSR, LhcSR1 и LhcSR3, падение кон-
центрации PsbS было ещё более замедленным. 
Однако о сопутствующих изменениях содержа-
ния мРНК в этой работе не сообщается [28].

В связи с этим у PsbS в клетках зелёных 
водорослей предполагалась лишь вспомога-
тельная  [28] фотопротекторная функция в 
переходные периоды (в начале стресса)  [6]. 
Такой характер индукции синтеза PsbS суще-
ственно отличал этот белок от его функцио-
нального аналога, белка LhcSR. Для последне-
го наблюдался значительно более длительный 
период стресс-индуцированного возрастания 
экспрессии и практически постоянное  [29] 
или, по крайней мере, значительно бо-
лее длительное присутствие в повышенных 
концентрациях в течение действия стрес-
совых условий  [21,  28,  29]. В  наших экспе-
риментах мы также отмечали повышенную 
экспрессию LhcSR в течение всего времени 
воздействия стрессовых условий. Но при этом 
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одновременно наблюдали значительно более 
длительное повышение концентрации мРНК 
PsbS в ходе индукции стресса, продолжающе-
еся (хотя и со значительным снижением по 
сравнению с пиковыми значениями) до 9  су-
ток. Однако даже период пиковых значений 
был растянут в исследованном нами случае на 
2–4  суток. По-видимому, это говорит о том, 
что роль PsbS у зелёных водорослей в ответе их 
ФСА на стрессовые условия может быть значи-
тельно более существенной, чем это ожидалось 
ранее, и не ограничиваться лишь ролью «пер-
вого эшелона» защиты.

При этом стоит заметить, что сама индук-
ция синтеза и накопления PsbS в клетках зе-
лёных водорослей ранее была показана лишь 
для единственного модельного объекта из 
этой группы (отдел Chlorophyta), C. reinhardtii, 
поэтому вопрос о распространённости PsbS- 
зависимого механизма защиты ФСА среди зелё-
ных водорослей до сих пор остаётся неясным. 
Приводимые здесь данные позволяют думать, 
что этот механизм не является уникальным для 
C. reinhardtii и может быть достаточно широко 
распространён среди представителей отдела 
Chlorophyta.

Полученные нами данные говорят о воз-
растании уровня экспрессии гена белка PsbS. 
В то же время для многих белков увеличение 
экспрессии гена слабо коррелирует с накоп-
лением кодируемого им белка  [32]. Однако в 
случае PsbS C.  reinhardtii было показано, что 
содержание белка следует за изменением экс-
прессии гена [29]. Поэтому можно ожидать, что 
и у L. incisa наблюдаемая нами динамика изме-
нений уровня экспрессии гена белка PsbS отра-
жает характер изменений концентрации белка.

Обнаруженное нами длительное возрас-
тание содержания мРНК, кодирующей белок 
PsbS, и, как мы предполагаем, также само-
го белка может быть связано с особенностя-
ми физиологии и экологии фотосинтеза ис-
следуемого штамма L.  incisa IPPAS С-2047. 
Однако нельзя исключить, что оно обуслов-
лено в первую очередь иным характером 
стресса, который испытывали клетки водо-
росли в нашем исследовании по сравнению 
с обсуждавшимися выше исследованиями на 
C. reinhardtii [21, 28, 29]. PsbS-зависимое нефо-
тохимическое тушение является защитной ре-
акцией ФСА на избыток световой энергии, то 
есть компонентом светового стресса. В настоя-
щей работе для индукции светового стресса у 
клеток L. incisa мы не использовали непосред-
ственное увеличение интенсивности освеще-
ния, как это делается в большинстве работ, 
исследующих световой стресс у фотосинтези-
рующих организмов. Вместо этого индуциро-
вали световой стресс понижением температу-
ры на фоне достаточно низкой освещённости 
(50  мкмоль фотонов  м−2  с−1), которая суще-
ственно ниже значений освещённости, насы-
щающих фотосинтез или вызывающих фото-
повреждение у большинства изученных групп 
зелёных водорослей  [33]. Разумеется, мы не 
можем отождествлять это воздействие на водо-
росли и их реакцию на него с реакцией на воз-
растание интенсивности света. Тем не менее 
мы можем утверждать, что понижение темпе-
ратуры в наших условиях вызывает световой 
стресс, о чём свидетельствуют наши данные о 
существенном снижении насыщающей интен-
сивности света (рис. 2, а). В то время как при 
нормальной температуре инкубации (25  °C) 

Рис.  2. Зависимость ΦPSII (а) и скорости фотосинтетического выделения кислорода (б) суспензией клеток L.  incisa 
IPPAS C-2047, инкубируемой при температуре 25 °C (круги) и 0 °C (треугольники) в течение 4 суток, от интенсивности 
освещения. Приведены средние значения ± SD (n = 4)
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суспензии L.  incisa снижение ΦPSII в два раза 
происходит при интенсивности света около 
100 мкмоль фотонов м−2 с−1, у культуры, инку-
бируемой при 0 °C в течение 4 суток, уже свет 
интенсивности 10 мкмоль фотонов м−2 с−1 вы-
зывает снижение ΦPSII как минимум в 6–8 раз. 
В результате скорость фотосинтетического вы-
деления кислорода падает практически до нуля 
во всём диапазоне исследованных значений 
освещённости (рис.  2,  б). К сожалению, точ-
ность наших измерений не позволила надёжно 
установить степень отличия от нуля скорости 
выделения кислорода в этих условиях и опре-
делить точное значение полунасыщающей ин-
тенсивности света; можно лишь утверждать, 
что она ниже 10 мкмоль фотонов м−2 с−1.

Световой стресс развивается в клетках 
L. incisa достаточно быстро: так, уже в течение 
нескольких часов после начала охлаждения 
ΦPSII при той освещённости, при которой ин-
кубируется суспензионная культура (50 мкмоль 
фотонов м−2 с−1), падает приблизительно в 3 раза, 
хотя некоторое падение продолжается и в по-
следующие несколько дней (рис.  3). Таким 
образом, на фоне холодового стресса мы ра-
нее наблюдали развитие признаков светово-
го стресса, таких как снижение активности 
ФСII и рост тепловой диссипации энергии 
поглощённого света в фотосинтетической ан-
тенне  [30]. Однако при этом не наблюдали 
изменения общего содержания хлорофилла в 
клетках, изменения количества антенных ком-
плексов в расчёте на реакционный центр, а 
также изменения содержания и состава каро-
тиноидов. Отсутствие изменений этих харак-
теристик, которые также являются маркерами 
светового стресса, мы ранее объяснили отно-
сительной «мягкостью» условий, при которых 
наиболее «экономной» стратегией адаптации, 
по-видимому, оказывается индукция LhcSR- 
зависимого НФТ  [30]. Теперь мы видим, что, 
наряду с LhcSR, в индукции НФТ может уча-
ствовать и его эволюционно более поздний 
аналог – белок PsbS. Поскольку на протяже-
нии как минимум 4–5  суток этот ответ оста-
ётся основным  [30], то можно предположить, 
что одновременно возрастает необходимость 
продления периода повышенной экспрессии 
белка. Подчеркнём, однако, что наблюдаемый 
нами долговременный рост содержания тран-
скриптов гена PsbS хотя и является важным 
указанием на роль этого белка в обеспечении 
защиты ФСА от избыточного освещения при 
пониженной температуре, но ещё не служит 
доказательством этой роли. Чтобы доказать 
её и оценить вклад PsbS в суммарную фото-
протекторную реакцию ФСА, необходимы до-

Рис.  3. Кинетика изменений ΦPSII L.  incisa IPPAS 
C-2047 при интенсивности освещения 50  мкмоль фото-
нов  м−2  с−1. Показаны изменения для суспензии клеток, 
инкубируемой при температуре 25 °C (круги) и 0 °C (тре-
угольники) в течение 9 суток. Приведены средние значе-
ния ± SD (n = 4)

полнительные исследования с привлечением 
мутантов, лишённых одного или нескольких 
других фотопротекторных механизмов.

Это предположение позволяет сформули-
ровать следующую гипотезу: экспрессия гена 
PsbS в клетках зелёных водорослей (или, во 
всяком случае, в L.  incisa) будет снижаться в 
условиях, когда будут активно включаться дру-
гие механизмы защиты ФСА от избыточного 
освещения (в том числе связанные с накопле-
нием и изменением состава каротиноидов, 
снижением содержания Хл и изменением сте-
хиометрии компонентов фотосинтетической 
электрон-транспортной цепи). Иными слова-
ми, мы можем ожидать отрицательную корре-
ляцию между экспрессией PsbS и активностью 
других защитных механизмов при одном и том 
же количестве полезной поглощённой свето-
вой энергии (потраченной на активацию фо-
тосинтетического транспорта электронов) в 
расчёте на единицу биомассы водоросли. Про-
верка данной гипотезы должна стать целью по-
следующих работ в этой области.
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Non-photochemical quenching (NPQ) of excited chlorophyll states is essential for protecting the 
photosynthetic apparatus (PSA) from the excessive light-induced damage in all groups of oxygenic 
photosynthetic organisms. The key component of the NPQ mechanism in green algae and some other 
groups of algae and mosses is the LhcSR protein of the light harvesting complex (LHC) protein superfamily. 
In vascular plants, LhcSR is replaced by PsbS, another member of the LHC superfamily and a subunit of 
photosystem II (PSII). PsbS also performs the photoprotective function in mosses. For a long time, PsbS 
had been believed to be nonfunctional in green algae, although the corresponding gene was discovered 
in the genome of these organisms. The first evidence of the PsbS accumulation in the model green alga 
Chlamydomonas reinhardtii in response to the increase in irradiance was obtained only six years ago. 
However, the observed increase in the PsbS content was short-termed (on an hour-timescale). Here, we 
report a significant (more than three orders of magnitude) and prolonged (four days) upregulation of PsbS 
expression in response to the chilling-induced high-light stress followed by a less significant (~ tenfold) 
increase in the PsbS expression for nine days. This is the first evidence for the long-term upregulation of the 
PsbS expression in green alga (Chlorophyta) in response to stress. Our data indicate that the role of PsbS in 
the PSA of Chlorophyta is not limited to the first-line defense against stress, as it was previously assumed, 
but includes full-scale participation in the photoprotection of PSA from the environmental stress factors.

Keywords: thermal dissipation of light energy, PsbS, LhcSR, high-light stress, chilling acclimation, Chlorophyta


