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Распространение потенциала действия и перенос метаболитов с потоком цитоплазмы составляют
основные способы дальней сигнализации в гигантских клетках харовых водорослей. В работе пока-
зано, что возбуждение плазматических мембран и остановка течения цитоплазмы в междоузлиях
Chara на слабом свету (при отсутствии масштабных изменений рН на поверхности клетки) сопро-
вождаются переходным возрастанием или серией колебаний фактической флуоресценции хлоро-
филла (F ') в хлоропластах, лежащих вблизи зон наружной кальцификации, но не оказывают влия-
ния на свечение хлоропластов в преобладающих по площади некальцифицированных участках.
Разная чувствительность к генерации потенциала действия у хлоропластов, лежащих вблизи и вда-
ли от зон инкрустации, вероятно связана со структурными и биохимическими различиями клеточ-
ных доменов и влиянием течения цитоплазмы на окружение хлоропластов в области измерения.
Кинетические кривые изменений F ' при возбуждении клетки и число отдельных полос в ответной
реакции зависели от освещаемой площади препарата. Число полос сокращалось при переходе от об-
щего освещения к освещению узкого участка клетки световодами с диаметром 2.0 и 0.4 мм. Резуль-
таты свидетельствуют о том, что начальные стадии изменений F ' после генерации потенциала дей-
ствия обусловлены внутренними процессами в хлоропластах, а более поздние изменения F ' связаны
с поступлением метаболитов из возобновляющегося потока цитоплазмы в хлоропласты исследуе-
мой зоны. Амплитуда вызванных возбуждением изменений F ' резко снижалась в начальный период
после перехода от общего к локальному освещению, что объясняется потреблением восстанови-
тельных эквивалентов цитоплазмы в процессах постсветовой фиксации СО2 в условиях прекраще-
ния фотопродукции NADPH в области затенения.

Ключевые слова: Characeae, потенциал действия, флуоресценция хлорофилла, течение цитоплазмы,
транспортеры оболочки хлоропластов, дальний транспорт
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ВВЕДЕНИЕ
Возбудимость представляет одно из фунда-

ментальных свойств живых клеток. Генерация
потенциала действия (ПД) в клетках растений со-
провождается повышением уровня Ca2+ в цито-
плазме, что оказывает влияние на синтез фито-
гормонов [1], приводит к закрыванию листьев у
сейсмочувствительных и насекомоядных расте-
ний [2, 3], вызывает изменения дыхания и фото-
синтеза [4, 5]. Влияние возбудимости на фото-
синтез отчетливо проявляется по изменениям
флуоресценции (Фл) хлорофилла (Хл) в междоуз-
лиях харовых водорослей на ярком свету, при ко-
тором на поверхности клетки поддерживаются
чередующиеся кислые и щелочные зоны с пере-
падами рН от 6.5 до 10 [6, 7]. Генерация ПД вре-

менно устраняла эти неравновесные структуры, а
также снижала квантовую эффективность фото-
системы II (ФСII) и линейный поток электронов
в области щелочных зон, но оказывала слабое
влияние на хлоропласты, расположенные под на-
ружными кислыми зонами [8]. Показано, что на-
блюдаемое снижение максимальной флуорес-
ценции  обусловлено возрастанием ΔрН на ти-
лакоидных мембранах освещенных хлоропластов
и усилением тепловых потерь в антенне (нефото-
химическое тушение) после генерации ПД [6].
Неоднородный профиль рН в клетках Chara исче-
зает в темноте, но пространственная неоднород-
ность в распределении некоторых органелл (хара-
сомы) [9] сохраняется в течение 7–10 сут. Еще бо-
лее устойчивы к долгому затенению кристаллы
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солей кальция на поверхности клеточной стенки,
которые осаждаются на свету в области наружных
щелочных зон. Cведения о влиянии возбудимо-
сти на фотосинтез и Фл Хл в клетках Chara на сла-
бом свету в условиях сглаживания продольного
профиля наружного рН в настоящее время отсут-
ствуют.

При низкой освещенности, недостаточной для
развития нефотохимического тушения (NPQ),
влияние возбуждения плазматических мембран
на хлоропласты может включать регуляторные
пути, основанные на изменении редокс-состоя-
ния пула пластохинонов (PQ) и первичного хи-
нонного акцептора ФСII QA. Сведения о влиянии
возбудимости мембран на состояние переносчи-
ков электронов между фотосистемами остаются
пока единичными. На листьях венериной мухо-
ловки обнаружено переходное возрастание фак-
тической флуоресценции хлорофилла (F ', F или
Ft в разных обозначениях) после индукции ПД
при низкой интенсивности света, что указывает
на временное восстановление QA и пула PQ [10, 11].
В условиях слабого стационарного освещения
(при отсутствии NPQ), когда значения макси-
мальной и минимальной флуоресценции  и Fo
поддерживаются на постоянном уровне, измене-
ния флуоресценции F ' служат удобным показате-
лем фотохимического тушения qP в ФСII. Возрас-
тание F ' отражает восстановление QA и увеличение
доли закрытых реакционных центров, а сниже-
ние F ' соответствует увеличению содержания
окисленной формы QA. Сглаживание неоднород-
ного профиля рН в примембранных слоях среды
при низких интенсивностях света исключает мас-
штабные изменения наружного рН в качестве пе-
ременной величины и упрощает интерпретацию
процессов, запускаемых в хлоропластах при воз-
буждении.

Влияние ПД на фотосинтетическую функцию
включает два важных фактора. Повышение кон-
центрации Ca2+ в цитоплазме харовых водорос-
лей при генерации ПД (от 0.1 до 10–40 мкМ) [12,
13] сопровождается светозависимым поглощени-
ем Ca2+ хлоропластами и возрастанием уровня
Ca2+ в строме [14], что ведет к подавлению фото-
синтетической фиксации CO2 [15]. Кроме того,
влияние ПД на активность хлоропластов включа-
ет еще одно, ранее не включенное в обсуждение
обстоятельство. Повышение уровня Са2+ в цито-
золе во время потенциала действия вызывает вре-
менную остановку течения цитоплазмы [16], что
вероятно модифицирует обмен веществ между
хлоропластами и цитоплазмой, а также концен-
трации метаболитов в потоке жидкости. Эти
события могут проявляться в дальних межхло-
ропластных взаимодействиях, опосредованных
круговым течением цитоплазмы. Изучение инду-
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цируемых потенциалом действия изменений F '
позволит понять, как сказывается временное
прерывание течения цитоплазмы на распределе-
нии метаболитов, доставляемых с потоком к ис-
следуемым хлоропластам.

О существовании дальних опосредованных
циклозом взаимодействий между неподвижны-
ми хлоропластами в гигантских клетках Chara
говорят резкие различия индукционных кри-
вых Фл Хл в условиях освещения всего междо-
узлия в сравнении с освещением небольшого
(диаметр ~2 мм) участка клетки, а также исчез-
новение этих различий после остановки течения
цитоплазмы под действием ингибитора актина –
цитохалазина D [17, 18]. Аналогичный подход –
сравнение ответных реакций хлоропластов на ге-
нерацию ПД в условиях общего и локального
освещения – может оказаться полезным для вы-
явления дальних внутриклеточных взаимодей-
ствий, участвующих в передаче сигнала от возбу-
димых мембран к фотосинтетическому аппарату.

В данной работе изучали влияние генерации
потенциала действия на изменения Фл Хл в клет-
ках междоузлий харовой водоросли, экспониро-
ванных на слабом свету, достаточном для поддер-
жания фотосинтетического аппарата в активном
состоянии. Наряду со стационарным фоновым
освещением всей клетки, использовали длитель-
ное (>10 мин) локальное освещение небольшого
участка, которое сопровождается инактивацией
светозависимых транспортеров оболочки у хло-
ропластов, расположенных вне освещаемой
области. В итоге выявлена неоднородность от-
ветных реакций хлоропластов разных участков
клетки на генерацию ПД и установлена важная
роль транспортеров оболочки и микрофлуидного
транспорта в динамике изменений редокс-состо-
яния фотосинтетической электрон-транспорт-
ной цепи (ЭТЦ) при возбуждении плазматиче-
ских мембран.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Эксперименты прово-

дили на клетках междоузлий Chara australis R. Br.
Водоросли выращивали при рассеянном комнат-
ном освещении. Использовали боковые побеги
длиной 25–30 мм и диаметром 0.7–0.9 мм, а также
закончившие рост клетки центральной оси дли-
ной до 5 см, которые помещали в искусственную
прудовую воду, содержащую 0.1 мМ KCl, 1 мМ
NaCl и 0.1 мМ CaCl2. Значения рН среды доводи-
ли до рН 7.0 добавлением раствора бикарбоната
натрия. Изолированные клетки выдерживали в
искусственной прудовой воде не менее суток по-
сле отрезания соседних междоузлий. Некоторые
особенности строения клеток Chara – наличие
зон кальцификации клеточной стенки, ротаци-
онное течение цитоплазмы, плотная однослой-
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ная упаковка неподвижных хлоропластов – пред-
ставлены на рис. 1.

Микрофлуориметрия хлорофилла. Выход фак-
тической флуоресценции хлорофилла F ' измеря-
ли на микроучастке клеток (диаметр ~100 мкм)
с помощью инвертированного микроскопа Axio-
vert 25-CFL (Zeiss, Германия), оборудованного
микрофлуориметром с импульсно-модулирован-
ным освещением Microscopy-PAM (Walz, Герма-
ния). Перед измерениями препарат адаптировали
к слабому фоновому свету, направленному от
верхнего осветителя микроскопа через сине-зеле-
ный фильтр (СЗС-22, толщина 5 мм) и нейтраль-

ный стеклянный светофильтр (плотность потока
квантов на уровне объекта ~10 мкмоль м–2 с–1,
λ < 580 нм). Низкая интенсивность освещения
достаточна для поддержания светозависимых
ферментов в активном состоянии, но исключает
энергозависимое нефотохимическое тушение.
Выход модулированной флуоресценции хлоро-
филла F ' регистрировали при непрерывном фо-
новом освещении. Сигнал, поступающий с фото-
умножителя, обрабатывали в программе WinCon-
trol-3 (Walz), оцифровывали с интервалом ~51 мс
аналого-цифровым преобразователем PCI-6024E
(National Instruments, США) и записывали на

Рис. 1. Микрофотографии сегментов междоузлия Chara и варианты освещения клетки в ходе эксперимента. Стрелка-
ми отмечены встречные направления течения цитоплазмы по разные стороны от линии разделения потоков (узкая по-
лоса цитоплазмы, не содержащая хлоропластов).
а – Расположение кальцифицированных и свободных от кристаллов участков на поверхности клетки Chara. Окруж-
ностями 1 и 2 отмечены области измерения флуоресценции хлоропластов вдали от мест отложения кристаллов CaCO3
и на границе с кристаллами соответственно. Верхняя и нижняя части рисунка соответствуют режимам общего осве-
щения всей клетки (I) и локального освещения выбранного участка клетки (II) при затемнении остальных частей
клетки. Исходное изображение предоставлено профессором Ilse Foissner (Университет г. Зальцбурга, Австрия).
б – Участок плотно упакованного слоя хлоропластов на границе зоны отложения кристаллов. Круговые области 1 и 2
соответствуют выбору мест измерения флуоресценции на разном удалении от кристаллов.
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компьютер. Измерения проводили при темпера-
туре 21–23°С.

Локальное освещение. Для локального освеще-
ния области измерения F ' и окружающих участ-
ков использовали гибкий оптоволоконный ка-
бель длиной 10 см с диаметром оптического пучка
2 мм [18, 19]. Один конец оптического кабеля
проходил через светозащитный экран; на него па-
дал свет от верхнего осветителя микроскопа. Дру-
гой конец кабеля был направлен на клетку сверху.
Положение торца оптического кабеля относи-
тельно области измерения Фл в горизонтальной
плоскости и по вертикали регулировали с помо-
щью микроманипулятора при наблюдении в
микроскоп. Для большего сужения освещаемой
области препарата применяли одноволоконный
кварцевый световод с диаметром 0.4 мм. Интен-
сивности света, падающего на исследуемую об-
ласть клетки в режимах общего и локального
освещения, отличались незначительно, о чем го-
ворят близкие измеряемые значения F ' для этих
экспериментальных условий.

Электростимуляция. Изолированную клетку
междоузлия помещали в двухсекционную камеру
из оргстекла. Стимулирующие токовые Ag/AgCl
электроды располагались в разных отсеках каме-
ры. Пропускание импульса электрического тока
(10 мкА, 150 мс) между наружными электродами
вызывало возбуждение клетки и временное пре-
кращение течения цитоплазмы. Остановку внут-
риклеточного потока под влиянием ПД проверя-
ли во всех опытах визуально в проходящем свете.
Для этого измерения Фл Хл временно прерывали
в начале каждой отдельной записи. Последей-
ствие однократного электрического возбуждения
на эффективный квантовый выход ФСII продол-
жается от 10 до 45 мин [6]. В данной работе интер-
валы между возбуждающими стимулами состав-
ляли 10–15 мин. Наружный pH возле кальцифи-
цированных и некальцифицированных участков
клеток измеряли с помощью сурьмяных рН-мик-
роэлектродов в стеклянной изоляции, как описа-
но ранее [20].

Усредненные кинетические кривые измене-
ния F ', показанные на рисунках, получены при
2–5-кратном воспроизведении в репрезентатив-
ных экспериментах на отдельных клетках. В каж-
дой серии экспериментов использовали не менее
четырех клеток. Количество измерений указано в
подписях к рисункам.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Возрастание F ' в хлоропластах вблизи зон каль-
цификации после генерации ПД. Приложение ко-
роткого импульса электрического тока между ча-
стями клетки, находящимися в разных отсеках
экспериментальной камеры, вызывало генера-

цию потенциала действия (ПД), что проявлялось
в резкой остановке течения цитоплазмы. Возоб-
новление потока цитоплазмы начинается при-
мерно через 30 с после генерации спайка, а пол-
ное восстановление скорости течения достигает-
ся в течение 10–15 мин [21]. Опыты, проведенные
на кальцифицированных и свободных от кри-
сталлов участках клеток, выявили качественно
различную чувствительность флуоресценции
хлоропластов F ' к генерации ПД. В областях, да-
леких от зон отложения кальциевых кристаллов и
занимающих подавляющую часть поверхности
клетки, возбуждение плазматических мембран при
слабом фоновом освещении (10 мкмоль м–2 с–1) не
оказывало влияния на уровень Фл Хл (рис. 2а).
Вместе с тем, в участках, расположенных вблизи
кальциевых отложений, генерация ПД вызыва-
ла временное повышение Фл хлоропластов и
последующее ее снижение до исходного уровня
(рис. 2б, 2в). При выдерживании клеток в темноте
генерация ПД не вызывала изменений флуорес-
ценции F '. Переходные изменения Фл Хл прояв-
лялись наиболее ярко в хлоропластах, омываемых
потоком цитоплазмы на выходе из зоны инкру-
стации. На противоположной стороне инкрусти-
рованной зоны, где цитоплазма поступала в об-
ласть кальцификации, изменения Фл Хл после
генерации ПД были небольшими или отсутство-
вали.

На рис. 2б и 2в показаны типичные изменения
флуоресценции F ', вызванные генерацией потен-
циала действия в условиях общего и локального
освещения клеток Chara светом слабой интенсив-
ности (10 мкмоль м–2 с–1). Измерения проводили
на свободных от кристаллов участках клетки, гра-
ничащих с зонами кальцификации. При общем
стационарном освещении активность светозави-
симых транспортеров оболочки хлоропластов,
отвечающих за накопление Ca2+ в строме и пере-
нос восстановительных эквивалентов, сохраняет-
ся в пределах всей клетки, а в случае локального
освещения активность транспортеров ограниче-
на освещаемой зоной. Как видно из рис. 2б и 2в,
пиковые значения F ' после генерации ПД дости-
гались раньше при узком диаметре светового луча
(кривые 2), чем при широком поле облучения
(кривые 1). Кроме того, при общем освещении
возврат F ' к исходному уровню продолжался су-
щественно дольше, чем при локальном освеще-
нии области измерения и примыкающих участ-
ков. Эти наблюдения позволяют предполагать,
что ответные изменения F ' после генерации ПД
при общем освещении представляют собой су-
перпозицию нескольких процессов разной при-
роды.

Повышение F ' после генерации ПД, по-види-
мому, вызвано подъемом уровня Ca2+ в строме
освещенных хлоропластов [14] и подавлением
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фиксации СО2 [15]. Падение потребления NADPH
в реакциях цикла Кальвина понижает содержа-
ние акцептора NADP+, что замедляет отток элек-
тронов от ФСI, способствуя восстановлению PQ
и QA фотосистемой II и повышению флуоресцен-
ции F '. Известно, что медленные стадии индук-
ционных изменений Фл Хл в фотосинтезирую-
щих организмах тесно связаны с использованием
NADPH в метаболических процессах [22]. Уста-
новлено также, что электроны поступают от
NADPH и восстановленного ферредоксина в пул
PQ по сегментам циклической цепи (по антими-
цин А-чувствительному и антимицин-нечувстви-
тельному путям) [23], что также повышает уро-
вень F '. Параллельно с этим избыток NADPH
удаляется из стромы в цитоплазму посредством
транспортеров оболочки (“малатный клапан” и
переносчик триозофосфатов) [24, 25].

Отмечая замедленный спад F ' на кривых 1 в
сравнении с кривыми 2 на рис. 2б и 2в, следует
учитывать, что площадь освещаемой области пре-
парата определяет длину участка клетки, где про-
исходит экспорт восстановителей из освещенных
хлоропластов после временной остановки цикло-
за. При общем освещении содержание восстано-
вительных эквивалентов в цитоплазме повыша-
ется в широкой области по всей клетке, тогда как
при локальном освещении область повышенного
содержания восстановителей в цитоплазме не
выходит за пределы освещаемой зоны. Поэтому в
период возобновления циклоза после ПД поступ-
ление восстановителей из цитоплазмы в строму
анализируемых хлоропластов занимает более
длительное время в условиях общего, а не локаль-
ного освещения.

После генерации ПД при общем освещении
всей клетки часто наблюдалось начальное сниже-
ние уровня F ' (рис. 2в, кривая 1). Появление этой
стадии указывает на то, что редокс состояние
стромы анализируемых хлоропластов контроли-
руется составом цитоплазмы, поступающей с по-
током в зону измерения Фл Хл из области кальци-
евых отложений, где фиксация СО2 заторможена.
Остановка течения цитоплазмы нарушает микро-
флуидную регуляцию, в результате чего редокс-
состояние стромы временно смещается на новый
уровень за счет диффузии и биохимических ре-
акций.

Генерация ПД выявляет неоднородное продоль-
ное распределение фотометаболитов. Различия в
кинетике изменений F ', вызванных потенциалом
действия в условиях общего и локального осве-
щения клетки лучами равной интенсивности
(рис. 2) дают основания полагать, что изменения
F ' имеют комплексную природу и обусловлены
как внутренними процессами, протекающими в
хлоропластах при повышении уровня Ca2+ в стро-
ме, так и обменом фотометаболитов между по-

Рис. 2. Различия ответных изменений флуоресцен-
ции F ' хлорофилла Chara australis при генерации по-
тенциала действия (ПД) в участках разной локализа-
ции: (а) вдали (> 3 мм) от зон кальцификации клеточ-
ных стенок; (б, в) на границе с зонами отложения
наружных кристаллов кальция. а – Отсутствие влия-
ния ПД на F ' в зонах без инкрустации при низкоин-
тенсивном освещении (10 мкмоль м–2 с–1) всего меж-
доузлия; представлены усредненные записи для пяти
клеток. б и в – Примеры вызванных возбуждением
изменений F ' при аналогичном освещении всего
междоузлия (кривые 1) и небольшого (∅ 2 мм) участ-
ка клетки (кривые 2) на границе с зоной отложения
кристаллов кальция. В части б представлены усред-
ненные кривые F ' и стандартные ошибки для n = 2–3,
а в части в – усредненные кривые для n = 8–9. Стрел-
ками отмечены моменты пропускания электрическо-
го тока (~10 мкА, 150 мс), вызывающие генерацию
ПД и временную остановку течения цитоплазмы.
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движной цитоплазмой и стромой хлоропластов.
В зависимости от физиологического состояния
клеток и экспериментальных условий эти про-
цессы могут перекрываться в большей или мень-
шей степени. В пользу этого предположения го-
ворит регистрация нескольких компонент в из-
менениях F ' после генерации ПД (рис. 3).

При экспозиции интернодальной клетки на
слабом непрерывном свету уровень флуоресцен-
ции F ' в покое не претерпевал заметных измене-
ний (рис. 3а, кривая 1). Однако электрическая
стимуляция клетки запускала переходные про-
цессы, при которых сигнал F ' менялся во времени
колоколообразно и нередко в виде серии колеба-
ний (рис. 3а, кривая 2). Существенно, что число
наблюдаемых колебаний F' сокращалось при суже-
нии освещаемой площади препарата (рис. 3б).
При переходе от общего освещения клетки к ста-

ционарному воздействию узким (диаметром 2 мм)
лучом той же интенсивности и того же спектраль-
ного состава число осцилляций в ответной реак-
ции F ' на возбуждение уменьшалось от 3–4 до
двух. Кроме того, вторая полоса в серии из двух
осцилляций дополнительно ослаблялась при
сужении освещаемой области, из которой посту-
пала “облучаемая” цитоплазма в зону измерения
флуоресценции (кривые 1 и 2 на рис. 3б). Такое
сужение дистанции достигалось путем смещения
положения световода, а не области измерения F '.
При локальном освещении оптоволокном более
узкого диаметра (0.4 мм) ответные изменения F '
на возбуждение включали лишь один максимум,
достигаемый через 50–80 с после генерации ПД.
Зависимость числа колебаний F ' от размера осве-
щаемой части клетки указывает на то, что второе
и последующие колебания обусловлены дальни-
ми межхлоропластными взаимодействиями, а
именно доставкой восстановительных эквива-
лентов в хлоропласты анализируемой зоны из
соседних освещенных участков клетки. По-види-
мому, прекращение циклоза усиливает неодно-
родность продольного распределения восстано-
вительных эквивалентов в цитоплазме, что про-
является в образовании чередующихся пиков F '
(рис. 3а, кривая 2). Это контрастирует с отсут-
ствием изменений на записи F ' от времени при
стационарной скорости течения цитоплазмы
(рис. 3а, кривая 1).

Зависимость индуцированных изменений F '
от состояния транспортеров оболочки. Для выявле-
ния роли транспортеров оболочки пластид в от-
ветных реакциях F' на генерацию ПД интернодаль-
ную клетку помещали в темноту, оставляя фоновое
освещение лишь на узком (диаметром 2 мм) участ-
ке, по центру которого располагалась область ре-
гистрации Фл Хл. Результаты более ранней рабо-
ты позволяют предполагать, что перенос клетки в
темноту сопровождается временным понижени-
ем содержания восстановительных эквивалентов
в цитоплазме [19], так как ферменты цикла фик-
сации СО2 и транспортеры редокс-соединений
сохраняют активность на протяжении до десят-
ков секунд в темноте и обеспечивают постсвето-
вую ассимиляцию углекислоты. Как показано на
рис. 4, генерация ПД через 2 мин после перехода
от общего к локальному освещению не оказывала
влияния на уровень Фл хлоропластов. Вместе с
тем, в условиях стационарного локального осве-
щения (15–60 мин) возбуждение клетки вызыва-
ло переходные изменения F ', которые в данном
случае включали две волны возрастания свече-
ния. Полученные результаты дополнительно под-
тверждают предположение о том, что смена об-
щего на локальное освещение клетки Chara со-
провождается временным подавлением дальней
сигнализации между хлоропластами и последую-

Рис. 3. Колебания F ', вызванные генерацией ПД в
условиях освещения (а) всей клетки и (б) участка
клетки диаметром 2 мм. а: 1 – поддержание F ' на ста-
ционарном уровне в покое без приложения возбужда-
ющего стимула; 2 – мультифазные изменения F ', вы-
званные генерацией ПД. б –Изменения F ' в ответ на
генерацию ПД при разных расстояниях от места по-
ступления цитоплазмы в освещаемую зону до области
измерения F ': 1 – на удалении 1 мм, 2 – на расстоянии
0.5 мм. Стрелками отмечены моменты приложения
возбуждающего электрического стимула. Результаты
а и б получены при измерениях на одном и том же
участке клетки.

950

900

750
1500

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
 Х

л,
 о

тн
. е

д.

10050
Время, с

850

800

250200 300

1

2

a

б960

920

760
3002500

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
 Х

л,
 о

тн
. е

д.

20050

1

2

Время, с
150100

880

840

800



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 39  № 3  2022

ИЗМЕНЕНИЯ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ ХЛОРОПЛАСТОВ 201

щим возобновлением передачи сигналов при пе-
реходе к новому стационарному режиму [19].

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты данной работы показывают, что
наличие щелочных зон с рН 10–10.5 на поверх-
ности освещенных клеток Chara не является не-
обходимым условием для трансформации элек-
трического сигнала плазматической мембраны,
приводящей к изменению состояния фотосинте-
тических мембран. Вместе с тем, ответные реак-
ции F’ хлоропластов на возбуждение плазмалеммы
проявлялись преимущественно вблизи участков
наружной кальцификации, т.е. в местах возник-
новения наружных щелочных зон на свету повы-
шенной интенсивности, и отсутствовали в фото-
синтетически активных зонах, свободных от
кристаллов кальция. Несмотря на отсутствие вы-
сокоамплитудных сдвигов рН на поверхности
клетки в условиях слабого освещения, рН в обла-
сти расположения кристаллов был на 0.5–0.75 ед.
выше (вследствие гидратации CaCO3), чем на по-
верхности некальцифицированных участков и в
объеме раствора. Известно, что смещение наруж-
ного рН в щелочную сторону повышает проводи-
мость плазмалеммы для Н+ или ОН–, увеличивая
входящий поток Н+ (или выход ОН–) [26], что мо-
жет вызывать подкисление цитоплазмы. Поэтому
вполне вероятно, что хлоропласты, лежащие
вблизи кристаллов кальция и вдали от них, окру-
жены цитоплазмой с неравными уровнями рН,
причем повышенные значения рН стромы более
благоприятны для фиксации СО2.

Известно также, что участки под зонами ин-
крустации отличаются от свободных областей
отсутствием харасом – особых органелл, пред-
ставляющих собой инвагинации плазмалеммы,
обогащенные Н+-ATP-азой [9]. Значительное
преобладание харасом и Н+-насосов в зонах, ли-
шенных кристаллов, и их отсутствие в местах от-
ложения нерастворимых солей кальция может
вносить дополнительный вклад в неравномерное
распределение Н+ в цитоплазме по длине междо-
узлий. Структурные и биохимические различия
кальцифицированных и свободных от кристал-
лов областей, по-видимому, лежат в основе не-
одинаковых реакций хлоропластов в этих зонах
на генерацию ПД. Участки с высоким содержа-
нием харасом, соответствующие наружным кис-
лым зонам, отличаются повышенным уровнем
Са2+-связывающих белков в мембранных фрак-
циях [27], что может сглаживать изменения [Ca2+]
в цитоплазме таких доменов во время потенциала
действия. С другой стороны, во фракции мембран
щелочных (кальцифицированных) участков вы-
явлено повышенное содержание фотосинтетиче-
ских белков [27], что может определять высокую

чувствительность флуоресценции F ' хлоропла-
стов в этих областях к индуцированному возбуж-
дением повышению концентрации Ca2+ в цито-
плазме.

Изменения F ', вызванные генерацией ПД при
общем освещении, часто проявляются в виде раз-
мытой полосы с характерной длительностью от
100 до 300 с на уровне половины высоты. Вместе с
тем, в кинетике ответа нередко присутствовали
локальные минимумы или узкие индивидуальные
полосы (рис. 3, 4). Число пиков в изменениях F '
после генерации ПД сокращалось с уменьшением
освещаемой площади препарата. При локальном
освещении анализируемой области лучом с диа-
метром 0.4 мм ответная реакция F ' включала
только один ранний пик. Это говорит о том, что
относительно быстрые изменения F ' после гене-
рации ПД отражают внутренние процессы в хло-
ропластах, протекающие в период остановки
циклоза до возобновления активного движения
цитоплазмы. В отличие от этого, последующие
задержанные стадии связаны с восстановлением
течения цитоплазмы, переносом фотометаболи-
тов в потоке жидкости и их обменом между по-
движной цитоплазмой и неподвижными хлоро-
пластами. Дальние опосредованные течением
цитоплазмы взаимодействия в интернодальных
клетках Chara отчетливо выявляются по различи-
ям индукционных кривых Фл Хл, вызываемых
локальным и общим освещением [17, 18].

Предполагаемая схема влияния ПД на флуо-
ресценцию F ' включает нарастание [Ca2+] в цито-
плазме [12], поступление Са2+ в хлоропласты по
механизму светозависимого унипорта [28], по-
давление фиксации СО2 [29], сопряженное с по-

Рис. 4. Различное влияние генерации ПД на флуорес-
ценцию F ' после (1) короткого (2 мин) и (2) длитель-
ного (>15 мин) затенения всего препарата, за исклю-
чением небольшого (∅ 2 мм) участка клетки, экспони-
руемого на фоновом свету стандартной интенсивности.
Стрелкой отмечен момент приложения электрости-
мула и генерации ПД. Записи 1 и 2 получены для n = 2 и
n = 4 соответственно.
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вышением содержания NADPH в строме, тормо-
жение в связи с этим линейного потока электро-
нов, а также восстановление PQ и QA при
переносе электронов от NADPH в пул PQ при
участии оксидоредуктазы NDH (NAD(P)H-de-
pendent dehydrogenase complex) [22, 23] и антими-
цин А-чувствительного сегмента циклической
ЭТЦ [30]. Одним из элементов рассматриваемой
схемы служит экспорт избытка восстановитель-
ных эквивалентов в период временного Са2+-за-
висимого подавления реакций цикла Кальвина,
что повышает содержание восстановителей в ци-
топлазме. После возобновления циклоза восста-
новительные эквиваленты поступают по градиен-
ту концентрации из обогащенной цитоплазмы в
хлоропласты, где содержание NADPH и фото-
синтетическая фиксация СО2 нормализуются в
связи с удалением избытка Са2+ посредством
Са2+/Н+-антипорта тилакоидных мембран [15].

Наблюдения нескольких волн возрастания F '
после генерации ПД говорят о том, что восстано-
вительные эквиваленты, накапливаемые в цито-
плазме в период остановки движения цитоплазмы,
распределены неравномерно в осевом направле-
нии. В случае их равномерного распределения из-
менения F ' проявляются в виде одной размытой
полосы с затянутой стадией спада свечения.
У клеток в состоянии покоя уровень фотометабо-
литов в цитоплазме, по-видимому, также распре-
делен неравномерно, однако в стационарных
условиях эта неравномерность остается скрытой.
Она выявляется при индуцированной возбужде-
нием остановке цитоплазмы. В частности, на-
чальное снижение F ' после генерации ПД при об-
щем освещении всей клетки указывает на то, что
редокс-состояние хлоропластов вблизи зоны рас-
положения кристаллов кальция при стационар-
ном потоке смещено в сторону избытка восстано-
вителей, но это смещение устраняется при оста-
новке циклоза. Такое объяснение представляется
обоснованным, поскольку хлоропласты в зоне
инкрустации возможно экспортируют большее
количество восстановителей в текущую цито-
плазму из-за пониженного содержания доступно-
го СО2 в области наружных щелочных зон [20].
Таким образом, возбуждение клеточных мембран
позволяет выявить неоднородность распределе-
ния фотометаболитов по длине клетки. Не ис-
ключено также, что временная остановка течения
цитоплазмы усиливает неоднородность распре-
деления метаболитов, что проявляется в последо-
вательном возникновении нескольких волн воз-
растания F ' после генерации ПД.

Учитывая положение первого пика F ' во вре-
мени на рис. 3 и 4, а также тот факт, что движение
цитоплазмы становится заметным лишь через
30 с после генерации ПД, становится очевидным,
что первый фронт нарастания F ', в отличие от по-

следующей волны, происходит в период останов-
ки циклоза. Поэтому первая волна отражает из-
менение редокс-состояния стромы за счет внут-
ренних процессов в хлоропластах. Предполагая
на основе рис. 3 и 4, что вторая волна изменений
F ' достигает пика примерно через 100 с после на-
чала возобновления циклоза, а скорость течения
составляет к этому моменту 10 мкм/с при 21°С
[21], находим, что за 100-секундный интервал ак-
тивные метаболиты проходят с потоком расстоя-
ние менее 1000 мкм. Таким образом, появление
второго максимума F ' вполне может быть связано
с опосредованной циклозом доставкой восстано-
вительных эквивалентов в пределах локально
освещенного участка с диаметром 2 мм.

Следует отметить, что переход от общего к
локальному освещению междоузлия сопровож-
дался временным понижением F ' и сильным по-
давлением ответных изменений F ' после генера-
ции ПД (рис. 4). Ранее показано, что аналогичная
смена световых условий вызывает практически
полное переходное устранение дальней передачи
сигнала, опосредованной течением цитоплазмы
[19]. Эти данные интерпретированы как результат
совместного действия двух факторов: (1) прекра-
щение образования NADPH в фотореакциях
после затенения хлоропластов и (2) временное
сохранение активности метаболических транс-
портеров оболочки хлоропластов и реакций асси-
миляции СО2 после перехода свет–темнота.
Сочетание этих факторов вызывает интенсивное
поглощение восстановительных эквивалентов
цитоплазмы для нужд постсветовой фиксации
СО2 [31]. В этих условиях восстановительные эк-
виваленты цитоплазмы активно потребляются
хлоропластами на границе освещенной и затем-
ненной областей и не достигают с потоком зоны
измерения F '. Следует отметить, что при генера-
ции ПД через 2–3 мин после перехода от общего
к локальному освещению в записях F ' часто от-
сутствовала первая волна изменений, индуциро-
ванных возбуждением. Это может говорить о том,
что при активном потреблении NAD(P)H вне
освещаемой зоны и сохранении активности мета-
болических транспортеров оболочки накопления
NADPH в строме не происходит из-за высокой
скорости экспорта восстановительных эквива-
лентов. Это объяснение аналогично интерпрета-
ции подавления стадий S–M–T в индукции Фл Хл
клеток Chara после перехода от общего к локаль-
ному освещению [18].

Подводя итог, следует отметить, что (1) гене-
рация ПД оказывает влияние на Фл хлоропла-
стов, расположенных вблизи кальцифицирован-
ных зон, но не оказывает влияния на F ' в преобла-
дающих по размеру некальцифицированных
участках; (2) изменения Фл Хл, вызванные гене-
рацией потенциала действия, включают ранние
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стадии, обусловленные внутренними процессами
в хлоропластах, а также задержанные стадии, обу-
словленные циклоз-зависимым обменом фото-
метаболитов между подвижной цитоплазмой и
неподвижными хлоропластами; (3) влияние по-
тенциала действия на Фл Хл временно устраняет-
ся после перехода от общего освещения клетки к
локальному освещению ее небольшого участка,
включающего область регистрации F '. Такое на-
рушение трансформации сигнала связано, веро-
ятно, с усиленным потреблением затененными
хлоропластами восстановительных эквивалентов
цитоплазмы в период, когда светозависимое об-
разование NADPH прекращается из-за останов-
ки фотосинтетического транспорта электронов, а
“малатный клапан” и транслокатор триозофос-
фатов остаются некоторое время активными в
темноте, понижая содержание восстановленных
редокс-агентов в цитоплазме.

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.
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Changes of Chloroplast Fluorescence in Relation to Excitability and Metabolite 
Transport by Cytoplasmic Streaming in Chara Cells

A. A. Bulychev1, *, A. V. Alova1

1Lomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: bulychev@biophys.msu.ru

The propagation of action potentials and the transfer of metabolites with the streaming cytoplasm represent
two main pathways of long-distance signaling in giant cells of characean algae. This work shows that the ex-
citation of plasma membranes and the arrest of cytoplasmic streaming in Chara cells at low light (in the ab-
sence of large-scale pH changes on cell surface) is accompanied by the transient increase or a series of oscil-
lations of chlorophyll F ' f luorescence in chloroplasts located near the zones of external calcification but has
no effect on f luorescence of chloroplasts in the predominant uncalcified cell areas. The different sensitivity
to the action potential generation in chloroplasts located near and far from the incrustation zones is probably
related to structural and biochemical differences of cellular domains and to the influence of cytoplasmic f low
on chloroplast environment in the area of f luorescence measurements. The kinetic curves of F ' changes upon
cell excitation and the number of individual peaks in the F '  response depended on the illuminated area of
plant sample. The number of peaks reduced when overall illumination was replaced with illumination of a
narrow cell region using f lexible light guides with diameters of 2.0 and 0.4 mm. The results indicate that the
initial stages of F ' changes after the action potential generation are caused by internal processes in chloro-
plasts, while the subsequent changes in F ' are due to the influx of metabolites from the recovering cytoplasmic
flow into the chloroplasts of the studied zone. The amplitude of excitation-induced F ' changes decreased
transiently after the transition from general to local illumination, which is explained by the consumption of
reducing equivalents in the cytoplasm during postillumination CO2 fixation under cessation of NADPH pho-
toproduction outside the narrow illuminated zone.

Keywords: Characeae, excitable membranes, chlorophyll f luorescence, action potential, cytoplasmic f low,
chloroplast membrane transporters, long-distance transport
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