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В настоящее время наиболее перспективным направлением изучения, прогнозирования и повыше-
ния устойчивости организмов к экстремальным воздействиям считается оценка исходного функци-
онального состояния регуляторных систем организма. Для решения проблем устойчивости фото-
синтетического аппарата (ФСА) к экстремальным воздействиям на уровне такой сложной функци-
ональной системы как лист растения необходимо оценивать интегральные реакции ФСА листа в
целом. При этом более простые и универсальные показатели могут иметь определенные преимуще-
ства. Флуоресценция хлорофилла является одним из основных быстро регистрируемых показателей
фотосинтетической активности растений. Один из подходов может заключаться в использовании для
оперативной интегральной оценки активности ФСА параметров, введенных для кривых медленной
стадии индукции флуоресценции хлорофилла (ИФХ). Особый интерес вызывают временные xаpак-
теpиcтики ИФX. Наиболее простой показатель Т0.5 (время полуспада интенсивности флуоресцен-
ции хлорофилла в течение медленной фазы ИФX) представляет собой интегральную xаpактеpиcти-
ку cкоpости активации pяда фотоассимиляционных и фотозащитных процессов в лиcте. На осно-
вании ранее проведенных исследований и литературных данных в работе анализируется поведение
параметра Т0.5 в сравнении с другими характеристиками ИФХ (qN – коэффициентом нефотохими-
ческого тушения флуоресценции хлорофилла, ETR –потоком электронов через фотосистемы, ΦPSII –
квантовым выходом фотохимической реакции в ФС II и отношением Fp/FТ) в разных ситуациях.
Рассмотрено влияние старения листьев растений, изменения интенсивности возбуждающего ИФХ
света, слабого обезвоживания растений и восстановления их водного дефицита. Наблюдаемые в
экспериментах особенности в поведении Т0.5 и сравнение его с другими показателями ИФХ дают
основания предложить применение Т0.5 для косвенной оценки изменения активности ФСА в ситу-
ациях, когда необходим оперативный интегральный контроль за состоянием ФСА. Для установления
количественных закономерностей между активностью ФСА и флуоресцентным параметром T0.5 в
конкретных стрессовых условиях необходимы дальнейшие исследования.
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Для оперативного мониторинга экосистем в
условиях резких климатических изменений и ан-
тропогенных воздействий оценка состояния фи-
тоценозов имеет особое значение из-за высокой
чувствительности фотосинтеза растений к изме-
нениям окружающей среды. Показано, что наи-
более чувствительными к действию стрессовых
факторов среды физиологическими процессами у
растений являются первичные процессы фото-
синтеза (Lichtenthaler, Rinderle, 1988; Сааков,
2000; Кочубей и др., 2006). Все стрессовые факто-
ры, действующие на какую-либо часть растения,
прямо или косвенно влияют на активность фото-
синтетического аппарата (ФСА) на уровне листа
(Мокроносов, 1981). Одной из наиболее сложных

задач при исследовании устойчивости раститель-
ных объектов является определение “нормы” ре-
агирования биосистемы на действующий фактор
(Булгаков, 2002; Нестеренко и др., 2007). В этом
отношении большие возможности открывает
применение в экологии метода индукции флуо-
ресценции хлорофилла (ИФХ), позволяющего
более оперативно оценивать состояние фотосин-
тетического аппарата растений и его реакции на
неблагоприятные воздействия разной природы
(Lichtenthaler, Rinderle, 1988; Nesterenko et al.,
2006; Шихов и др., 2011; Ashraf, Harris, 2013).

Понятие реактивности фотосинтетического
аппарата в настоящее время имеет качественный
характер, как и многие биологические понятия.

УДК 577.3:581.1



188

ЖУРНАЛ ОБЩЕЙ БИОЛОГИИ  том 80  № 3  2019

НЕСТЕРЕНКО и др.

Однако имеются методические подходы для ха-
рактеристики реактивных свойств отдельных
функциональных систем. Реактивность может ха-
рактеризоваться при этом не одним, а нескольки-
ми параметрами, в том числе и временными. Ши-
роко применяемый в мировой практике метод
ИФХ уже давно зарекомендовал себя как объек-
тивный и оперативный способ определения фи-
зиологического состояния фотосинтетического
аппарата растений в нормальных и стрессовых
условиях (Гольцев и др., 2016; Kalaji et al., 2017).
Явление индукции флуоресценции хлорофилла
или эффект Каутского (Govindjee, 1995) косвенно
связано со всеми этапами световой фазы процес-
са фотосинтеза: фотолизом воды, переносом
электронов, генерацией градиента рН на мембра-
нах тилакоидов и синтезом АТФ (Kalajet et al.,
2014; Гольцев и др., 2016; Lyu, Lazár, 2017a, b). Од-
нако, несмотря на большие потенциальные воз-
можности метода ИФХ, участие его в оценке со-
стояния растений по шкале “норма–патология” в
стрессовых условиях пока еще остается недоста-
точно активным из-за сложности реакции иссле-
дуемых объектов (Тарчевский и др., 1975; Lichten-
thaler, Rinderle, 1988; Бухов, 2004; Лысенко и др.,
2014) и ряда технических трудностей при реги-
страции ИФХ (Nesterenko et al., 2006; Алексеев и
др., 2012; Nesterenko et al., 2015; Шихов и др.,
2016а).

В статье мы попытались отразить сложность
ситуации с точной оценкой реактивности ФСА и
обосновать возможность использования простых
параметров медленной стадии индукции флуо-
ресценции хлорофилла (ИФХ), ранее уже пред-
ложенных, но, к сожалению, пока мало использу-
емых в мониторинге состояния ФСА в стрессо-
вых условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для количественной оценки показателей ИФX

Fp/FT и Т0.5 листьев растений на старение и изме-
нения интенсивности света анализировали экс-
периментальные данные, полученные с исполь-
зованием растений огурца, редиса, пшеницы.
Объектами исследования были высечки разно-
возрастных листьев пшеницы линии 232 селек-
ции Лисовского (лист 5-го яруса снизу); редиса
сорта “Вировский белый” (3-й лист), огурца сорта
“Московский тепличный” (лист 3-го яруса). Рас-
тения выращивали в условиях светокультуры в
вегетационных камерах методом гидропоники на
керамзите при уровне облученности 100 Вт/м2

фотоcинтетичеcки активной радиации (ФАP)
(Tikhomirov, Sid’ko, 1982). Для растений пшеницы

и редиса использовали непрерывное облучение,
для огурца – фотопериод: 10 ч темноты, 14 ч света.
Температура воздуха поддерживалась при 20 ± 1°С,
содержание СО2 – в пределах 0.3–0.8%; относи-
тельная влажность воздуха – на уровне 70–80%.
Эксперименты были проведены в 3-кратной по-
вторности. Регистрацию кривых ИФХ проводили на
однолучевой установке (Nesterenko et al., 2012). Вре-
мя регистрации кривой ИФХ составляло 3–5 мин,
время темновой адаптации растений – 30 мин.

Для оценки степени изменений значений па-
раметров ИФХ Т0.5, ETR и ΦPSII листьев при вод-
ном дефиците и репарации анализировали дан-
ные, полученные на растениях листовой капусты
сорта Бансэй Маруба (Шихов и др., 2016б). Растения
выращивали в условиях светокультуры на вегета-
ционной установке закрытого типа. Для освеще-
ния использовали комбинацию ламп ДРФ-1000 и
ДРЛ-1000. Освещенность в камере составляла по-
рядка 100 Вт/м2 ФАР. Температура воздуха под-
держивалась на уровне 24 ± 1°С, влажность воз-
духа – около 70%. Растения выращивали в двух
раздельных вегетационных сосудах. Полив осу-
ществлялся автоматически один раз в сутки. Кон-
центрация СО2 была атмосферная. Флуоресцент-
ные измерения проводили на интактных листьях
с помощью флуориметра PAM-2100 производства
фирмы Walz (Германия). Темновая адаптация перед
измерениями составляла 30 мин (Шихов и др.,
2016a). Интенсивность действующего белого света
от внутреннего галогенного источника составля-
ла около 200 Вт/м2 ФАР. Измерения флуоресцен-
ции проводили ежедневно в четырех повторно-
стях для каждого исследуемого варианта на зре-
лых листьях, находящихся в верхней части
растительного ценоза. По достижении растения-
ми возраста 21 сут один из вегетационных сосудов
был отключен от системы полива с целью созда-
ния стрессовых условий водного дефицита.
Стрессовые условия длились до полной потери
тургора листьев и контролировались при помощи
системы видеомониторинга. На 4-е сутки полив
был возобновлен (Шихов и др., 2016б).

УСТОЙЧИВОСТЬ И РЕАКТИВНОСТЬ
ФСА РАСТЕНИЙ

“Устойчивость растений при действии экстре-
мальных факторов определяется как их макси-
мальная способность к сохранению гомеостаза и
основных функций, обеспечивающих жизнедея-
тельность в этих условиях, к эффективной ком-
пенсации нарушенных функций, а также к мак-
симально быстрому и эффективному их восста-
новлению после прекращения экстремального
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воздействия” (Удовенко, 1988, стр. 5). Устойчи-
вость организма тесно связана с его реактивно-
стью, понимаемой как способность к максимально
быстрой перестройке сложившегося действую-
щего на данный момент функционального сте-
реотипа в ответ на любые изменения внешней
среды (Тарчевский и др., 1975; Шабала, Войнов,
1994). “Формирование ответной реакции ФСА на
внешнее воздействие обусловлено свойствами
отдельных элементов (частными реакциями) и
характером взаимодействия между ними” (Тар-
чевский и др., 1975, стр. 9). При исследовании ме-
ханизмов реактивности фотосинтезирующих си-
стем изучают либо ответную реакцию как реак-
тивность системы в целом, либо исследуют
свойства и взаимоотношения отдельных частных
реакций. Последний подход нашел более широ-
кое распространение в исследованиях экологии и
физиологии растений с помощью метода ИФХ
(Mohammed et al., 1995; Fracheboud, Leipner, 2003;
Kalajet et al., 2014, Гольцев и др., 2016). Однако,
несмотря на широкое применение флуоресцен-
ции хлорофилла для фундаментальных и при-
кладных исследований, для оперативной оценки
состояния фитоценозов более важны методы
оценки реактивности системы в целом. В связи с
этим разработка оперативных методов оценки
устойчивости растений в фитоценозах и опреде-
ление их интегральных реакций на неблагоприят-
ные внешние воздействия является актуальной
проблемой для экологической системы контроля
фитоценозов и для фундаментальных исследова-
ний реактивности растений в природной среде.
Для исследования состояния реактивности ис-
пользуют различные подходы и методические
приемы: обычно учитывают изменение одного
или нескольких показателей, характеризующих
степень и особенности действия фактора на опре-
деленную функцию (Тарчевский и др., 1975; Удо-
венко, 1988; Lichtenthaler, Rinderle, 1988). Особый
интерес вызывает развитие во времени ответной
реакции фотосинтетического аппарата на дей-
ствие неблагоприятного фактора (Веселовский и
др., 1993; Шабала, Войнов, 1994). Изучение реак-
тивности фотосинтетического аппарата пред-
ставляет интерес по нескольким причинам: во-
первых, оно позволяет обнаружить связи между
различными процессами и приблизиться к пони-
манию механизмов регуляции различных функ-
ций ФСА. Под регуляцией понимается “такая
внутренняя перестройка сложной системы при
получении определенной сигнальной информа-
ции, которая направлена на обеспечение необхо-
димого режима функционирования в новых усло-
виях” (Рубин, 2007, стр. 5). Биофизический под-

ход к решению проблем регуляции состоит в
анализе динамического поведения ФСА в ответ
на внешние воздействия. Детально исследовать
временной характер изменения свойств системы
и прогнозировать характер ее ответа на внешние
воздействия позволяет математическое модели-
рование динамики исследуемого процесса (Риз-
ниченко, Рубин, 2007). Во-вторых, интегральные
показатели, характеризующие реактивность регу-
ляторных систем, тесно связаны с устойчивостью
растений в неблагоприятных условиях (Веселова
и др., 1993; Ушаков и др., 2007).

Важной отличительной чертой любого биоло-
гического организма является наличие обширной
иерархической системы обратных связей (Чер-
нышов, Гаджиев, 1983). Их наличие обуславливает
возможность поддерживать ритмические режимы
в системах физиологической регуляции, взаим-
ную координацию и подстройку различных мета-
болических процессов, протекающих в одном и
том же компартменте с различными скоростями
(Ашофф, 1984). “Реализация фотосинтеза в рас-
тении определяется, с одной стороны, высокой
функциональной активностью структур низких
порядков (фотосинтетическая единица, хлоро-
пласт, клетка), а с другой – сложной системой
интеграции и кооперативных связей фотосинтеза
с другими физиологическими функциями расти-
тельного организма” (Мокроносов, 1981, стр. 3).
“Совокупность динамических регуляторных ре-
акций, основанных на принципах отрицательной
и положительной обратной связи, обеспечивает
длительное функционирование хлоропласта и
высокую стабильность при различных условиях
освещения таких параметров, как отношения
НАДФН/НАДФ+ и АТФ/АДФ в строме хлоро-
пласта, а также скорости переноса электронов
между фотосистемами, необходимых для согласо-
ванного протекания двух стадий фотосинтеза…”
(Бухов, 2004, стр. 834). “…адаптивные возможно-
сти организма, определяющие его уровень устой-
чивости, могут оцениваться по многим физиоло-
гическим параметрам. Однако не все физиологи-
ческие параметры четко отражают устойчивость.
Поэтому для диагностических целей следует ис-
пользовать оценку изменений таких характери-
стик организма, которые играют существенную
роль именно в реализации потенциала его устой-
чивости” (Удовенко, 1988, стр. 6). Существует
мнение, что “чем более раннее звено в цепи фото-
синтетических реакций повреждается в результате
воздействия какого-нибудь экстремального фак-
тора, тем большие нарушения будут обнаружи-
ваться в работе ФСА в целом. Если же поврежде-
ние затрагивает лишь одно из последних звеньев,
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это приведет к меньшим нарушениям фотосинте-
тической функции. Для суждения о функциони-
ровании ФСА в целом необходимо использовать
интегральные показатели. Если говорить строго,
то можно говорить лишь о реактивности целостной
системы (организма)" (Тарчевский и др., 1975,
стр. 9).

В последнее время внимание исследователей
при исследовании устойчивости организмов к
стрессовым воздействиям привлекают инте-
гральные показатели, прежде всего характеризу-
ющие реактивность регуляторных систем орга-
низмов (Ушаков и др., 2007). “Уже на уровне ли-
стьев растений проявляется интегрированная
надклеточная система управления. Природа этой
системы управления еще недостаточно исследо-
вана и включает процессы межклеточных взаи-
модействий, действие гормональных, ингибитор-
ных и электрофизиологических сигналов” (Мок-
роносов, 1981, стр. 3). Биофизический подход к
решению проблем регуляции сложных систем за-
ключается в анализе динамического поведения
системы в ответ на внешние воздействия. Счита-
ется, что “ответ сложной системы в основном
определяется изменением ее общих динамиче-
ских свойств, а взаимодействия между отдельны-
ми элементами системы играют подчиненную
роль” (Рубин, 2007, стр. 5).

ФЛУОРЕСЦЕНЦИЯ ХЛОРОФИЛЛА

В последние два десятилетия метод ИФХ в раз-
ных вариантах широко применяют для оценок
устойчивости растений к некоторым видам стрес-
са (Lichtenthaler, Rinderle, 1988; Roháček, 2002;
Корнеев, 2002; Fracheboud, Leipner, 2003; Mo-
hammed et al., 2003; Sayed, 2003). Благодаря не-
специфическому характеру изменений ИФХ при
действии на растения различных стрессоров, с
помощью измерения флуоресценции хлорофилла
можно определять наличие стресса, но не его тип,
поскольку многие стрессоры действуют на функ-
цию фотосистемы 2 подобным образом (Lichten-
thaler, Rinderle, 1988; Lichtenthaler, 1990; Сааков,
2000; Mohammed et al., 2003; Sayed, 2003). Метод
основан на эффекте Каутского (Lichtenthaler,
1992; Govindjee, 1995). После освещения адапти-
рованных к темноте листьев растений первона-
чально в течение секунды наблюдается резкий
подъем интенсивности флуоресценции хлоро-
филла – быстрая фаза (стадии O-I-D-P), а затем в
течение нескольких секунд и минут постепенное
снижение через определенные стадии P-S-M-T
(медленная фаза) к стационарному уровню T
(Kooten, Snel, 1990). Наибольший интерес для по-

нимания механизмов устойчивости и монито-
ринга состояния фотосинтетического аппарата
растений в экстремальных условиях представля-
ют параметры медленной стадии (P-S-M-T)
ИФХ, так как они в большей степени связаны с
биохимическими процессами фотосинтеза и
вследствие своей природы – с более интеграль-
ным процессом – интенсивностью газообмена
СО2 на уровне листьев растений (Караваев и др.,
1988; Lichtenthaler, Rinderle, 1988; Нестеренко,
Сидько, 1993; Рубин, 2007). В одном из последних
обзоров (Гольцев и др., 2016) приведена достаточ-
но подробная информация о современном методе
изучения фотосинтеза растений in vivo, основан-
ном на измерении и анализе индукции флуорес-
ценции хлорофилла. На основе параметров ИФХ
дана мультипараметрическая оценка стрессовой
реакции, учитывающая широкий спектр процес-
сов, протекающих в растительной клетке. Для
определения функционального состояния ФСА
листьев растений и оценки степени изменений
активности ФСА, как правило, используется
комплекс характеристик, определяемых на осно-
вании измерений амплитудных параметров кри-
вой ИФХ листьев растений с применением так на-
зываемых PAM-флуориметров (Roháček, Barták,
1999; Roháček, 2002; Гольцев и др., 2016).

Измеряемые флуоресцентные параметры: F0 –
минимальная флуоресценция, зарегистрированная,
когда все реакционные центры ФС II открыты;
FM – максимальная флуоресценция, излучаемая
объектом, в котором все реакционные центры
ФС II закрыты; Fp – максимальная флуоресцен-
ция хлорофилла в условиях ненасыщающего света;
Ft – флуоресценция, излучаемая в момент време-
ни t, с момента включения действующего света
(ДС); FT – стационарная флуоресценция. Пара-
метр FT (иногда обозначается как FS) представляет
интенсивность флуоресценции хлорофилла, ко-
торая излучается фотосинтезирующими объекта-
ми в условиях стационарного освещения. После
темновой адаптации достижение стационарного со-
стояния на индукционной кривой флуоресценции
хлорофилла (уровень FT) занимает около 3–5 мин.

Несмотря на то, что уровень флуоресценции
хлорофилла определяется редокс-состоянием
первичного акцептора ФС 2, основную роль в ре-
гуляции активности ФС 2 играет редокс-состоя-
ние пластохинонового пула (Веселовский, Веселова,
1990; Корнеев, 2002). В свою очередь редокс-со-
стояние пластохинонового пула определяется со-
отношением скоростей реакций фотосинтеза,
темнового и светового дыхания и других метабо-
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лических процессов в растительной клетке (Се-
михатова, 1990).

Основная часть определяемых с помощью ши-
роко распространенных в настоящее время модули-
рующих флуориметров (так называемых PAM-флу-
ориметров) показателей ИФХ оценивают работу
подсистем ФСА листа (Корнеев, 2002; Roháček,
2002). Однако для решения проблем устойчиво-
сти ФСА на уровне листьев растений к экстре-
мальным воздействиям этих показателей оказы-
вается недостаточно, особенно когда необходимо
определять характер изменений в ФСА листьев
растений с точки зрения обратимости поврежде-
ний (Lichtenthaler, Rinderle, 1988; Нестеренко и
др., 2007). Для быстрого тестирования более про-
стые и интегральные показатели могут иметь
определенные преимущества при изучении реак-
ций ФСА на неблагоприятные воздействия такой
сложной функциональной системы, как лист рас-
тения.

В обзоре В.Н. Гольцева с соавт. (2016) анализи-
руются и возможности ряда интегральных пока-
зателей, таких как

1) показатель квантовой эффективности фото-
синтеза – отношение вариабельной флуоресцен-
ции к максимальной: Fv/Fm, где Fv = Fm – F0, при-
чем Fm измеряется в момент мощной вспышки,
насыщающей фотосинтез;

2) индекс спада флуоресценции Rfd = (Fp –
FТ)/FT, известный также как индекс жизнеспо-
собности, где Fр – максимальная (в пределах фо-
тоиндукционной кривой) флуоресценция хлоро-
филла в условиях ненасыщающего света. Величи-
на Rfd более чувствительна к внешним
воздействиям, чем величина Fv/Fm, и хорошо кор-
релирует с удельной скоростью фотосинтетиче-
ской фиксации СO2 в нормальных зеленых тканях
(Lichtenthaler, Rinderle, 1988; Roháček, 2002). Часто
вместо Rfd используют отношение Fp/Fт = Rfd + 1
(Lichtenthaler, Rinderle, 1988; Нестеренко, Сидько,
1993; Kharuk et al.,1994; Sestak, Siffel, 1997; Несте-
ренко и др., 2007);

3) коэффициент адаптации к стрессу – пара-
метр Ар, который определяют при измерении па-
раметра Rfd одновременно на двух длинах волн (на
690 и 730 нм) (Lichtenthaler, Rinderle, 1988; Голь-
цев и др., 2016). Кроме этих показателей важными
характеристиками активности ФСА листьев рас-
тений являются показатели ΦPSII – квантовый
выход фотохимической реакции в ФС II и ETR –
поток электронов через фотосистемы.

(1)Φ = = ΔPSII M' T M' M'–( ) .F F F F F

ΦPSII – наиболее популярный и важный пара-
метр, который представляет собой соотношение
числа квантов, используемых в фотохимических
превращениях, к общему числу поглощенных
квантов ФАР (Genty et al., 1989).

В лабораторных условиях обнаружена линей-
ная зависимость между значениями параметра
ΦPSII и скоростью фиксации двуокиси углерода в
процессе фотосинтеза. Расхождения между эти-
ми параметрами может произойти в условиях
стресса в связи с изменениями эффективности
карбоксилирования при активировании фотоды-
хании или появлении псевдоциклического пере-
носа электрона (Fryer et al., 1998). Как правило,
при засухе происходит закрывание устьиц и сни-
жение эффективности реакции ассимиляции CO2
и как следствие – сокращение потребления АТФ
и НАДФ Н. Это оказывает влияние на замедление
переноса электронов в обеих фотосистемах и
должно привести к снижению величины пара-
метра ΦPSII (Гольцев и др., 2016). ETR – поток
электронов через фотосистемы, определяемый по
формуле:

(2)
Параметр ETR является произведением кван-

тового выхода (ΦPSII) и плотности потока освеще-
ния (PPFD), измеряемого в мкмоль (фотонов
ФАР)/м2 · с, умноженных на коэффициент 0.50.
Стрессовые факторы снижают значение этого па-
раметра, например, скорость электронного транс-
порта в картофеле в условиях засухи была значи-
тельно ниже, чем в контрольной группе (Basu et al.,
1998).

Однако в работе В.Н. Гольцева с соавт. (2016)
не рассматриваются возможности временных па-
раметров, в том числе параметра времени полу-
спада кривой медленной стадии ИФХ Т0.5 (Kharuk
et al., 1994; Šesták, Šiffel, 1997; Nesterenko et al.,
2012; Птушенко и др., 2013). В то же время в ряде
работ (Птушенко и др., 2013; Лысенко и др., 2014)
отмечается, что кинетические характеристики
фотосинтетических процессов в листьях расте-
ний (времена фотоиндуцированного окисления
P700, временные параметры кривой ИФХ) более
чувствительны к условиям произрастания расте-
ний, чем стационарные показатели.

В работе Т.В. Нестеренко с соавт. (2007) был
сделан анализ параметров ИФХ, применяемых
для определения состояния ФСА листьев расте-
ний и диагностики общей устойчивости растений
к длительным стрессовым воздействиям. Рас-
смотрены перспективы использования ИФХ для
определения перехода от обратимых к необрати-

Φ ××= ×PSIIETR 0.84 0.50 PPFD.
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мым структурно-функциональным изменениям
ФСА растений при длительном стрессе. На осно-
вании наших экспериментов и литературных дан-
ных мы предложили онтогенетический подход для
определения общей устойчивости растений к дли-
тельным стрессовым воздействиям. Представ-
ленное в работе исследование включало изучение
динамики параметра Fp/Fт (как пример) и инте-
гральных физиологических листовых характери-
стик (скорости фотосинтеза, ростовых характе-
ристик листа) в контролируемых условиях свето-
культуры. Величины флуоресцентных отношений
Fv/Fm, Rfd и FP/FТ наиболее часто используются
для сравнительных исследований различий меж-
ду полностью активными и находящимися в со-
стоянии стресса растениями. Однако по характе-
ру изменений отношений Fv/Fm, Rfd и Fp/FТ труд-
но оценивать степень необратимых изменений
ФСА при старении и при стрессах (Lichtenthaler,
Rinderle, 1988; Венедиктов и др., 1999), так как ве-
личины этих флуоресцентных отношений изме-
няются с возрастом листа (Šesták, Šiffel, 1997; Не-
стеренко, Тихомиров, 2003, 2005). Считается, что
при слишком большом наборе переменных, ко-
торые используются параллельно и конкурируют
за место наиболее адекватного, предпочтение на-
до отдавать таким показателям, которые удовле-
творяют требованиям интегральности, неспеци-
фичности отклика на воздействие, возможности
однозначной физиологической интерпретации
(Булгаков, 2002). В работе Нестеренко с соавт.
(Nesterenko et al., 2019) был поставлен вопрос:
возможна ли интегральная экспресс-оценка со-
стояния ФСА по минимальному набору флуорес-
центных параметров и какими свойствами эти
параметры или характеристики должны обла-
дать? По-видимому, 1) величина их не должна
слишком меняться в онтогенезе листа, по край-
ней мере, после формирования листа и до начала
его старения; 2) величина должна быть достаточ-
но стабильной при вариации по интенсивности
возбуждающего флуоресценцию света в широком
диапазоне (Nesterenko et al., 2012, 2015); 3) предла-
гаемый параметр должен быть чувствительным к
изменению активности ФСА при стрессовых воз-
действиях и восстановлению состояния ФСА по-
сле прекращения воздействия (Li et al., 2013; Ши-
хов и др., 2016б).

Мы предположили, что в число таких парамет-
ров может войти параметр T0.5 (Нестеренко,
Сидько, 1984; Kharuk et al.,1994; Nesterenko et al.,
2012; Птушенко и др., 2013; Nesterenko et al., 2019),
представляющий время полуспада интенсивно-
сти флуоресценции хлорофилла в течение мед-
ленной стадии индукции флуоресценции. По-ви-

димому, его можно рассматривать как наиболее
простой показатель реактивности регуляторных
систем ФСА листа. Спад кpивой ИФХ отражает
регуляторные процессы фотосинтеза: а) усиление
нефотохимического тушения флуоресценции,
связанное с увеличением диссипации поглощае-
мой энергии в ФC II, б) активацию цикла Каль-
вина, приводящую к ускорению оттока электро-
нов от ФC I, в) перераспределение светособираю-
щего антенного комплекса между ФC II и ФC I
(Adams, Demmig-Adams, 2004). Медленные изме-
нения флуоресценции хлорофилла связаны не
только с фотохимическим использованием света,
но также содержат информацию о механизмах,
вовлеченных в защиту ФСА от повреждения ра-
дикалами, механизмах регуляции тепловой дегра-
дации поглощенной световой энергии (Бухов,
2004; Хебер и др., 2007; Jahns, Holzwarth, 2012).
“Время полуспада кривой ИФХ (T0.5), таким об-
разом представляет собой интегральную характе-
ристику скорости активации ряда фотоассимиля-
ционных и фотозащитных процессов в листе”
(Птушенко и др., 2013). “Целостная система пер-
вичных процессов фотосинтеза (ППФ), обладающая
функциональной автономией и сложной органи-
зацией, характеризуется своеобразными меха-
низмами переноса электрона и динамическими
способами саморегуляции своего состояния”
(Рубин, 2007, стр. 426). “Запуская” светом после-
довательность фотосинтетических процессов,
можно “тестировать” систему и наблюдать кине-
тику переходных процессов состояний отдельных ее
компонентов (Ризниченко, Рубин, 2007, стр. 166).

“Наиболее перспективным направлением изу-
чения, прогнозирования и повышения устойчи-
вости организмов к стрессовым воздействиям
считается оценка исходного функционального
состояния регуляторных систем организма, сопо-
ставление их реакций на тестирующие воздей-
ствия” (Ушаков и др., 2007, стр. 10). Считается,
что “косвенно на основе изменения периода по-
лувосстановления в системе после тестового
стрессового воздействия можно оценивать состо-
яние регуляторных систем организма” (Ушаков и
др., 2007, стр. 365).

Действие возбуждающего флуоресценцию
хлорофилла света на фотосинтетический аппарат
(ФСА) адаптированных к темноте листьев расте-
ний представляет собой, по-видимому, также те-
стирующее воздействие, которое можно попы-
таться использовать для оценки состояния регу-
ляторных систем ФСА листа.

Для оценки величины реакции исследуемого
параметра ИФХ на рассматриваемое воздействие



ЖУРНАЛ ОБЩЕЙ БИОЛОГИИ  том 80  № 3  2019

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЙ МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ РЕАКТИВНОСТИ 193

применяют интегральный логарифмический по-
казатель I

(3)

где Ni – значение соответствующего параметра
при исследуемом воздействии, Ni0 – значение па-
раметра в начале исследования (Ушаков и др.,
2007; Nesterenko et al., 2012).

Прогноз устойчивости строится на предполо-
жении, что фотосинтетический аппарат тех ли-
стьев, у которых имеется определенная исходная
(до начала воздействия) недостаточность регуля-
торных систем, будет менее устойчивым к экстре-
мальному воздействию. “Математически это может
выражаться в том, что у наиболее устойчивых образ-
цов логарифмический показатель I = lg(Nit/N0i) при-
близится к 0 (т.е. практически отсутствуют какие-
либо значимые дефекты регуляторных систем, а
их функциональная активность оптимальна)”
(Ушаков и др., 2007, стр. 391). В статье Нестерен-
ко с соавт. (Nesterenko et al., 2012) при использо-
вании тестового воздействия – света разной ин-
тенсивности (диапазон 20–80 Вт/м2 ФАР) при ре-
гистрации кривых ИФХ листьев редиса было
показано, что наименьшие значения параметра Т0.5
наблюдали для зрелого 18-суточного листа (–0.11).
Это может, по-видимому, свидетельствовать о
большей устойчивости его регуляторных систем к
воздействию света высокой интенсивности по
сравнению с устойчивостью для молодого листа,
для которого значение интегрального логариф-
мического показателя для параметра I(Т0.5) равно
–0.55, что связано, вероятно, с меньшей устойчи-
востью регуляторных систем его ФСА к световому
воздействию или менее развитыми защитными ме-
ханизмами от фотоингибирования (Demmig-Ad-
ams, Adams, 1992). Считается, что “скорость раз-
вертывания защитных механизмов при умеренных
интенсивностях света имеет решающее значение
для устойчивости фотосинтетического аппарата
растения в первую очередь на начальном этапе
адаптации к свету, происходящем преимуще-
ственно в течение первой минуты освещения”
(Птушенко и др., 2013).

ОЦЕНКА РЕАКЦИИ ФСА ЛИСТЬЕВ
НА СТАРЕНИЕ С ПОМОЩЬЮ 

ПОКАЗАТЕЛЕЙ ИФХ Fp/FТ И Т0.5

Анализ данных по возрастной зависимости па-
раметра Т0.5 и отношения Fp/Fт показал наличие
периода относительной стабильности их значе-
ний, который соответствует периоду зрелости ли-
стьев и имеет разную продолжительность для от-
дельных видов растений, что подтверждается ли-

= 0lg( ,)i iI N N

тературными данными (Нестеренко, Сидько,
1984; Kharuk et al., 1994; Šesták, Šiffel, 1997; Несте-
ренко, Тихомиров, 2003, 2005; Романова и др., 2011).
В работе Нестеренко с соавт. (Nesterenko et al., 2019)
значения параметра Т0.5 для почти сформировав-
шихся листьев огурца, пшеницы и редиса с пло-
щадью 80–90% от максимальной площади листа
(Мокроносов, 1981) имели близкие значения. На
протяжении онтогенеза листьев растений после
их формирования и до момента старения для трех
видов растений изменения значений Т0.5 в тече-
ние примерно двух недель (с 6–7 и до 20–22 сут)
не превышали 80%. Только после старения ли-
стьев наблюдалось резкое повышение значений.
Так для 25-суточного листа пшеницы 5-го яруса
значение Т0.5 увеличивалось по сравнению со зре-
лыми листьями (16–20-суточными) более чем в 2
раза. Известно также, что некоторые авторы рас-
сматривают старение растений как один из видов
стресса (имеется ряд эндогенных изменений,
ухудшающих внутреннюю среду) (Thomas, Stod-
dart, 1980; Нестеренко и др., 2007). Для оценки ве-
личины реакции исследуемых параметров ИФХ
на рассматриваемое воздействие (старение) был
применен интегральный логарифмический пока-
затель I, который рассчитывался по формуле (3).

Сравнение pеакции показателей ИФX (Fp/FТ,
Т0.5) лиcтьев растений огурца, редиса и пшеницы
на старение листьев с помощью интегрального
логарифмического параметра I (табл. 1) показало
близкие значения I(Т0.5) для трех видов растений
в широком возрастном диапазоне. В то же время
значения логарифмического показателя для от-
ношения Fp/Fт для тех же растений отличались су-
щественно (табл. 1), что можно объяснить раз-
ным характером возрастной зависимости пара-
метра Fp/FТ по сравнению с параметром Т0.5
(Nesterenko et al., 2012) и тем, что период относи-
тельной стабильности значений параметров ИФХ
соответствует периоду зрелости листьев и имеет
разную продолжительность для отдельных видов
растений (Kharuk et al., 1994; Šesták, Šiffel, 1997;
Нестеренко, Тихомиров, 2003, 2005).

В работах Нестеренко с соавт. (Нестеренко
2014, 2015; Nesterenko et al., 2015) на примере ли-
стьев пшеницы Triticum aestivum L. изучали воз-
растную зависимость основных характеристик
ИФХ и влияние на их значения интенсивности
действующего света (ДС). Определяли макси-
мальный квантовый выход ФС II (Fv/Fm), эффек-
тивный квантовый выход ФС II – ΦPSII; qP, qN и
NPQ – показатели фото- и нефотохимического
тушения флуоресценции хлорофилла, соответ-
ственно; отношение Fp/FТ и индекс жизнеспособ-



194

ЖУРНАЛ ОБЩЕЙ БИОЛОГИИ  том 80  № 3  2019

НЕСТЕРЕНКО и др.

ности Rfd. При невысокой интенсивности ДС,
(примерно 380 мкмоль/(м2 · с)) для флуоресцент-
ных показателей влияние возраста листьев прак-
тически не сказывалось на их значениях, кроме
Rfd. Увеличение интенсивности ДС до 580 мкмоль
фотонов/(м2 · с) ФАР и выше приводило к суще-
ственному влиянию возраста листа на значения
флуоресцентных показателей. Наиболее чувстви-
тельными к возрастному состоянию листьев ока-
залось отношение Fp/FТ и показатели нефотохи-
мического тушения флуоресценции: NPQ, qN
(Nesterenko et al., 2015).

ОЦЕНКА РЕАКЦИИ ФСА ЛИСТЬЕВ РЕДИСА 
НА ИЗМЕНЕНИЯ ИНТЕНСИВНОСТИ 

ДЕЙСТВУЮЩЕГО СВЕТА С ПОМОЩЬЮ 
Fp/FТ И Т0.5

Свет для хлоропластов рассматривается и в ка-
честве субстрата фотосинтеза, и в качестве раз-
дражителя (Тарчевский и др., 1975).

В работе Нестеренко с соавт. (Nesterenko et al.,
2012) величина Т0.5 для зрелого 18-суточного листа
редиса оставалась достаточно стабильной при вари-
ации интенсивности возбуждающего флуоресцен-
цию света в широком диапазоне (20–80 Вт/м2). Из-

менения не превышали 26%. В то же время для
усредненного листа растения редиса (с учетом ре-
акции разновозрастных листьев) значения лога-
рифмического показателя для Т0.5 выше, чем для
отношения Fp/FТ (табл. 2), что свидетельствует о
большей чувствительности этого параметра к из-
менению интенсивности света в целом для расте-
ния, что важно при выборе более интегральной ха-
рактеристики реакции ФСА на уровне растений.

ОЦЕНКА СТЕПЕНИ ИЗМЕНЕНИЙ 
ЗНАЧЕНИЙ Т0.5 ПРИ ИЗМЕРЕНИИ ИФХ 

ЛИСТЬЕВ ПРИ ВОДНОМ ДЕФИЦИТЕ

Поведение параметра Т0.5 при стрессовом воз-
действии изучали на примере слабого обезвожи-
вания. По данным работы В.Н. Шихова с соавто-
рами (2016б) в условиях водного дефицита уже на
третьи сутки значения Т0.5 для листьев листовой
капусты резко возрастали (в 2.4 раза) и восстанав-
ливались до прежних значений быстрее других
характеристик ФСА (например, эффективный
квантовый выход ФС II – ΦPSII, ETR) при восста-
новлении полива растений. Это может означать
отсутствие нарушений в системе регуляции ФСА
листьев растений, что подтверждается также вос-

Таблица 1. Оценка величины реакции показателей ИФX (Fp/FT и Т0.5) листьев растений огурца, редиса и пшени-
цы на старение листьев с помощью интегрального логарифмического показателя I (отн. ед.)

Примечание. Интегральный логарифмический показатель I = lg(Ni/Ni0), где Ni – значение соответствующего параметра ИФХ
стареющих листьев (20–23 сут); Ni0 – значение параметра ИФХ зрелых листьев (7–9–суточных). Расчет интегрального лога-
рифмического показателя I на основании данных работы Нестеренко с соавт. (Nesterenko et al., 2019).

Растение Возраст листа, 
сут

Площадь,
% от макс.

Т0.5, с Fp/FT,
отн. ед.

I(Т0.5) I(Fp/FT)

Огурец 7 75 8.2 ± 1.2 3.5 ± 0.2 0.25 ± 0.01 –0.26 ± 0.02

22 100 14.6 ± 1.6 1.9 ± 0.5

Редис 6 80 12.3 ± 1.5 3.3 ± 0.2 0.22 ± 0.02 –0.37 ± 0.03

24 100 20.5 ± 1.0 1.4 ± 0.2

Пшеница 7 80 10.1 ± 1.7 3.5 ± 0.2 0.21 ± 0.02 –0.16 ± 0.02

20 100 16.2 ± 2.4 2.4 ± 0.2
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становлением скорости электронного транспорта
через фотосистему 2 после кратковременного
водного дефицита (Li et al., 2013; Шихов и др.,
2016б). Количественное сравнение чувствитель-
ности показателей ИФХ на стрессовое воз-

дейтвие с помощью интегрального логарифмиче-
ского показателя (I) приводится в табл. 3. Значе-
ния I для Т0.5 были самыми высокими как при
обезвоживании, так и при репарации по сравне-
нию с показателями ΦPSII и EТR.

Таблица 3. Оценка реакции фотосинтетического аппарата листьев капусты сорта Бансэй Маруба на стрессовое
воздействие (водный дефицит) и репарацию (оводнение) c помощью интегрального логарифмического показа-
теля (I, отн. ед.) характеристик ИФX (Т0.5, ETR, ΦPSII)

Примечание. Вычисление интегрального логарифмического показателя I см. табл. 1, где Ni – значение соответствующего па-
раметра в результате воздействия (либо репарации–оводнения), Ni0 – значение параметра в начале исследования (или
предыдущего воздействия – 4-суточного водного дефицита). Расчет интегрального логарифмического показателя I на осно-
вании данных работы В.Н. Шихова с соавт. (2016б).

Параметры
ИФХ

Условия

водный дефицит репарация

четверо суток одни сутки четверо суток

T0.5 0.42 ± 0.03 –0.32 ± 0.03 –0.40 ± 0.03

ETR –0.13 ± 0.02 0.21 ± 0.01 0.19 ± 0.02

ΦPSII –0.13 ± 0.02 0.20 ± 0.02 0.18 ± 0.02

Таблица 2. Интегральный логарифмический показатель I (отн. ед.) параметров Fp/FТ, Т0.5 разновозрастных ли-
стьев редиса при увеличении интенсивности света от 20 (40) до 80 Вт/м2 ФАР

Примечание. Вычисление интегрального логарифмического показателя I см. табл. 1, где Ni – значение соответствующего па-
раметра ИФХ листьев редиса при интенсивности действующего света 80 Вт/м2 ФАР, Ni0 – значение параметра ИФХ при 20
(или 40) Вт/м2 ФАР. Расчет интегрального логарифмического показателя I на основании данных работы Нестеренко с соавт.
(Nesterenko et al., 2012).

Параметры
ИФХ

Интенсивность возбуждающего света при начальном измерении параметра ИФХ,
Вт/м2 ФАР

20 40

T0.5 0.30 ± 0.02 0.15 ± 0.02

Fp/FТ 0.19 ± 0.02 0.02 ± 0.01
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Сравнение параметров флуоресценции хлоро-
филла двух сортов сахарной свеклы с разной
устойчивостью их ФСА к засухе показало разную
чувствительность параметров (F0, Fv/Fm, qP, qN)
на данный стресс (Li et al., 2013). Наиболее чув-
ствительным к водному стрессу среди параметров
и характеристик ФСА оказался коэффициент не-
фотохимического тушения qN (изменения значе-
ний почти в 3 раза) (Li et al., 2013).

В ранее проведенной нами работе было пока-
зано, что изменения этой характеристики в онто-
генезе листьев растений пшеницы находятся в
пределах 30% (Нестеренко и др., 2015), что сопо-
ставимо с изменениями значений параметра Т0.5
(табл. 1). По характеру изменений значений в он-
тогенезе и чувствительности к стрессовым воз-
действиям показатели ИФХ qN и Т0.5 сопоставимы,
однако преимущество Т0.5 заключается в более
простых условиях измерения по сравнению с qN
(Nesterenko et al., 2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Наблюдаемые нами в экспериментах особен-

ности в поведении Т0.5 и сравнение его с наиболее
чувствительными к стрессам показателями ИФХ
(qN, ETR, ΦPSII и Fp/FТ) дают основания предло-
жить применение Т0.5 для косвенной оценки из-
менения активности ФСА в ситуациях, когда не-
обходим оперативный интегральный контроль за
состоянием ФСА. Для установления количе-
ственных закономерностей между активностью
ФСА и флуоресцентным параметром T0.5 в кон-
кретных стрессовых условиях необходимы даль-
нейшие исследования.

На основании полученных результатов (табл. 1–3)
и анализа литературных данных по показателям
ИФХ можно сделать вывод о перспективности
применения параметра T0.5, представляющего
время полуспада интенсивности флуоресценции
хлорофилла в течение медленной стадии ИФХ,
как одной из интегральных и оперативных кос-
венных оценок изменения активности ФСА ли-
стьев высших растений при определении его
устойчивости к стрессовым воздействиям.

Работа проведена в рамках выполнения госза-
дания по теме № 56.1.4 Раздел VI Программы
фундаментальных научных исследований госака-
демий наук на 2013–2020 гг.
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Presently, the most promising way of studying, forecasting, and enhancing of organisms’ tolerance to harsh
environmental impacts is considered to be the estimation of initial functional state of an organism’s regulatory
systems. To resolve the problem of photosynthetic apparatus (PSA) tolerance to harsh impacts at the level of
such a complicated functional system as a plant leaf, it is necessary to assess integral responses of the leaf’s
PSA to the impact. At that, simple and versatile traits may have certain advantages. At present, chlorophyll
f luorescence seems to be one of the main indices of PSA activity, which can be measured relatively fast and
easy. One of the possible approaches to operational integrative assessment of PSA activity may consist in us-
age of the parameters introduced for the curves of chlorophyll f luorescence induction (CFI) slow phase.
Temporal patterns of CFI are of special interest. The simplest index T0.5 (i.e., half-time of chlorophyll f luo-
rescence intensity decrease during the slow phase of CFI) appears to be an integral characteristic of activation
rate with regard to a number of photo-assimilation and photo-protective processes in leaves. On basis of the
studies, conducted earlier, and published data, we have analyzed the behavior of T0.5 parameter with compar-
ison to other CFI traits (namely: qN – non-photochemical quenching coefficient, ETR – electron transport
rate, ΦPSII – effective quantum yield of PSII photochemistry, Fp/FТ ratio ) under different conditions. The
influence of leaf senescence, changes in intensity of excitation light, slight dehydration of plants and their re-
covery from water deficiency have been examined. The pattern of T0.5 behavior, observed in laboratory exper-
iments, and the results of its comparison with other indices of CFI give occasion to propose the usage of T0.5
for indirect estimation of PSA activity when operational integrative monitoring of PSA state is required. Fur-
ther studies are necessary for establishing quantitative relationships between PSA activity and fluorescence
parameter T0.5 under specific stress conditions.
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