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Введение

Планктонные микроводоросли (фитоп-
ланктон) являются основным продук-
ционным звеном, на котором базиру-

ются все остальные компоненты водных 
экосистем. При действии различных эколо-
гических факторов и антропогенных загряз-
нений изменяется фотосинтетическая актив-
ность клеток фитопланктона [1-3]. 
Количество водорослей обычно оценивают 
по содержанию в них хлорофилла спектро-
фотометрическим методом [2, 3]. Более опе-
ративными и чувствительными для решения 
этой задачи являются измерения интенсив-
ности флуоресценции водорослей в природ-
ной воде. 
Интенсивность флуоресценции хлорофилла 
при ее возбуждении светом низкой интен-
сивности соответствует суммарному содер-
жанию всех пигментов. Показано, что в кон-
кретных акваториях и условиях, 
характеризующихся небольшими изменени-
ями таксономического состава водорослей, 
наблюдается прямая корреляция между 
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измеренной в пробе воды интенсивностью 
флуоресценции хлорофилла и его содержа-
нием, измеренным спектрофотометричес-
ким или другими аналитическими метода-
ми [2, 4]. 
Эффективность функционирования фото-
синтетического аппарата представляется 
наиболее важным признаком для биоинди-
кации экологического благополучия и про-
гнозирования развития популяций фитоп-
ланктона. Этот признак имеет особенно 
большое значение для контроля загрязнения 
водной среды [1]. Для регистрации фотосин-
тетической активности микроводорослей в 
последнее время все шире применяются 
флуоресцентные методы. Методы регистра-
ции флуоресценции позволяют получать 
информацию о количестве и активности 
фотосинтезирующих организмов, а также по 
характеристикам состояния фотосинтети-
ческого аппарата оценивать физиологичес-
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кое состояние клеток при действии антропо-
генных факторов и судить о качестве водной 
среды [1, 3]. Важным преимуществом флуо-
ресцентных методов является их экспрес-
сность и высокая чувствительность, что поз-
воляет быстро диагностировать состояние 
объекта непосредственно в среде его обита-
ния in situ.
В последнее время при работе с листьями и 
культурами водорослей активно развивают-
ся методы быстрого измерения световых 
зависимостей (световых кривых) парамет-
ров флуоресценции, отражающих развитие 
фотохимического и нефотохимического 
тушения на свету, что позволяет регистриро-
вать ранние изменения в работе фотосинте-
тического аппарата [5, 6]. Однако на природ-
ном фитопланктоне таких работ почти нет.
В настоящей работе метод измерения зави-
симостей параметров флуоресценции хлоро-
филла от освещенности был адаптирован к 
пресноводному фитопланктону на примере 
водоемов Звенигородской биологической 
станции МГУ (ЗБС МГУ). Показано, что 
использование этих зависимостей позволяет 
быстро регистрировать изменения в энерго-
запасающих фотосинтетических процессах 
природного фитопланктона и оценивать его 
состояние. 

Материалы и методы исследования

Пробы фитопланктона отбирали из 
четырех водоемов ЗБС МГУ (р. Моск-
вы, Костиного и Стерляжьего прудов и 

Ольгиного (Пожарного) пруда, находящего-
ся рядом с общежитиями), помещали в тем-
ные пластмассовые бутылки объемом 2 л, 
инкубировали в темноте 1 ч и измеряли 
параметры флуоресценции. Исследования 
проводили в начале августа 2007-2010 гг.
Измерения показателей флуоресценции 
фитопланктона проводили на импульсном 
флуориметре WaterPAM (Walz, Германия). 
Флуориметр регистрирует постоянную (F0) 
и максимальную флуоресценцию (Fm), а 
также рассчитывает выход переменной флу-
оресценции (Fv/Fm) у водорослей, адаптиро-
ванных к темноте. 
Измерения быстрых световых зависимостей 
различных параметров флуоресценции про-
водили при последовательном увеличении 
интенсивности света от 0 до 900 мкЕм-2с-1. 
Время освещения составляло 50 с. В конце 
каждого сеанса освещения при определен-
ной интенсивности с использованием насы-
щающей вспышки (0,8 с, 3000 мкЕм-2с-1) 
регистрировались параметры Fm', а также 
выход флуоресценции на свету Ft [7]. На 

основании всех данных рассчитывали нефо-
тохимическое тушение флуоресценции NPQ 
= (Fm – Fm') / Fm', эффективный квантовый 
выход в фотосистеме 2 Y = (Fm' - Ft) / Fm'  и 
относительную скорость нециклического 
электронного транспорта при данной интен-
сивности света (rETR). Скорость транспорта 
электронов рассчитывали по формуле rETR 
= Ei (Fm' - Ft) / Fm'), где Ei – освещенность. 
На основании полученных световых кривых 
rETR оценивали следующие фотосинтети-
ческие параметры: коэффициент максималь-
ной утилизации световой энергии (угол 
наклона световой кривой α), максимальную 
отно сительную скорость электронов по 
элект ронно-транспортной цепи (rETRmax) и 
насыщающую интенсивность света (Ен). α 
рассчи тывали как коэффициент линейной 
регрессии, построенной по точкам, лежащим 
на светолимитированном участке световой 
кривой, rETRmax – как среднее по значениям 
rETR, находящимся на светонасыщающем 
участке, Ен рассчитывали по формуле Eн = 
rETRmax / α. Обозначения и определения 
фотосинтетических параметров приведены в 
соответствии с общепринятой номенклату-
рой [7]. 

Результаты и их обсуждение

Хлорофилл, находящийся в фотосинте-
тических мембранах, служит своего 
рода природным датчиком состояния 

клеток водорослей [1]. Измерение соотноше-
ния интенсивности флуоресценции хлоро-
филла при насыщающем фотосинтез воз-
буждающем свете (Fm) и условиях, не 

Рис. 1. Значения обилия фитопланктона (F0) и состояния его 
фотосинтетической активности (Fv/Fm) в исследованных водо-
емах ЗБС МГУ. Водоемы перечислены в порядке убывания Fv/
Fm: 1 – р. Москва; 2 – Костин пруд (световой участок); 3 – 
Стерляжий пруд (затененный участок); 4 – Ольгин пруд.
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вызывающих изменений состояния фото-
синтетического аппарата (F0), позволяет 
определить Fv/Fm =.(Fm – F0) / Fm. Параметр 
Fv/Fm характеризует максимальную эффек-
тивность первичного фотохимического пре-
образования световой энергии в реакцион-
ных центрах фотосистемы 2 (ФС2). Уровень 
постоянной флуоресценции F0 с высоким 
коэффициентом корреляции соответствует 
суммарному содержанию пигментов фото-
синтетического аппарата фитопланктона и, 
соответственно, также коррелирует с оби-
лием фитопланктона [4]. На рис. 1 пред-
ставлены результаты измерения обилия 
фитопланктона по Fm и состояния его фото-
синтетического аппарата по Fv/Fm.
Наибольшая фотосинтетическая активность 
Fv/Fm была зарегистрирована в пробах из 
р. Москвы и Костиного пруда (световой учас-
ток). Это свидетельствует о благоприятной 
обстановке для жизнедеятельности фито-
планктона в этих водоемах. В них наблю-
дались также высокие значения F0, свиде-
тельствующие о значительном обилии 
фитопланктона, что коррелирует с оценкой 
концентрации хлорофилла «а», определенной 
прямым спектрофометрическим методом в 
ацетоновых экстрактах. Концентрации хлоро-
филла «а» составляла 24 и 13 мкгл-1 для 
Костиного пруда и р. Москвы, соответст венно 
(данные представлены И.В. Коню хо вым). 
Напротив, в пробе, взятой из Ольгиного 
пруда, находящегося в районе общежитий на 
Нижних дачах, отмечено более низкое содер-

жание фитопланктона по F0, и наименьшая 
фотосинтетическая активность Fv/Fm. Кон-
цент рация хлорофилла «а» находилась в диа-
пазоне 5-7 мкгл-1. Низкая фотосинтетическая 
активность и количество фитопланктона в 
Ольгином пруду, по-видимому, связаны с 
неблагоприятными условиями для водорос-
лей (сильным затенением и наличием загряз-
няющего стока в пруд из расположенного 
рядом санузла ЗБС МГУ). В Стерляжьем 
пруду (затененный участок) обилие и фото-
синтетическая активность фитопланктона 
были средними по сравнению с другими 
водоемами.
Наиболее контрастные различия у фитоп-
ланктона водоемов ЗБС были выявлены при 
измерении и анализе параметров флуорес-
ценции на свету при разной интенсивности, 
т.е.  в условиях увеличивающейся световой 
нагрузки (см. методику). Эффективный 
квантовый выход в фотосистеме 2 на свету 
определяется как отношение Y = (Fm' – Ft) / 
Fm' [7]. Ранее было показано, что при возрас-
тании освещенности растений или водорос-
лей происходит снижение фотохимического 
тушения и квантового выхода в ФС2 (Y) 
из-за общего торможения электронного 
транспорта вследствие лимитирования пос-
леднего скоростью функционирования тем-
новых процессов фотосинтеза и возрастани-
ем нефотохимического тушения [7]. 
Последнее отражает увеличение процессов 
тепловой диссипации энергии в условиях 
невозможности переработки избыточной 
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световой энергии в фотосинтезе. В наших 
экспериментах увеличение интенсивности 
освещения фитопланктона также приводило 
к снижению квантового выхода ФС2 – Y 
(рис. 2.).
Однако уменьшение этого параметра в зави-
симости от интенсивности света было раз-
ным у фитопланктона разных водоемов. 
Минимальное снижение Y наблюдалось у 
светолюбивого фитопланктона Костина 
пруда, находящегося в незатененном месте. 
Интенсивность света, при которой значение 
Y фитопланктона Костина пруда уменьша-
лось наполовину, была достаточно высокой  
(857 мкЕм-2с-1). Для фитопланктона р. 
Москвы и Стерляжьего пруда это значение 
составляло 309 и 384 мкЕм-2с-1, соответс-
твенно. Наиболее значительным спадом Y с 
увеличением интенсивности освещения 
характеризовался фитопланктон Ольгиного 
пруда. Уже при освещенностях выше 40 
мкЕм-2с-1 значение Y было крайне низким. 
Y может служить для оценки величины ско-
рости электронного транспорта rETR на 
свету. На листьях показана линейная корре-
ляция между Y и квантовым выходом фикса-
ции углекислого газа [8]. На рис. 2 представ-
лены световые зависимости относительной 
скорости rETR фитопланктона водоемов 
ЗБС. В табл. 1 приведены параметры, опи-
сывающие световые зависимости rETR. 
Максимальная относительная скорость 
электронного транспорта rETRmax была 
наибольшей для фитопланктона Костиного 
пруда. Более низкое значение rETRmax 
наблюдалось для фитопланктона р. Москвы 
и Стерляжьего пруда. Крайне низкая ско-
рость rETRmax отмечалась у Ольгиного 
пруда, что согласуется с низкими значения-
ми темнового Fv/Fm. Тот факт, что значение 
Fv/Fm у клеток Ольгиного пруда составляет 
0,23 при очень низком нециклическом 
транспорте, указывает на то, что сохраняет-
ся некоторое количество фотосинтетичес-
ких центров, но они не способны обеспе-
чить электронный транспорт. Коэффициент 
максимальной утилизации световой энер-

Рис. 2. Изменения параметров флуоресцен-
ции природного фитопланктона из разных 
водоемов Звенигородской биологической 
станции МГУ (р. Москва (1), Костин (2), 
Стерляжий (3) и Ольгин (4) пруды) в зави-
симости от интенсивности действующего 
света. A – эффективный квантовый выход в 
ФС2 (Y) на свету, Б – относительная ско-
рость нециклического электронного транс-
порта rETR, В – нефотохимическое тушение 
NPQ.
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гии α был наибольший у фитопланктона р. 
Москвы и Костиного пруда. В Стерляжьем 
пруду он был меньше. Насыщающая интен-
сивность света Ен была максимальна для 
светолюбивого фитопланктона Костина 
пруда и составила 572 мкЕм-2с-1. Для 
фитопланктона р. Москвы и Стер ляжьего 
пруда эти значения равнялись 345 и 321 
мкЕм-2с-1, соответственно. У планктона 
Ольгиного пруда невозможно было опреде-
лить параметры световой кривой rETR. 
Снижение эффективного квантового выхода 
ФС2 Y при увеличении освещенности у 
водорослей связано с увеличением тепловой 
диссипации избыточной световой энергии, 
когда она не способна утилизироваться в 
реакциях фотосинтеза [2, 7]. Наибольшее 
значение нефотохимического тушения NPQ 

отмечалось у фитопланктона р. Москвы, 
который вследствие перемешивания должен 
обладать активной системой адаптации к 
быстроменяющимся световым условиям 
(рис. 2В). Фитопланктон Стерляжьего пруда 
также показал высокое значение NPQ при 
высокой освещенности. Водоросли 
Ольгиного пруда, с низкой активностью 
электронного транспорта, по-видимому, не 
могут накачать значительный электрохими-
ческий градиент протонов и, соответственно, 
имеют невысокий уровень NPQ.
В отличие от других водоемов фитопланктон 
Костина пруда показывал очень низкое зна-
чение NPQ. Это связано с тем, что скорость 
электронного транспорта этих водорослей, 
как видно из световой кривой, не достигает 
полного насыщения даже при 900 мкЕм-2с-1 
и поэтому клетки не испытывают необходи-
мости в сбросе избытка неиспользуемой 
энергии.

Заключение

Таким образом, исследования показали, 
что применение высокочувствительных 
флуоресцентных методов в сочетании с 

использованием дополнительной световой 
нагрузки на объект позволяют выявить осо-
бенности функционирования фитопланк-
тона в разных водоемах и условиях его 
существования Естественно, выяснение кон-
кретных факторов, угнетающих развитие 

Таблица 1
Параметры, описывающие зависимость относительной скорости 
фотосинтетического транспорта электронов (rETR) от освещен-
ности: коэффициент максимальной утилизации световой энер-
гии α, максимальная относительная скорость электронов 
rETRmax и насыщающая интенсивность света Ен

Параметры р. Москва
Костин 

пруд
Стерляжий 

пруд
Ольгин 

пруд
rETRmax 53±6,9 77,1±9,3 25,8±3,6 0

α 0,15 0,13 0,08
Не опреде-

ляется
Eн, 

мкЕм-2с-1 345±27 572±49 321±23
Не опреде-

ляется
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фитопланктона (фитопланктон Ольгиного 
пруда) требует дополнительных анализов. 
Анализ ответных реакций первичных про-
цессов фотосинтеза фитопланктона на раз-
ный режим освещения позволяет выявлять, 
к каким световым условиям адаптированы 
клетки фитопланктона, и оценивать адап-
тивные возможности этих организмов в 
районе исследований. При этом метод регис-
трации световых зависимостей параметров 
флуоресценции, примененный в настоящей 
работе, позволяет оценить скорость нецик-
лического электронного транспорта, диапа-
зон насыщающих интенсивностей и следить 
за процессами нефотохимического сброса 
неиспользуемой при фотосинтезе световой 
энергии. Следует отметить, что световой 
стресс может быть легко реализован во флу-
оресцентной аппаратуре для биоиндикации 
и включен в систему автоматизированного 
оперативного контроля состояния природ-
ных вод водоемов.
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Rapid light-response curves of 
chlorophyll fluorescence 

parameters of a natural phytoplankton 
of water bodies of Zvenigorodsky 
station of the Moscow State University 
were investigated. The greatest speeds 
of photosynthetic electron transfer and 
phytoplankton abundance have been 

registered in tests from the river 
Moscow and Kostin pond. 
The low photosynthetic activity 
of a phytoplankton connected 
with anthropogenic influence 
in Olgin pond has been found out. 
Rapid light-response curves 
of chlorophyll fluorescence 

parameters for definition of ecological 
well-being of a phytoplankton of fresh 
water bodies have been offered.
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