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Изучено действие ионов хромата на культуру морской диатомовой водоросли Phaeodactylum tricor-
nutum с использованием флуориметра М-РЕА-2, позволяющего одновременно измерять в миллисе-
кундном интервале индукционные кривые флуоресценции и окислительно-восстановительные
превращения пигмента P700. Показано, что ионы хромата ингибируют электронный транспорт в
ФС II и снижают скорость восстановления QА. Происходит уменьшение квантового выхода элек-
тронного транспорта в ФС II (ϕEo), индекса производительности (PIABS) и замедление восстановле-
ния пигмента P700, а также увеличение рассеивания энергии (DI0/RC) и ΔpH-зависимого нефотохи-
мического тушения (qE). Обнаружено появление медленной компоненты восстановления P700, что
свидетельствует об активации циклического транспорта в присутствии хромата. Наиболее чувстви-
тельным параметрам оказался индекс производительности (PIABS), который можно предложить для
обнаружения появления хромат-ионов в среде на pанниx cтадияx токcичеcкого воздейcтвия. Пара-
метр флуоресценции FO перспективно использовать для оценки скорости роста водорослей при
биотестировании.
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Соединения хрома, особенно хромат-ионы,
которые находят в составе сточных вод многих
предприятий, являются токсичными для водных
экосистем. Они также рекомендованы как эта-
лонный токсикант для проверки чувствительно-
сти культур водорослей в стандартных методах
биотестирования (Заядан, Маторин, 2015).

Ранее показано, что при действии этого токси-
канта на микроводоросли наблюдается наруше-
ние механизмов согласования процессов метабо-
лизма клеток, подавление двигательной активно-
сти микроводорослей, снижение их численности
(Giloni-Lima et al., 2010), снижение концентрации
хлорофилла и нарушение фотосинтеза (Rai et al.,
2004; Rodríguez et al., 2007; Rocchetta, Küpper,
2009). Показано, что при ингибировании фото-
синтеза ионами хромата нарушения затрагивают
реакции второй фотосистемы (ФС II) (Appenroth
et al., 2001; Ali et al., 2006; Hörcsik, 2007; Didur
et al., 2013).

Современные представления о переносе элек-
трона по фотосинтетической электрон-транс-
портной цепи (ЭТЦ) предполагают последова-
тельное участие двух фотосистем (ФС II и ФС I),
при котором переносчики, восстановленные

ФС II, служат донорами электронов для ФС I.
Согласно Z-схеме ЭТЦ, активность каждой из
фотосистем оказывает влияние на окислительно-
восстановительное состояние другой фотосисте-
мы. Такая связь между ФС II и ФС I проявляется
во флуоресценции хлорофилла, уровень которой
зависит от редокс-состояния хинонного акцепто-
ра Qa. Фотореакция ФС II восстанавливает Qa,
повышая уровень флуоресценции, а активность
ФС I приводит к окислению Qa и снижению флу-
оресценции (Lazár, Schansker, 2009; Strasser et al.,
2010). Кинетики световой индукции переменной
флуоресценции в миллисекундном диапазоне от-
ражают кинетику электронного транспорта внут-
ри ФС II и между ФС II и ФС I (Lazar, Schansker,
2009; Strasser et al., 2010; Гольцев и соавт., 2014).
Измерение кинетики индукции флуоресценции
все шире используется в микробиологических и
экологических исследованиях. За состоянием ФС I
возможно следить по изменениям поглощения в
области 820–830 нм (редокс-состояния хлорофилла
ФС I – P700). На индуктофлуориметре М-РЕА-2 по-
явилась возможность на одном образце регистри-
ровать флуоресценцию хлорофилла и редокс-со-
стояние Р700, то есть одновременно следить за от-
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дельными реакциями ФС II и ФС I и проводить
регистрацию индукционных изменений замед-
ленной флуоресценции (ЗФ) (Susplugas et al.,
2000; Маторин и соавт., 2012; Гольцев и соавт.,
2014). Однако для морских водорослей этот мето-
дический прием ранее не использовали.

В настоящей работе с использованием индук-
тофлуориметра М-РЕА-2 проведены исследова-
ния изменения процессов фотосинтеза у морских
водорослей Phaeodactylum tricornutum после воз-
действия хромат-ионов. Целью работы было
определить мишени преимущественного воздей-
ствия хромат-ионов на реакции фотосинтеза
морских водорослей и выявить наиболее чувстви-
тельные параметры флуоресценции хлорофилла
для использования при биотестировании.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектом исследования служила альгологиче-
ски чистая культура морской одноклеточной диа-
томовой водоросли P. tricornutum из коллекции
кафедры гидробиологии МГУ, выделенная
из фитопланктона Черного моря. Культуру выра-
щивали на искусственной морской воде с кон-
центрацией соли 20 г/л и внесением KNO4
(0.202 г/л), NaH2PO4 (0.71 · 10–2 г/л), MnCl2 · 4H2O
(0.19 · 10–3 г/л), CoCl2 · 6H2O (0.24 · 10–3 г/л), FeCl3 ·
6H2O (0.27 · 10–3 г/л) (питательная среда Гольд-
берга в модификации Кабановой) при температу-
ре 20 ± 2°С и освещенности 30 мкЕ/(м2 с) 16 ч в
сутки.

Культуру микроводоросли, выращенной в те-
чение 3 сут, разливали по 100 мл в отдельные ем-
кости, добавляли шестивалентный хром в виде
K2Cr2O7 до концентраций от 2.5 до 25 мг/л (“Sigma
Inc.”, США) и экспонировали в тех же условиях,
что и при выращивании культуры. Концентрация
клеток перед добавлением хромата в стационар-
ной фазе, составляла 106 кл/мл. Численность
микроводорослей определяли микроскопически
методом прямого счета в камере Горяева.

Параметры флуоресценции хлорофилла в ин-
тактных клетках водорослей регистрировали в
кюветах на импульсном портативном флуоримет-
ре Aqua-Pen-С АР–С100 (“Photon Systems Instru-
ments”, Брно, Чехия) при освещении красным
светом (λ = 650 нм, 3000 мкЕ/(м2 с)). Перед изме-
рением образцы выдерживали в темноте в тече-
ние 30 мин. Индукционные кривые быстрой
(БФ) и замедленной (ЗФ) флуоресценции хлоро-
филла, а также окислительно-восстановительные
превращения Р700, измеряли одновременно с по-
мощью прибора Multi-function Plant Efficiency
Analyser (М-РЕА-2, “Hansatech Instruments”, Ве-
ликобритания) (Strasser et al., 2010; Bulychev et al.,
2013; Гольцев и соавт., 2014). Регистрацию быст-

рой и замедленной флуоресценции производили
при чередовании красного света (интенсивность
1300 мкЕ/(м2 с), 625 нм) и темновых интервалов
малой длительности, достаточных для регистра-
ции ЗФ. Динамика ЗФ отражала изменения ин-
тенсивности свечения в диапазоне 0.1–0.9 мс в
интервалах между импульсами действующего
света. Изменения поглощения при длине волны
820 нм отражают редокс-состояние P700, реакци-
онного центра ФС I (Гольцев и соавт., 2014). Ин-
тенсивность модулирующего света при длине
волны 820 ± 25 нм составляла 1000 мкЕ/(м2 с).
Полученные данные нормировали на значение
при t = 0.7 мс (MRO) (Гольцев и соавт., 2014). Ха-
рактеристики и протокол измерений на M-PEA-2
подробно описан ранее (Bulychev et al., 2013; Ou-
karroum et al., 2013; Гольцев и соавт., 2014). Изме-
рения проводили на образцах водорослей, кото-
рые концентрировали на мембранном фильтре и
выдерживали в темноте в течение 10 мин во влаж-
ном состоянии.

Измерение кинетики восстановления  про-
водили in vivo на двухволновом (830 нм/900 нм) при-
боре, созданном на кафедре биофизики МГУ
(Solovchenko et al., 2015). Измерение проводили
по изменениям поглощения на длине волны 830
нм с разрешением 0.5 мс. Образец освещали акти-
ничным светом (700 нм) интенсивностью 5000
мкЕ/(м2 с) в течение 20 мс, и после выключения
света регистрировали кинетику восстановления

 электронами, поступающими на ФС I.
Для количественного анализа характеристик

первичных процессов фотосинтеза на основе
OJIP параметров кинетической кривой, был ис-
пользован так называемый JIP-тест (Lazar,
Schansker, 2009; Strasser et al., 2010; Гольцев и
соавт., 2014). JIP-тест использует следующие па-
раметры кривой индукции флуоресценции: ин-
тенсивность при 20 мкс (FO), 2 мс (FJ), 30 мс (FI),
6 с (F6s), а также FP (FM, максимальная интенсив-
ность флуоресценции) и M0 (площадь над кине-
тической кривой OJIP, но ниже уровня FM).

Эти измеряемые величины использовали для
расчета следующих параметров:

FV = FM – FO – максимальная переменная флу-
оресценция;

FV/FM – максимальный квантовый выход пер-
вичной фотохимической реакции в открытых ре-
акционных центрах ФС II: FV/FM = ϕPo;

ϕEo – квантовый выход электронного транс-
порта (при t = 0): ϕEo = [1 – (FO/FM)] (1 – VJ) где
VJ = (FJ – FO)/FV;

DI0/RC = (ABS/RC) – M0 (1/VJ) – общее коли-
чество энергии, рассеиваемой одним реакцион-

700P+

700P+
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ным центром (RC) в виде тепла, флуоресценции
или переноса к другой фотосистеме, при t = 0;

ABS/RC – поток энергии, поглощаемый одним
активным реакционным центром (РЦ), характе-
ризует относительный размер антенны (ABS):
ABS/RC = M0/VJ (1/ϕPo) = (M0/VJ)/[(FM –
‒ FO)/FM)];

PIABS – индекс производительности, пока-
затель функциональной активности ФС II,
отнесенный к поглощаемой энергии: PIABS =
= [1 – (FO/FM)]/(M0/VJ)[(FM – FO)/FO][(1 – VJ)/VJ];

qE – способность к рН-индуцированному не-
фотохимическому тушению флуоресценции: qE =
= (FM – F6s)/FV.

Спектры поглощения клеточных суспензий
водорослей измеряли в диапазоне 400–850 нм од-
нолучевым спектрофотометром с интегрирую-
щей сферой на основе спектрометра USB2000
(“Ocean Optics”, США) (Solovchenko et al., 2015).

Все измерения проводили не менее чем в пяти
повторностях. На рисунках представлены данные
средних значений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенные исследования показали, что

хромат-ионы уменьшают скорость роста морских
микроводорослей P. тricornutum, начиная с кон-
центрации 2.5 мг/л (рис. 1). При концентрации
K2Cr2O7 5 мг/л отмечалось 50%-ное ингибирова-
ние роста культур. Ингибирование роста при дей-
ствии солей хрома отмечалось у различных прес-
новодных водорослей (Ali et al., 2006; Khalida,
2012). Снижение скорости роста и синтеза хлоро-
филла были показаны и для водных высших рас-
тений Spirodela polyrhiza и Vallisneria spiralis (Ap-
penroth et al., 2001; Vajpayee et al., 2001).

Ранее отмечали, что интенсивность флуорес-
ценции морских водорослей (F0) коррелирует с
содержанием хлорофилла и может служить пока-
зателем численности клеток водорослей (Мато-
рин и соавт., 2012; Matorin et al., 2004). Результаты
экспериментов показали, что тест-функция при-
роста численности клеток водорослей (N) и пока-
затели флуоресценции (F0), хорошо согласуются
друг с другом с коэффициентами корреляции не
меньше 0.90. Этот факт подтверждает возмож-
ность использования показателя флуоресценции
(F0) для биотестирования соленых вод с исполь-
зованием микроводоросли P. tricornutum в каче-
стве тест-объекта. Использование показателя
флуоресценции (F0) для биомониторинга и био-
тестирования ранее было предложено для культур
водорослей (Жмур, 2009) и фитопланктона (Ма-
торин и соавт., 2012).

На рис. 2 приведены спектры поглощения
P. tricornutum после воздействия различных кон-

центраций хромат-ионов. Эти спектры нормиро-
ваны на красный максимум поглощения хлоро-
филла а при 678 нм. Cпектры контрольных водо-
рослей были типичными для диатомовых
водорослей с наличием максимумов при 640 нм
(хлорофилл с) и 678 нм (хлорофилл а) (Falkowski,
Raven, 1997). При инкубации менее 24 ч у
клеток в присутствии хромат-ионов не отмеча-
лось изменений в спектрах. Однако при более
длительной инкубации фиксировали относитель-
ное увеличение поглощения в области каротино-
идов (430–480 нм) по сравнению с контролем, что
обычно происходит при действии стрессовых
факторов (Falkowski, Raven, 1997). Количество
хлорофилла с немного снижалось только при вы-
соких концентрациях хромат-ионов (выше
20 мг/л).

Флуоресцентные методы дают подробную ин-
формацию о начальных нарушениях активности
фотосинтетического аппарата. Измерение соот-
ношения интенсивности флуоресценции при
насыщающем фотосинтез свете (FM) и в услови-
ях, не вызывающих изменений состояния фото-
синтетического аппарата (FO) (низкая интенсив-
ность света), позволяет определить максималь-
ную эффективность процессов ФС II, которая
равна (FM – FO)/FM = FV/FM. Параметр FV/FM
представляет собой безразмерную энергетиче-
скую характеристику фотосинтеза, аналогичную
коэффициенту полезного действия. Проведен-
ные исследования P. tricornutum показали, что
максимальный квантовый выход первичных фо-
тохимических реакций FV/FM (ϕPo) у контрольных
клеток находится на высоком уровне (0.612)
(табл. 1). Напротив, при действии различных
концентраций хромат-ионов уже через несколь-
ких часов инкубации наблюдали снижение этого
параметра. Изменения FV/FM происходили, глав-

Рис. 1. Изменение прироста численности клеток (N) и
значения флуоресценции (F0) микроводорослей P. tri-
cornutum через 72 ч инкубации в зависимости от концен-
трации K2Cr2O7 (в % от контроля).
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ным образом, за счет уменьшения амплитуды
максимальной флуоресценции FM. Следует отме-
тить, что при коротких (в течение нескольких ча-
сов) инкубации водорослей с хромат-ионами FO
и, соответственно, количество клеток мало изме-
нялись. При этом при коротких инкубациях

практически не изменялись спектры поглощения
суспензий водорослей (данные не показаны), что
свидетельствует об отсутствии влияния на пиг-
ментный аппарат. Поэтому изменения в фото-
синтетической активности по FV/FM позволяют
зарегистрировать эффект на ранних стадиях ток-
сического воздействия.

Для детальной оценки изменений фотосинте-
тической активности в клетках P. tricornutum изме-
рены индукционные кривые быстрой и замедлен-
ной флуоресценции, а также редокс-состояния
Р700. На рис. 3а представлены кинетические кри-
вые индукции флуоресценции (OJIP), нормиро-
ванные по уровню FO. У контрольных клеток кри-
вая флуоресценции соответствовала кривой, опи-
санной в литературе (Lazár, Schansker, 2009;
Strasser et al., 2010). В кинетике индукции флуо-
ресценции в ответ на свет высокой интенсивно-
сти обычно наблюдается несколько стадий, из-
вестных как O–J–I–P переходы (Strasser et al.,
2010). Начальный уровень О соответствует интен-
сивности флуоресценции хлорофилла при “от-
крытых” РЦ ФС II (FO), когда все QА окислены.
Фаза O–J обусловлена светоиндуцированным
восстановлением QА, тогда как следующие фазы
отражают, главным образом, дальнейшее накоп-
ление восстановленного QА, обусловленное сни-
жением его реокисления в результате восстанов-
ления акцепторов QB и пула хинонов.

Для проведения количественного анализа харак-
теристик первичных процессов фотосинтеза на ос-

Рис. 2. Спектры поглощения клеток микроводорос-
лей P. tricornutum при различных концентрациях
K2Cr2O7: 1 – контроль, 2–6 – клетки, инкубирован-
ные в течение 24 ч в присутствии K2Cr2O7 (2.5; 5; 10;
15; 25 мг/л соответственно). Спектры нормированы
на красный максимум хлорофилла а при длине волны
678 нм.
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Таблица 1. Параметры OJIP кинетики флуоресценции индукционных кривых микроводорослей P. tricornutum
при действии K2Cr2O7 в различных концентрациях через 24 ч инкубации, % от контроля

Параметр Контроль
Концентрация K2Cr2O7, мг/л

2.5 5 10 15 25

FV/FM 0.612 ± 0.093
100%

0.571 ± 0.021
93%

0.539 ± 0.049
88%

0.535 ± 0.027
87%

0.529 ± 0.110
86%

0.532 ± 0.062
87%

FV/FO 1.575 ± 0.617
100%

1.329 ± 0.120
84%

1.168 ± 0.282
74%

1.149 ± 0.170
73%

1.123 ± 0.368
71%

1.138 ± 0.110
72%

ϕEo 0.359 ± 0.013
100%

0.290 ± 0.040
81%

0.303 ± 0.039
84%

0.305 ± 0.019
85%

0.277 ± 0.040
77%

0.267 ± 0.033
74%

PIABS 0.739 ± 0.104
100%

0.397 ± 0.104
54%

0.408 ± 0.102
55%

0.401 ± 0.059
54%

0.329 ± 0.052
45%

0.299 ± 0.042
40%

ABS/RC 3.024 ± 0.272
100%

3.469 ± 0.235
115%

3.668 ± 0.261
121%

3.802 ± 0.171
126%

3.747 ± 0.851
124%

3.838 ± 4.682
127%

DI0/RC 1.174 ± 0.453
100%

1.489 ± 0.189
127%

1.691 ± 0.244
144%

1.769 ± 0.156
151%

1.765 ± 1.154
150%

1.795 ± 4.086
153%

qE 1.63 ± 0.013
100%

1.75 ± 0.044
107%

1.86 ± 0.021
114%

1.87 ± 0.019
114%

1.89 ± 0.039
116%

1.88 ± 0.024
115%

VK 0.100 ± 0.056
100%

0.128 ± 0.027
127%

0.117 ± 0.031
117%

0.121 ± 0.049
121%

0.128 ± 0.051
127%

0.137 ± 0.066
137%
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нове параметров кинетической кривой O–J–I–P
использовали “JIP-тест” (рис. 3), параметры ко-
торого описаны в разделе “Материалы и методы”.

Амплитуда фазы JIP, нормированная к амплиту-
де OJ или OP, может характеризовать вероятность
электронного транспорта с QА в пул пластохинонов
(ПХ) (Strasser et al., 2010), которая зависит, прежде
всего, от концентрации QB-невосстанавливаю-
щихся центров ФС II. Время достижения макси-
мального выхода флуоресценции P (FM) зависит
от скорости восстановления ПХ пула и также от-
ражает концентрацию QB-невосстанавливаю-
щихся центров (Strasser et al., 2010). При действии
хромат-ионов изменялась форма кривой O–J–I–P
и наблюдалось снижение вклада фотохимической
фазы J–I–P, что свидетельствует о нарушении
потока электронов (φEo) от ФС II в пул хинонов
(табл. 1) (Lazár, Schansker, 2009). Квантовый вы-
ход электронного транспорта в ФС II (φEo) у кле-
ток в присутствии хромат-ионов снижен. То есть
одно из первых мест воздействия соединений
шестивалентного хрома локализовано на акцеп-
торной части ФС II. Это находится в согласии с
работой (Prasad et al., 1991), где в опытах с добав-
лением экзогенного донора электронов ФС II и
2,6-дихлорфенолиндофенола показано повре-
ждение этого участка в присутствии ионов хрома.

Параметр PIABS является показателем функци-
ональной активности ФС II, отнесенный к погло-
щаемой энергии (ABS). Этот параметр имеет бо-
лее высокие показатели у контрольных клеток по
сравнению с клетками в присутствии хромат-
ионов. Низкие показатели параметра PIABS (ин-
декс производительности) у обработанных хро-
мат-ионами водорослей указывают на низкую
функциональную активность ФС II, в основном
из-за снижения доли активных РЦ и повышения
тушения возбужденных состояний в антенне.
Уменьшение эффективности передачи энергии
возбуждения со светособирающего комплекса на
РЦ должно сопровождаться увеличением рассеи-
вания неиспользуемой световой энергии. Дей-
ствительно, эффективность рассеивания энергии
(DI0/RC) у клеток в присутствии хромат-ионов
находится на высоком уровне. Это коррелирует с
увеличением у них ΔpH-зависимого нефотохими-
ческого тушения qE, которое рассчитывается по
спаду флуоресценции после достижения макси-
мума (qE = (FM – F6s)/FV). Увеличение нефотохи-
мического тушения отмечено и при регистрации
методом РАМ флуорометрии у зеленых пресно-
водных водорослей в работе (Khalida et al., 2012).

Параметр ABS/RC у клеток в присутствии хро-
мат-ионов увеличен относительно контроля, что
связано со снижением у них доли активных РЦ. В
работе с Lemna gibba также было продемонстри-
ровано увеличение размеров антенны на РЦ в
присутствии хромат-ионов, которое связали с на-
рушением биосинтеза белка D1 (Ali et al., 2006).

Для тяжелых металлов отмечалось влияние на
донорную часть ФС II (Kumar et al., 2014). На ряс-
ке показано, что соли хрома могут влиять на кис-

Рис. 3. Индукционные кривые быстрой флуоресцен-
ции (а), замедленной флуоресценции (б) и изменение в
отражении при длине волны 820 нм (в) у клеток микро-
водорослей P. tricornutum при различных концентрациях
K2Cr2O7: 1 – контроль, 2–6 – клетки, инкубированные
в течение 24 ч в присутствии K2Cr2O7 (2.5; 5; 10; 15;
25 мг/л соответственно). Быстрая флуоресценция нор-
мирована на F0. Интенсивность действующего красно-
го света 1300 мкЕ/(м2 с). Одновременные измерения
всех трех сигналов выполнены на приборе М-РЕА-2.
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лород-выделяющий комплекс (КВК) (Ali et al.,
2006). В наших экспериментах снижение пара-
метра FV/FO, отвечающего за изменения в эффек-
тивности расщепления воды в ФС II (при кон-
центрациях 15 и 25 мг/л), также указывает на воз-
можность воздействия соединений хрома на этом
участке КВК.

Ранее отмечалось, что в условиях стресса, вы-
званного различными причинами (Lazar, Schan-
sker, 2009; Strasser et al., 2010; Гольцев и соавт.,
2014), на кривых флуоресценции (примерно на
300 мкс) наблюдается появление дополнительно-
го пика К. Этот К-пик связывают с нарушениями
на донорной стороне ФС II, и он проявляется при
вычитании контрольных кривых из кривых с раз-
рушенным КВК при действии загрязнений. В
присутствии хромат-ионов на кривой флуорес-
ценции также обнаруживается К-пик, описывае-
мый параметром Vk (табл. 1), который указывает
на нарушения в процессе разложения воды. Ин-
гибирование КВК может также влиять на транс-
порт электронов ФС II.

Измерения таких величин как FV/FM (макси-
мальный квантовый выход ФС II) и PIABS (индекс
производительности) показателей функциональ-
ной активности ФС II показали, что хромат-ионы
вызвали инактивацию ФС II, и это согласуется с
данными об их токсическом действии на ФС II, по-
лученными ранее для других фотосинтетических
объектов (Hörcsik et al., 2007; Didur et al., 2013).

Миллисекундная ЗФ возникает в результате
вторичной реакции рекомбинации, а ее интен-
сивность зависит от величины электрохимиче-
ского градиента протонов на тилакоидной мем-
бране, энергия которого снижает энергию акти-
вации реакции обратной рекомбинации
(Маторин, Рубин, 2012; Oukarroum et al., 2013;
Гольцев и соавт., 2014). Поэтому определение па-
раметров ЗФ является одним из методов, кото-
рый позволяет следить за изменением градиента
протонов фотосинтетической мембраны клетки.
Максимум на кривой ЗФ в миллисекундном диа-
пазоне совпадает с фазой возрастания J на индук-
ционной кривой быстрой флуоресценции (рис.
3а). Образование этого пика обусловлено накоп-
лением излучательных редокс-состояний, отве-
чающих за обратную рекомбинацию зарядов и
испускание квантов ЗФ (т.е. высвечивающие со-
стояния), а также усилением ЗФ за счет образую-
щегося электрического потенциала на мембране
(∆ψ). Пик ЗФ в секундном диапазоне связывают
с фотоиндуцированным образованием трансмем-
бранного градиента протонов (∆pH), который
также снижает энергию активации излучатель-
ных переходов (испускание ЗФ) в РЦ ФС II. Эти
закономерности рассмотрены во многих работах
(Гольцев и соавт. 2014; Oukarroum et al., 2013).

У клеток в присутствии хромат-ионов значи-
тельно снижена интенсивность ЗФ на индукци-
онной кривой при 10–50 мс и 1 c (рис. 3б), что, ве-
роятно, связано со значительным уменьшением
нециклического транспорта и, соответственно,
уменьшением энергизации фотосинтетических
мембран.

Измерение модулированного отражения при
820 нм позволяет следить за реакциями Р700 (РЦ

ФС I). Максимум накопления  наблюдался
при t ≈ 30 мс (MRmin), который потом сменялся
восстановлением Р700 (рис. 3в). При этом сигналы
флуоресценции, отражающие восстановление
QА, и процессы восстановления Р700 выходят на
плато примерно синхронно. Параллельное на-
копление восстановленных форм Р700 и QА отра-
жает восстановление переносчиков на всем
участке ЭТЦ между фотосистемами в связи с от-
сутствием оттока электронов из акцепторной ча-
сти ФС I в условиях, когда ферредоксин-НАДФ-
редуктаза (ФНР) инактивирована инкубацией в
темноте. При длительном освещении (~1–10 с)
наблюдали вторую волну окисления Р700, которую
можно объяснить оттоком электронов от ФС I при
активации ФНР и ферментов цикла Кальвина.

Как видно из рис. 3в, водоросли при обработке
низкими концентрациями хромат-ионов сохра-
няют способность Р700 к окислению при включе-
нии света. Однако у них наблюдалось снижение
скорости восстановления Р700 от ФС II. Это согла-
суется с данными анализа индукционных кривых
быстрой флуоресценции. При больших концен-
трациях наблюдается существенное подавление
реакций окисления Р700 в ФС.

Для более детального изучения влияния хро-
мат-ионов на реакции ФС I исследовали кинети-
ку темнового восстановления  после освеще-
ния дальним красным светом (см. Материалы и
методы). Во время 20 мс освещения культуры во-
дорослей актиничным светом с длиной волны
700 нм происходило накопление сигнала 
Присутствие хромат-ионов в низкой концентра-
ции (до 5 мг/л) не влияло на накопление сигнала

 (табл. 2). Хромат-ионы уменьшали амплитуду
окисления  только при концентрациях выше
5 мг/л.

После выключения света происходило темно-
вое восстановление  (рис. 4). У необработан-
ной культуры восстановление  осуществляет-
ся за счет притока электронов от ФС II, а также за
счет дополнительных источников от циклическо-
го транспорта электронов и стромальных доноров
(Wodala et al., 2012). Кинетические кривые вос-
становления  у водорослей нами были разло-
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жены на две компоненты экспоненты: быструю
компоненту восстановления  со временами
около 0.5 мс, которая отражает донорство от пла-
стоцианина в нециклическом транспорте (Hope,
2000), и более медленную компоненту восстанов-
ления  с временной константой – 15 мс. Вто-
рая компонента может отражать восстановление

 как от нециклического, так от циклического
электронного транспорта (Hope, 2000; Solovchen-
ko et al., 2015).

В присутствии хромат-ионов происходило
снижение скорости восстановления  после
выключения света, что согласуется с ранее полу-
ченными данными по скорости восстановления

 на М-РЕА-2. Из рис. 4 и табл. 2 видно, что
происходило относительное снижение амплиту-
ды быстрой фазы восстановления сигнала 
что в свою очередь указывает на уменьшение по-
тока электронов от ФС II к  Примечательно,
что амплитуда медленной фазы с увеличением
концентрации бихромата калия повышалась, и
это, возможно, свидетельствует об увеличении
скорости циклического электронного транспор-
та, что характерно для ответа на действия многих
стресс-факторов (Solovchenko et al., 2015). Воз-
можно, вклад вносит и очень медленная фаза, ко-
торая представляет электронный поток к ФС I от
стромальных доноров. Ранее подобный эффект
был описан при действии меди на листья гороха
(Wodala et al., 2012).

Известно, что при действии повышенных ин-
тенсивностей света могут развиваться процессы
фотоингибирования фотосинтеза, и происходит
включение защитных процессов безызлучатель-
ной диссипации избыточной световой энергии.
Как было показано в работе (Chow, Aro, 2005),
фотоингибирование фотосинтеза связано, в ос-
новном, с распадом D1-белка, который кодирует-
ся геномом хлоропласта и является одним из ос-
новных компонент ФС II. Восстановление актив-
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ности ФС II сопровождается ресинтезом этого
белка в хлоропласте. Очевидно, что концентра-
ция активных центров ФС I в клетках зависит от
соотношения скоростей ее фотоокислительной
деструкции и репарации, которые могут быть
определены по снижению величины FV/FM на ин-
тенсивном свету и ее последующего восстановле-
ния в темноте, соответственно (Vavilin et al., 1995;
Pätsikkä et al., 1998). Фотоингибирование фото-
синтеза, связанное с развитием фотоокислитель-
ного стресса в клетках, подвергнутых интенсив-
ному освещению, может усиливаться при дей-
ствии неблагоприятных факторов различной
природы, в том числе при токсическом воздей-
ствии тяжелых металлов (Vavilin et al., 1995; Chow,
Aro, 2005).

На рис. 5 показаны изменения величины
FV/FM в культуре P. tricornutum при повышенной
освещенности и последующей темновой экспози-

Таблица 2. Изменения амплитуды  при освещении в течение 20 мс (5000 мкЕ/(м2 с)) и амплитуд быстрой и
медленной компонент темнового восстановления P700 у микроводорослей P. tricornutum при действии K2Cr2O7 в
различных концентрациях через 24 ч инкубации, % от контроля

Концентрация
K2Cr2O7, мг/л

Начальная амплитуда

 после освещения
Быстрая компонента Медленная компонента

Контроль 100 100 0
2.5 108 90 10
5 87 89 11
10 88 87 13
15 87 76 24
25 70 67 33

700P+

700P+

Рис. 4. Влияние K2Cr2O7 на кинетику темнового восста-
новления  после освещение 20 мс (5000 мкЕ/(м2 с)) у
микроводорослей P. tricornutum: 1 – контроль, 2–6 –
клетки, инкубированные в течение 24 ч в присутствии
K2Cr2O7 (2.5; 5; 10; 15; 25 мг/л соответственно).
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ции клеток. Как видно из рис. 5, в образцах, обра-
ботанных хромат-ионами в низких концентраци-
ях, значительно усиливалось фотоингибирование
и замедлялась скорость темнового восстановле-
ния величины FV/FM по сравнению с контролем.
Этот результат свидетельствует о возможном по-
давлении хромат-ионами процесса репарации
фотоповрежденных центров ФС II в клетках во-
дорослей. Уменьшение величины FV/FM в присут-
ствии хромат-ионов, вероятно, связано с их вли-
янием на биосинтез белка D1. В работе с ряской
Lemna gibba (Ali et al., 2006) было прямо продемон-
стрировано уменьшение белка D1 в присутствии
хромат-ионов. Последнее может играть суще-
ственную роль в снижении фотосинтетической
активности клеток при действии низких концен-
траций ионов этих металлов в условиях фото-
окислительного стресса. В этой же работе (Ali
et al., 2006) на ряске показано, что соли шестива-
лентного хрома генерируют появление активных
форм кислорода, разрушающих липиды тилакои-
дов, что и ведет к деструкции мембран и повре-
ждению структуры белково-протеинового ком-
плекса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные данные показали, что хромат-ио-

ны могут сильно ингибировать скорость роста
морских микроводорослей P. tricornutum. Обна-
руженная корреляция между измерениями чис-
ленности клеток микроводорослей по параметру
флуоресценции FO и прямым измерением коли-

чества клеток подтверждает перспективность ис-
пользования метода флуоресценции при биоте-
стировании вместо длительного и трудоемкого
процесса подсчета клеток под микроскопом.

Одновременная регистрация индукционных
кривых быстрой и замедленной флуоресценции, а
также редокс-состояния Р700 на приборе M-PEA-2
позволили выявить первичные стадии
воздействия хромат-ионов на реакции фотосин-
теза у морских водорослей. Анализ индукцион-
ных кривых показал, что одно из первых мест воз-
действия соединений шестивалентного хрома ло-
кализовано на акцепторной части ФС II между
QА и QВ. Уменьшение квантового выхода элек-
тронного транспорта в ФС II приводит к ингиби-
рованию значения индекса производительности
(PIABS).Этот параметр оказался более чувстви-
тельным по сравнению с FV/FM и может быть ре-
комендован для биотестирования.

Уменьшение количества активных РЦ и изме-
нение электронного транспорта естественно при-
водят к нарастанию нефотохимических потерь,
связанных с увеличением квантовой эффектив-
ности рассеивания энергии (DI0/RC) и ΔpH-зави-
симого нефотохимического тушения (qE).

При анализе редокс-состояния Р700 (ФС I) об-
наружено, что реакции окисления Р700 у морских
водорослей менее чувствительны к соединениям
шестивалентного хрома. При этом анализ кине-
тики темнового восстановления Р700 показал, что
ингибируется быстрая фаза донорства электро-
нов от пластоцианина и ФС II. При этом увели-
чивается медленная фаза, связанная с цикличе-
ским транспортом электронов и стромальных ак-
цепторов. Отмечено влияние на донорную часть
ФС II при высоких концентрациях хроматов, что
также указывает на возможность воздействия со-
единений шестивалентного хрома на этом участ-
ке КВК.

Показано усиление у P. tricornutum в присут-
ствии хромат-ионов фотоингибирования и за-
медление реакций восстановления в темноте по-
сле прекращения фотоокислительного стресса,
что подтверждает вероятное влияние хромат-
ионов на биосинтез D1-белка РЦ ФС II.

Таким образом, данные настоящей работы по-
казывают, что изменение индукционных кривых
быстрой и замедленной флуоресценции является
одним из первых быстро регистрируемых пара-
метров клеток микроводоросли после действия
соединений шестивалентного хрома. Эти пара-
метры могут быть весьма эффективно применены
для диагностики состояния исследуемых объек-
тов. Параметры могут быть полезны для исполь-
зования флуоресценции хлорофилла микроводо-
рослей в биотестировании качества воды в есте-
ственных и искусственных водоемах.

Рис. 5. Изменения величины FV/FM в клетках суспен-
зии P. tricornutum при экспонировании 25 мин на ин-
тенсивном свету (500 мкЕ/(м2 с)) и в последующий
темновой период: 1 – контрольный образец, 2 – клет-
ки инкубировали в присутствии K2Cr2O7 (5 мг/л).
Интенсивный свет включали через 20 мин после до-
бавления солей хрома. Стрелками вверх и вниз пока-
заны моменты включения и выключения света соот-
ветственно.
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Effect of Chromate Ions on Marine Microalgae Phaeodactylum tricornutum
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Abstract—Effect of chromate ions on the culture of a marine diatom Phaeodactylum tricornutum was studied
using an M-REA-2 fluorimeter, which carries out simultaneous measurement of f luorescence induction and
redox transfromations of the P700 pigment within a millisecond range. Chromate ions were shown to inhibit
electron transport in PSII and decreare the rate of QА reduction. This results in decreased values of the quan-
tum yield of electron transport in PSII (ϕEo) and performance index (PIABS), lower rates of P700 reduction,
and increased energy (DI0/RC) and ΔpH-dependent nonphotochemical quenching (qE). Emergence of the
slow component of P700 reduction was observed, indicating the activation of cyclic transport in the presence
of chromate. Performance index (PIABS), which was the most sensitive parameter, may be recommended for
detection of chromate ions at early stages of their toxic action. The f luorescence parameter FO is promising
application in biotesting to assess the algal growth rates.

Keywords: Phaeodactylum tricornutum, chrome ions, chlorophyll f luorescence, photosynthesis, biotesting,
JIP test, M-REA-2
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