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Фотосистема II – один из основных пигмент-белковых комплексов фотосинтеза, обладающий
высокой чувствительностью к неблагоприятным факторам внешней среды. Неоднородность
свойств фотосистемы II необходима для устойчивости автотрофных организмов к стрессовым
факторам. Оценка гетерогенности фотосистемы II может быть использована в экологическом
мониторинге для оперативного выявления загрязнения окружающей среды. Предлагается
комплексный подход к оценке гетерогенности фотосистемы II, основанный на математическом
анализе формы кривой индукции флуоресценции хлорофилла а образцов, обработанных 3-(3,4-
дихлорфенил)-1,1-диметилмочевиной с помощью математической модели и параметров JIP-теста.
Были проанализировали кривые индукции флуоресценции, полученные для обработанных
образцов культуры клеток Chlorella, Scenedesmus, Ankistrodesmus, Pleurochloris и Stichococcus при
выращивании на свету интенсивностью 8 и 16 Вт·м–2. Для всех случаев проведена оценка
соотношения реакционных центров с различным размером антенн (альфа- и бета-центров), а также
определена доля активных и неактивных кислород-выделяющих комплексов.
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Пигмент-белковые комплексы фотосистемы
II (ФСII) хорошо изучены в экспериментальных
и модельных исследованиях. Форма кривых ин-
дукции флуоресценции, отражающих динамику
переходов между состояниями ФСII, является
чувствительным индикатором состояния реакци-
онного центра ФСII. Изменение формы кривой
свидетельствует об изменениях в тех или иных
структурах реакционного центра ФСII и отражает
изменение внешних условий или действие стрес-
са. Реакционные центры ФСII гетерогенны по
своей природе. Гетерогенность может проявлять-
ся в строении и размере светособирающей антен-
ны. Еще одним вариантом гетерогенности ФСII
являются QB-невосстанавливающие центры, в
которых частично или полностью заблокирован

перенос электрона с первичного хинона на вто-
ричный. Донорная часть ФСII, связанная с кис-
лород-выделяющим комплексом (КВК), также
может проявлять гетерогенность вследствие раз-
личной активности КВК. Так, в работе [1] для
культуры водоросли Chlamydomonas было показа-
но, что 12–16% реакционных центров (РЦ) в мем-
бранах, обогащенных ФСII, не имеют марганце-
вых кластеров, входящих в состав кислород-вы-
деляющих комплексов. Было высказано
предположение, что это связано с тем, что часть
реакционных центров ФСII в препаратах нахо-
дятся в процессе сборки или деградации [1, 2].

Гетерогенность антенны ФСII была впервые
описана в работах [3, 4]. Анализируя кинетику
подъема кривой индукции флуоресценции адап-
тированных к темноте хлоропластов в присут-
ствии ингибитора ФСII диурона (N-(3,4-дихлор-
фенил)-N-диметилмочевины – DCMU), авторы
выдвинули предположение о существовании двух

Сокращения: ФСII – фотосистема II, КВК – кислород-вы-
деляющий комплекс, РЦ – реакционный центр, DCMU –
N-(3,4-дихлорфенил)-N-диметилмочевина (диурон). 
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популяций ФСII. Известно, что комплементар-
ная площадь над кривой индукции флуоресцен-
ции (площадь между кривой флуоресценции и го-
ризонтальной линией на максимальном уровне
флуоресценции Fm) в присутствии DCMU про-
порциональна количеству фотосистем, способ-
ных осуществлять восстановление первичного
хинона QA [5, 6]. Авторы работ [3, 4], рассматри-
вая в полулогарифмическом масштабе кинетику
индукции флуоресценции в присутствии DCMU,
обнаружили две фазы с различными характерны-
ми временами и соотнесли их с двумя популяци-
ями ФСII, а именно, ФСIIα и ФСIIβ. В дальней-
шем была обнаружена и третья, еще более мед-
ленная, фаза, которую соотнесли с популяций
ФСIIγ [7, 8].

Работы, в которых были получены трехмерные
структуры ассоциированных с ФСII светособира-
ющих комплексов, появились сравнительно не-
давно [9, 10]. Более ранние предположения о
строении реакционных центров ФСIIα, ФСIIβ и
ФСIIγ основывались на исследовании кинетики
индукции флуоресценции. Считалось, что реак-
ционные центры ФСIIγ имеют только «коровую»
антенну (~50 молекул хлорофилла a), реакцион-
ные центры ФСIIβ в дополнение к коровой ан-
тенне имеют также внутреннюю антенну (сум-
марно ~130 молекул хлорофилла a и b), а в реак-
ционных центрах ФСIIα имеется также
периферическая антенна (суммарно ~210–
250 молекул хлорофилла a и b) [11, 12]. Доминиру-
ющая форма (ФСIIα) локализована в гранах [13] и
характеризуется наибольшей светособирающей
антенной. Предполагается, что несколько реак-
ционных центров ФСIIα связаны общей антен-
ной и способны передавать энергию возбуждения
друг другу, что приводит к появлению сигмои-
дального участка на кривой индукции флуорес-
ценции в присутствии DCMU [14]. Однако в ра-
боте [15] экспериментально было показано, что
сигмоидальный участок может появиться и в
условиях отсутствия связности (когда реакцион-
ные центры содержат только коровую антенну), а
его появление может быть связано, как предпола-
гают авторы процитированной работы, с конфор-
мационными изменениями в реакционном цен-
тре. ФСIIβ располагаются в основном в стро-
мальной области и характеризуются примерно в
2 раза меньшим размером светособирающей ан-
тенны по сравнению с ФСIIα, а также невозмож-
ностью передачи возбуждения между реакцион-
ными центрами, что приводит к экспоненциаль-
ной кинетике кривой индукции флуоресценции в
присутствии DCMU. Процессы разделения заря-
дов и излучения флуоресценции в α- и β-центрах
предполагаются сходными [16].

Сообщалось, что стресс, вызываемый дей-
ствием окружающей среды, может влиять на гете-

рогенность ФСII, увеличивая долю реакционных
центров ФСIIβ [17–20]. Как было показано в ра-
боте [21], размер антенны может меняться и в
процессе адаптации к стрессу. Таким образом,
анализ неоднородности реакционных центров по
размеру светособирающей антенны может быть
использован для определения структурных и/или
функциональных изменений в условиях стресса,
которые могут оказать негативное влияние на
продуктивность ФСII и рост биомассы.

Для оценки размера антенны ФСII применя-
ются различные методы, основанные на реги-
страции индуцированных светом изменений
поглощения ее компонентов [22], регистрации
скорости фиксации CO2 [23], стационарной ско-
рости выделения кислорода [24], мгновенного
выхода кислорода [25] или мгновенного высво-
бождения протонов [26]. Однако применение та-
ких методов возможно лишь в условиях in vitro и
позволяет получить лишь достаточно грубые
усредненные оценки размера антенны.

Другой подход основан на анализе формы кри-
вой индукции флуоресценции хлорофилла а в
присутствии DCMU математическими методами
[27] и позволяет выявить существование несколь-
ких пулов реакционных центров ФСII с различ-
ным размером антенны, т.е. охарактеризовать ее
гетерогенность. Получение индукционных кри-
вых в присутствии DCMU не вызывает трудно-
стей и позволяет получать обширные наборы та-
ких кривых, например, на разных стадиях адапта-
ции растительных организмов к стрессу. Это дает
возможность оценить динамику изменения гете-
рогенности антенны ФСII в процессе развития
стресса.

Математические методы, используемые для
обработки кривых индукции флуоресценции,
удобны тем, что позволяют достаточно быстро
провести анализ большого количества экспери-
ментальных кривых. Одним из наиболее широко
используемых математических методов выявле-
ния различных типов реакционных центров
(ФСIIα, ФСIIβ и ФСIIγ) является выделение не-
скольких экспоненциальных фаз с различными
характерными временами на площади между
кривой индукции флуоресценции, отложенной в
полулогарифмическом масштабе, и горизонталь-
ной линией на максимальном уровне флуорес-
ценции Fm (комплементарной площади). Нали-
чие нескольких экспоненциальных фаз, как пра-
вило, соотносят с существованием нескольких
популяций реакционных центров с разным раз-
мером светособирающей антенны: ФСIIα, ФСIIβ
и ФСIIγ. Однако, как указывалось в работах [27,
28], точность метода разложения на экспоненты
очень сильно зависит от точности определения
максимума индукционной кривой значения Fm.
Ошибка на 2–3% в определении Fm, может приве-
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сти к ошибке на 100% в определении характерных
времен и амплитуд фаз на кривой. В связи с этим
было предложено [27] использовать для анализа
индукционных кривых математическую модель
ФСII. В этом случае нет необходимости исполь-
зовать комплементарные площади, а оценка гете-
рогенности производится непосредственно с по-
мощью модели, путем идентификации ее пара-
метров по экспериментальным данным. Для
анализа гетерогенности реакционных центров в
образцах Chlamydomonas, обработанных DCMU, в
работах [27, 29] была использована простая мо-
дель, рассматривающая два состояния ФСII –
«открытые» и «закрытые» реакционные центры.
Комбинация из нескольких таких моделей позво-
лила авторам оценить долю различных реакцион-
ных центров (ФСIIα, ФСIIβ и ФСIIγ). Однако не-
обходимо отметить, что фазы, обнаруживаемые
на индукционной кривой в присутствии DCMU,
могут отражать как наличие реакционных цен-
тров ФСII с антеннами различного размера, так и
процессы с различными характерными времена-
ми, происходящие в одном реакционном центре,
на что было указано в работах [3, 4]. Использова-
ние модели, включающей только два состояния
[27, 29], не может ответить на вопрос, с чем соот-
носится дополнительная экспоненциальная фаза
на кривой комплементарной площади – с другим
типом антенны или с каким-либо процессом, по-
скольку единственная реакция в такой модели ха-
рактеризует лишь световую стадию переноса
электрона. В работе [30] нами был предложен ме-
тод, основанный на иерархии времен процессов
ФСII, позволивший корректно упростить деталь-
ную модель ФСII и свести систему из 24 диффе-
ренциальных уравнений к системе из 2-х диффе-
ренциальных уравнений. Такой подход позволил
получить редуцированную модель, параметры
которой содержат все константы исходной де-
тальной модели, что позволило после аппрокси-
мации модели по экспериментальным кривым
дать интерпретацию процессов в терминах де-
тальной модели, рассматривая элементарные ста-
дии переноса электронов. Для того чтобы исполь-
зовать полученную редуцированную модель для
оценки гетерогенности реакционных центров
ФСII, была предложена комбинация из 4-х таких
моделей, отличающихся долями α- и β-центров
(ФСIIα, ФСIIβ) и долями активных и неактивных
кислород-выделяющих комплексов. С помощью
такого подхода было показано [30], что дополни-
тельная фаза на кривой индукции флуоресцен-
ции образцов клеток водорослей, обработанных
DCMU, при высокой интенсивности света
(2000 мкЭ м–2с–1 и выше) может соответствовать
реакции перехода КВК из состояния S1 в состоя-
ние S2. В данной работе демонстрируется приме-
нение разработанной модели [30] в комплексе с

параметрами JIP-теста для оценки и анализа гете-
рогенности реакционных центров пяти различ-
ных видов микроводорослей, каждая из которых
культивировалась при двух различных световых
условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование клеточных культур водорос-

лей. Культуры клеток пяти различных видов мик-
роводорослей: зеленых (Scenedesmus, Ankis-
trodesmus, Chlorella, Stichococcus) и желто-зеленых
(Pleurochloris) выращивали в течение 14 суток на
среде Тамия в колбах Эрленмейера объемом
250 мл при температуре 24°C. Каждую из культур
выращивали при постоянном освещении на двух
различных интенсивностях света: 8 Вт/м2

(35 мкЭ м–2с–1) и 16 Вт/м2 (70 мкЭ м–2с–1). Про-
бы отбирали в среднелогарифмической фазе ро-
ста культуры (около 10 мкг хлорофилла/мл).

Отбор проб, обработка DCMU. Образцы кле-
точной суспензии разливали в колбы Эрленмейе-
ра емкостью 100 мл. Для нормализации данных,
полученных в ходе различных экспериментов,
суспензию водорослей разводили средой культи-
вирования до оптической плотности при длине
волны 680 нм D = 0.1 при длине оптического пути
1 см. Все дальнейшие операции с образцами про-
водились в полной темноте. После каждого этапа
инкубации образец перемешивали, чтобы
предотвратить осаждение клеток. Образцы остав-
ляли в темноте на 10 мин. После этого добавляли
раствор DCMU до достижения конечной концен-
трации 5 мкМ. Образцы инкубировали с DCMU в
течение 5 мин перед измерением флуоресценции
хлорофилла а.

Измерение кривых индукции флуоресценции.
Индукционные кривые измеряли с помощью
флуориметра МЕГА-25, разработанного на ка-
федре биофизики биологического факультета
МГУ имени М.В. Ломоносова [31]. В качестве ис-
точника действующего света использовали свето-
диод с максимумом испускания на 455 нм, флуо-
ресценцию регистрировали в диапазоне 670–
750 нм с помощью кремниевого фотодиода. Из-
мерение индукционных кривых проводили при
5 различных интенсивностях действующего све-
та: I1 = 1840 мкЭ м–2с–1, I2 = 3440 мкЭ м–2с–1,
I3 = 4900 мкЭ м–2с–1, I4 = 6230 мкЭ м–2с–1,
I5 = 7500 мкЭ м–2с–1.

Подготовка экспериментальных данных для
анализа с помощью модели. Для первичного ана-
лиза кривых индукции флуоресценции использо-
вали программу pyPhotoSyn [32, 33]. Для каждой
кривой было оценено время, необходимое для до-
стижения максимальной интенсивности флуо-
ресценции, и для аппроксимации модели были
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взяты 200 точек с интервалом времени, в основ-
ном равномерным в логарифмическом масштабе.
Для каждого эксперимента точки были нормали-
зованы к минимальному значению (Fm), изме-
ренному при самой низкой интенсивности света.

Математическая модель для анализа кривых ин-
дукции флуоресценции. В работе [30] была разра-
ботана детальная модель переходов между 24 со-
стояниями ФСII, реализующимися при действии
на ФСII ингибитора электронного транспорта
диурона (DCMU). Диапазон характерных времен
переходов между состояниями в ФСII составляет
9 порядков – от пикосекунд до сотен миллисе-
кунд. Наличие такой иерархии времен позволил
провести редукцию модели, используя теорему
Тихонова [34]: все переменные системы были
разделены на так называемые «быстрые» пере-
менные – уравнения, которые содержат малый
параметр при производной, и «медленные» –
оставшиеся переменные, после чего уравнения
для «быстрых» переменных были заменены на ал-
гебраические. Исходная модель, состоящая из
24 обыкновенных дифференциальных линейных
уравнений, была, таким образом, редуцирована в
систему из 3-х обыкновенных дифференциаль-
ных линейных уравнений. Важно отметить, что
решения исходной и редуцированной моделей
различались только на интервале времени до со-
тен наносекунд, а далее совпадали на всем остав-

шемся интервале времени. При этом диапазон
экспериментальных измерений начинается от де-
сятков микросекунд, т.е. редуцированная модель
описывает экспериментальные кривые с той же
точностью, что и исходная детальная модель. Та-
ким образом, были выделены три ключевых со-
стояния (рис. 1), динамика переходов между ко-
торыми определяет форму кривой индукции флу-
оресценции, полученной при обработке ФСII
DCMU.

Система дифференциальных уравнений, опи-
сывающая переходы между ключевыми состоя-
ниями на рис. 1, имеет вид: 

(1)

Учитывая закон сохранения x + y + z = 1, можно найти аналитическое решение: 

(2)

= − = − =· , · · , · .x x y y
dydx dzk x k x k y k y

dt dt dt

( ) ( ) ( )= − = − + − + =
− −

exp · , ·exp · ·exp · · 1, ,  1 – – ,y x
x x y

y x y x

k kx k t z k t k t y x z
k k k k

где kx и ky – параметры, состоящие из сочетаний
констант элементарных стадий детальной модели
[30]. Параметр kx включает световую константу и
константы разделения и рекомбинации зарядов в
открытых центрах, по значению близок к свето-
вой константе. Параметр ky включает константу
переноса электрона от КВК на тирозин и кон-

станты восстановления и окисления P680, по зна-
чению близок к константе переноса электрона от
КВК на тирозин.

Выражение для интенсивности флуоресцен-
ции F(t) состоит из «быстрых» переменных, одна-
ко после редукции системы его можно записать
через «медленные» переменные с учетом анали-
тических выражений (2) как 

F(t) = A1∙(1 – exp(–kx∙t)) + A2∙(1 – exp(–ky∙t)), (3)

где 

 Kpred – константа

( )
( ) ( )
− +

= − +
− − −

pred predo
1

o o

· / 1
,

1 · 1
y xt

t y x t

k k K KFA
F k k F

( )( )
( ) ( )

− +
= −

− −
pred pred

2
o

1 / 1
,

· 1
x

y x t

k K K
A

k k F

равновесия в реакции переноса электрона от ти-
розина на P680, Fot – параметр, аналогичный Fo,
минимальное значение флуоресценции для кри-
вой, является сочетанием констант разделения
зарядов в открытых и закрытых центрах, а также

Рис. 1. Схема редуцированной системы, описываю-
щая переходы в реакционном центре ФСII под дей-
ствием DCMU. Si – состояния КВК, Y – состояния
тирозина Z, P – состояния P680, I – состояния фео-
фитина, A – состояния первичного хинона QА.
S1YPIA – начальное состояние ФСII сразу после тем-
новой адаптации, где КВК находится в состоянии S1,
а все остальные переносчики находятся в нейтраль-
ном состоянии; S1YP+IA− и S1Y+PIA− – два состоя-
ния, находящиеся в быстром равновесии, где КВК в
состоянии S1, QА восстановлен, а электрон находится
либо на тирозине Y, либо на P680; S2YPIA− – состоя-
ние, где QА восстановлен, а КВК находится в состоя-
нии S2.
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константы рекомбинации. Конкретный вид вы-
ражений представлен в работе [30]. Таким обра-
зом, решение модели представляет собой двух-
фазную кривую, описываемую двумя экспонен-
циальными функциями, нарастание или спад
которой будет определяться знаками амплитуд А1
и А2, зависящими от конкретного сочетания вхо-
дящих в них параметров.

Простой вид полученной модели позволяет
составлять различные комбинации для модели-
рования гетерогенности антенны и гетерогенно-

сти донорной стороны ФСII. Флуоресценцию с
учетом разных долей α- и β-центров можно запи-
сать как

Fαβ = α × Fα + β × Fβ,

где Fα и Fβ – флуоресценция альфа- и бета-цен-
тров соответственно.

Каждый из вариантов реакционного центра
ФСII может содержать как активный, так и неак-
тивный КВК, что может быть отражено как 

Fα = s×Fα
s+ + (1 – s)×Fα

s–, Fβ
 = s×Fβ

s+ + (1 – s)×Fβ
s–, (4)

где Fi
s+ – флуоресценция i-го центра с активным

КВК, Fi
s- – флуоресценция i-го центра с неактив-

ным КВК, s – доля активных КВК. Таким обра-
зом, мы имеем комбинацию из 4-х моделей, в це-
лом отражающую гетерогенность и антенны, и
КВК.

Идентификация параметров модели и вычисле-
ние стандартных ошибок. Аппроксимацию мате-
матической модели по экспериментальным дан-
ным и построение соответствующих графиков
проводили с помощью программы DBSolve [35].
Чтобы получить стандартные ошибки для оценок
параметров, мы уточнили результаты аппрокси-
мации с помощью пакета lmfit Python [36]. Гра-
фики моделей были созданы с использованием
пакета Matplotlib Python [37].

Параметры JIP-теста. В дополнение к анализу
индукционных кривых с помощью математиче-

ской модели, по индукционным кривым, зареги-
стрированным без обработки DCMU, были вы-
числены следующие параметры JIP-теста [38]:
Vj – количество QB-невосстанавливающих цен-
тров, PI – индекс производительности, Fv/Fm –
квантовый выход первичной фотохимии.

РЕЗУЛЬТАТЫ

С помощью комбинированной модели были
проанализированы кривые индукции флуорес-
ценции, полученные для пяти различных видов
водорослей (Chlorella, Scenedesmus, Ankistrodesmus,
Pleurochloris, Stichococcus), выращенных при двух
разных интенсивностях света: I1 = 8 Вт·м–2 и
I2 = 16 Вт·м–2. На рис. 2 приведены нормирован-
ные на Fo кривые, полученные при интенсивно-

Рис. 2. Кривые индукции флуоресценции, нормированные на Fo, без обработки DCMU (верхний ряд), с обработкой
DCMU (нижний ряд). Интенсивность действующего света I = 3440 мкЭ·м–2с–1. 
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сти действующего света I = 3440 мкЭ м–2с–1.
Кривые, полученные с добавлением DCMU, ана-
лизировали с помощью комбинированной моде-
ли (4), кривые, полученные без добавления DC-
MU, анализировали с помощью JIP-теста.

При анализе кривых с помощью модели мы
исходили из предположения, что различия между
альфа- и бета-центрами ограничиваются только
эффективностью светосбора, и, как следствие,
константами скоростей светозависимого образо-
вания возбужденных состояний пигмента реак-
ционного центра в реакции P → P* (соответ-
ственно kxα и kxβ), тогда как остальные константы
скоростей всех реакций переноса электрона оди-
наковы. C помощью программы DBSolve [35] бы-
ла проведена идентификация параметров этой
модели для описанных выше наборов данных,
каждый из которых включал несколько индукци-
онных кривых, зарегистрированных для одной и
той же пробы культуры микроводорослей при пя-
ти различных интенсивностях действующего све-
та (см. раздел «Материалы и методы»). Для ап-
проксимации были выбраны следующие пара-
метры редуцированной модели, представляющие
собой сочетания элементарных констант исход-
ной детальной модели [30]:

– kxa, kxβ – константы, характеризующие ско-
рости светозависимого образования возбужден-
ных состояний пигмента реакционного центра
для альфа- и бета-центров;

– ky – константа, характеризующая скорость
перехода КВК из состояния S1 в состояние S2;

– Kpred – константа равновесия в реакции пе-
реноса электрона от тирозина на P680;

– α – доля альфа-центров;
– s – доля активных КВК;
– Fot – отношение минимального уровня флу-

оресценции к максимальному в комбинирован-
ной модели.

Для каждого набора данных, полученного для
одной пробы, идентификацию параметров моде-
ли проводили по пяти экспериментальным кри-
вым, зарегистрированным при разной интенсив-
ности действующего света. Таким образом, была
обеспечена единственность наборов найденных
параметров. Результаты аппроксимации приведе-
ны на рис. 3. Значения параметров, полученные в
результате аппроксимации, представлены в
табл. 1.

Анализ формы кривых в пакете pyPhotoSyn с
помощью мультиэкспоненциальной аппрокси-
мации показал, что на всех кривых, полученных
после добавления DCMU, можно выделить три в
разной степени выраженные фазы (см. пример на
рис. 4). Нарастание интенсивности флуоресцен-
ции содержит две фазы экспоненциального

роста с разными характерными временами и раз-
ными амплитудами. Сигмоидальность начально-
го участка кривой, на котором интенсивность
флуоресценции нарастает медленнее, чем по экс-
поненте, может быть связана с дополнительной
экспоненциальной фазой с характерным време-
нем порядка десятков микросекунд и отрицатель-
ной амплитудой.

Предложенная математическая модель позво-
ляет не только выделить на кривой экспоненци-
альные фазы, но и дать интерпретацию каждой из
них. Более выраженная сигмоидальность началь-
ной фазы (фаза с амплитудой A1) кривой в рамках
нашей модели отражает наличие большого числа
активных КВК, сама фаза соответствует переносу
электрона от КВК. Амплитуда этой фазы зависит
как от доли активных КВК, так и от интенсивно-
сти действующего света при измерении индукци-
онных кривых: она практически незаметна при
низкой интенсивности света и растет с ее увели-
чением, а также с уменьшением доли неактивных
КВК. Характерное время этой фазы не зависит от
интенсивности действующего света.

Вторая и третья фазы отвечают за рост интен-
сивности флуоресценции и связаны с реакцион-
ными центрами с различным размером светосо-
бирающей антенны. Фаза с амплитудой A2 имеет
более короткое характерное время и соответству-
ет ФСIIα, фаза с амплитудой A3 соответствует
ФСIIβ. Характерные времена этих фаз соотносят-
ся с размерами антенны альфа- и бета-центров
соответственно. Изменение формы начального
участка характеризует изменение активности
КВК, тогда как изменение соотношения ампли-
туд двух других фаз характеризует изменение в со-
отношении альфа- и бета-центров. Идентифика-
ция параметров модели по экспериментальным
точкам позволила оценить эти изменения коли-
чественно (табл. 1). 

Нужно отметить, что в определенных услови-
ях, например, при очень высоких интенсивно-
стях действующего света, когда характерное вре-
мя фазы, связанной с переносом электронов от
КВК, становится больше характерного времени
фазы, связанной с разделением зарядов в альфа-
центрах, амплитуды всех трех фаз могут оказаться
положительными. В этом случае связанную с
КВК фазу можно ошибочно соотнести с еще од-
ним типом реакционных центров ФСII. Чтобы
избежать такой ошибки, необходимо проводить
эксперименты при нескольких интенсивностях
действующего света. Если фаза характеризует
один из типов реакционных центров (ФСIIα,
ФСIIβ и ФСIIγ), характерное время этой фазы бу-
дет меняться обратно пропорционально интен-
сивности действующего света. Если же фаза ха-
рактеризует перенос электронов от КВК, ее ха-
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Рис. 3. Решения модели (линии), соответствующие экспериментальным кривым (точки) индукции флуоресценции,
полученным при 5 интенсивностях действующего света. Расположение и цвет кривых (снизу вверх) соответствуют
интенсивностям I1 = 1840 мкЭ·м–2с–1 (черная), I2 = 3440 мкЭ·м–2с–1 (синяя), I3 = 4900 мкЭ·м–2с–1 (красная), I4 =
= 6230 мкЭ·м–2с–1 (зеленая), I5 = 7500 мкЭ·м–2с–1 (лиловая). Каждую из культур выращивали при постоянном
освещении: левый ряд графиков – 8 Вт/м2 (35 мкЭ м–2с–1), правый ряд графиков – 16 Вт/м2 (70 мкЭ м–2с–1).
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рактерное время при изменении интенсивности
действующего света не должно изменяться.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Использование математической модели и па-
раметров JIP-теста позволило получить ком-
плексную оценку гетерогенности реакционных
центров ФСII для пяти различных видов водорос-
лей (Ankistrodesmus, Chlorella, Pleurochloris, Scened-
esmus, Stichococcus), каждую из которых выращи-
вали в двух разных световых условиях. Несмотря
на то, что ФСII является довольно консерватив-
ным пигмент-белковым комплексом, гетероген-
ность ФСII проявляется и у всех видов водорос-
лей, выращенных в одинаковых световых услови-
ях, и у одного вида водоросли, выращенного в
разных световых условиях (табл. 1). Известно, что
оптимальные значения освещенности для разных
видов водорослей варьируют в широких пределах.
В зависимости от предпочтений условий роста
водоросли, как и высшие растения, можно разде-
лить на светолюбивые и теневыносливые. Свето-
любивые водоросли нуждаются в большом коли-

честве света для нормального роста и фотосинте-
за. Это, в основном, синезеленые и многие
зеленые водоросли, которые обильно растут в
летнее время в верхних слоях воды. Теневынос-
ливые водоросли, напротив, приспособлены к
условиям низкой освещенности и избегают ярко-
го света. Используемые для анализа в данной ра-
боте водоросли являются лабораторными культу-
рами, содержащимися в одинаковых световых
условиях. В естественных условиях эти виды во-
дорослей могут входить в состав планктона пру-
дов и озер. Предпочтение тех или иных световых
условий при схожести фотосинтетического аппа-
рата, возможно, определяется физиологией этих
организмов, сложившейся в процессе эволюции.
Индексы PI (индекс производительности) и
Fv/Fm (квантовый выход первичной фотохимии)
показывают, что для Ankistrodesmus более предпо-
чтителен высокий свет, для Chlorella – более низ-
кий свет, тогда как остальные (Pleurochloris,
Scenedesmus, Stichococcus) почти безразличны к
световым условиям их культивирования.

Таблица 1. Параметры модели, полученные при аппроксимации экспериментальных кривых, и параметры JIP-
теста

Ankistrodesmus Chlorella Pleurochloris Scenedesmus Stichococcus

I = 8 Вт/м2 
(35 мкЭ 
м–2с–1)

I = 16 
Вт/м2

(70 мкЭ 
м–2с–1)

I = 8 Вт/м2 
(35 мкЭ 
м–2с–1)

I = 16 
Вт/м2

(70 мкЭ 
м–2с–1)

I = 8 Вт/м2 
(35 мкЭ 
м–2с–1)

I = 16 
Вт/м2 

(70 мкЭ
м–2с–1)

I = 8 Вт/м2

(35 мкЭ
м–2с–1)

I = 16 Вт/м2 
(70 мкЭ 
м–2с–1)

I = 8 Вт/м2 
(35 мкЭ 
м–2с–1)

I = 16 
Вт/м2 

(70 мкЭ 
м–2с–1)

kxα, 

мс–1 2.90 ± 0.02 2.77 ± 0.3 2.52 ± 0.03 4.61 ± 0.05 2.02 ± 0.03 2.74 ± 0.02 2.14 ± 0.02 2.73 ± 0.02 2.16 ± 0.02 2.99 ± 0.03

kxβ, 

мс–1 0.70 ± 0.05 0.85 ± 0.06 0.68 ± 0.03 0.52 ± 0.05 0.36 ± 0.03

α 0.72 ± 0.01 0.74 ± 0.01 0.77 ± 0.01 0.65 ± 0.01 0.57 ± 0.01 0.70 ± 0.01 0.71 ± 0.01 0.73 ± 0.02 0.74 ± 0.01 0.66 ± 0.02

s 0.26 ± 0.01 0.93 ± 0.04 0.85 ± 0.03 0.25 ± 0.01 0.79 ± 0.02 0.78 ± 0.02 0.58 ± 0.02 0.40 ± 0.02 0.83 ± 0.03 0.76 ± 0.03

ky, 

мс–1 41.03 ± 1.29 35.25 ± 1.07 28.23 ± 0.66 33.58 ± 1.43 32.12 ± 0.93

Kpred** 1.52 1.46 1.83 1.88 1.17

Fot 0.35* 0.4* 0.36* 0.33* 0.39* 0.37* 0.34* 0.32* 0.3* 0.27*

Vj 0.63* 0.59* 0.65 ± 0.01 0.81* 0.55* 0.62 ± 0.02 0.57* 0.58* 0.58 ± 0.02 0.60*

PI 0.15* 0.48* 0.47 ± 0.03 0.05* 0.57 ± 0.01 0.38 ± 0.04 0.64 ± 0.02 0.52* 0.66 ± 0.11 0.65*

Fv/Fm 0.58* 0.71* 0.71* 0.59* 0.67* 0.69* 0.71* 0.73* 0.76* 0.78*

Примечание. Приведены средние значения и стандартная ошибка. * – Стандартная ошибка < 0.01; ** – параметр Kpred был
зафиксирован в ходе определения стандартных отклонений параметров, поскольку была обнаружена большая корреляция
между ним и параметром ky.
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Эффективное сечение поглощения светособи-
рающей антенны у альфа-центров, характеризуе-
мое параметром модели kx, у всех видов, кроме
Ankistrodesmus, на более высоком свету роста уве-
личивается (у Chlorella значительней, чем у дру-
гих), у Ankistrodesmus немного уменьшается. В це-
лом это коррелирует с предпочтительностью в
свете по параметрам PI и Fv/Fm. Изменение доли
альфа- и бета-центров, также как и параметр kx,
отражает изменения в светосборе ФСII. Анализ
изменения доли альфа- и бета-центров показыва-
ет, что у Chlorella и Stichococcus доля альфа-цен-
тров падает на 8–10% при росте на более высоком
свету, тогда как у Pleurochloris, наоборот, возрас-
тает, а у Ankistrodesmus и Scenedesmus практически
не меняется. Можно предположить, что отмечен-
ное ранее увеличение эффективного сечения све-
тособирающей антенны при действии неблаго-
приятных факторов среды [33] может быть связа-
но с уменьшением доли бета-центров при
снижении скорости роста культуры.

Изменения в акцепторной части характеризу-
ются параметром Vj, (доля QB-невосстанавлива-
ющих центров). Анализ показывает, что наиболь-
шее увеличение доли QB-невосстанавливающих
центров (на ~15% при росте на высоком свету) ха-
рактерно для Chlorella, менее значительное (на
~7%) для Pleurochloris, практически не меняется у
Scenedesmus и Stichococcus, и немного падает (на
~4%) у Ankistrodesmus. Видно, что изменение доли
QB-невосстанавливающих центров, как и эффек-
тивное сечение антенны, коррелирует с предпо-
чтительностью световых условий роста по PI и
Fv/Fm. 

Изменения в показателях, связанных со свето-
сбором, интуитивно ожидаемы. Несколько не-

ожиданными оказались изменения активности
кислород-выделяющего комплекса в зависимо-
сти от световых условий роста. Доля активных
КВК (параметр s в модели) при росте на более вы-
соком свету значительно меняется у Chlorella
(уменьшается на ~60%) и у Ankistrodesmus (увели-
чивается на ~ 65%), менее значительно – у Scened-
esmus и Stichococcus, и практически не меняется у
Pleurochloris. Как указывалось выше, изменение
активности КВК может быть связано со стадиями
сборки или деградации РЦ ФСII [1, 2] в процессе
роста культуры. Увеличение интенсивности света
ускоряет фотоповреждение РЦ. Синтез белков и,
соответственно, процессы репарации поврежден-
ных центров, как и рост культуры в целом, также
ускоряются при увеличении интенсивности света
до некоторого предела. В связи с этим, в зависи-
мости от того, являются ли организмы светолю-
бивыми или теневыносливыми, при одинаковом
изменении интенсивности света доля РЦ с неак-
тивным КВК может у одних видов увеличиваться,
а у других – уменьшаться. При изменении интен-
сивности света могут также включаться специ-
фичные механизмы ответа на стресс. Так, в рабо-
те [39] обсуждается физиологическая роль цито-
хрома b559, входящего в состав ФСII, в регуляции
сборки или деградации РЦ и, в частности, мар-
ганцевого кластера КВК при разных интенсивно-
стях света.

Суммируя в комплексе изменения всех пока-
зателей, можно предположить, что среди иссле-
дуемых водорослей наиболее чувствительными к
свету при выращивании оказались Ankistrodesmus
и Chlorella. Более высокий свет предпочтительней
для Ankistrodesmus и менее высокий для Chlorella,
при этом у Ankistrodesmus на менее благоприятном
свету ухудшаются показатели только донорной
части ФСII – активность кислород-выделяющего

Рис. 4. Разложение кривой индукции флуоресценции, полученной для Chlorella, выращенной при 8 Вт м–2с–1 (35
мкЭ·м–2с–1), на три экспоненциальные фазы (сумма трех функций вида: Ai (1 – exp(–t/ti)) в пакете pyPhotoSyn мето-
дом наименьших квадратов: начальная – отрицательная (A1 < 0), и две положительные, основная, A2, соответствую-
щая альфа-центрам, и дополнительная с меньшей амплитудой, A3, соответствующая бета-центрам. Визуализация раз-
ложения в виде ступенчатой кривой получена методом, описанным в [32].
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комплекса, тогда как у Chlorella ухудшаются пока-
затели и донорной, и акцепторной частей, а также
светособирающей антенны.

В заключение хотелось бы подчеркнуть, что
приведенные оценки не претендуют на оконча-
тельный вывод по работе фотосинтетического ап-
парата исследованных водорослей в различных
световых условиях роста. Скорее это пример ком-
плексного использования простой модели и JIP-
теста для возможности всестороннего анализа
эффективности работы ФСII и ее отдельных ча-
стей в различных условиях роста.
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 Assessment of Antenna Heterogeneity and Activity of the Oxygen-Evolving Complex 
of Photosystem II Using Mathematical Methods

 N.S. Degtereva*, T.Yu. Plyusnina*, S.S. Khrushchev*, R.N. Chervitsov*, E.N. Voronova*, 
O.V. Yakovleva*, T.K. Antal**, G.Yu. Riznichenko*, and A.B. Rubin*

*Department of Biology, M.V. Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1/12, Moscow, 119234 Russia

**Laboratory of Integrated Environmental Research, Pskov State University, Sovetskaya ul. 21, Pskov, 180000, Russia

Photosystem II is one of the main pigment-protein complexes of photosynthesis, which is highly sensitive to
unfavorable environmental factors.  Heterogeneity of properties in photosystem II is a key factor for the re-
sistance of autotrophic organisms to stress factors. Assessment of the photosystem II heterogeneity can be
used in environmental monitoring for rapid detection of environmental pollution. The paper presents an in-
tegrated approach for assessing the heterogeneity of photosystem II, based on a mathematical analysis of the
shape of the chlorophyll a f luorescence induction curve of samples treated with 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-
dimethylurea using a mathematical model and the parameters from the JIP-test. Fluorescence induction
curves obtained for treated samples from Chlorella, Scenedesmus, Ankistrodesmus, Pleurochloris, and Stichoc-
occus cell cultures grown under 8 and 16 W·m–2 of light intensities were analyzed. For all cases, the relation-
ship between reaction centers and different antenna sizes (alpha and beta centers) was assessed, and the part
of active and inactive oxygen-releasing complexes was determined.

Keywords: photosystem II, mathematical model, heterogeneity of the reaction center
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