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Вступ

Ме тод ін дук ції флуо рес цен ції хло ро фі лу (ФХ) є 
пер спек тив ним у мо ні то рин гу дов кіл ля, ос кіль
ки вив чен ня кі не ти ки флуо рес цен ції може на да ти 
свід чен ня про ха рак тер ак тив ності зо внішньо го се
ре до ви ща і вплив його на па ра мет ри фо то син те зу. 
Цю ін фор ма цію мож на ви ко риста ти для еко ло гіч
но го мо ні то рин гу та оцін ки стій кості фо то син те
зую чих ор га ніз мів (Lysenko et al., 2013).

Пер ші ек спе ри мен ти з вив чен ня ФХ пов'язані з 
іме нем Д. Бресте ра, який ще в 1833 р. спос те рі гав 
чер во не сві тін ня лис тя Laurus nobilis L. під впли вом 
синьо го світ ла. Тер мін "флуо рес цен ція" був за про
по но ва ний в 1852 р. Дж.Г. Сто ксом, чиї до слі джен
ня по кла ли по ча ток ін тен сив но му вив чен ню цьо го 
фе но ме ну (Rabinowitch, Govindjiee, 1969). Згід но 
до його тео рії, флуо рес цен ція яв ляє со бою ви про
мі ню ван ня по гли ну то го ре чо ви ною світ ла зі змі
щен ням у чер во ну об ласть спек тра (Strasser et al., 
2000). Різ ни ця між дов жи на ми хвиль аб сор бо ва но
го й по втор но ви про мі ню ва но го світ ла от ри ма ла 
на зву зсу ву Сто кса.

В іс то рії вив чен ня фе но ме ну флуо рес цен ції ви
ключ но важ ли ве зна чен ня мали спос те ре жен ня 
Н.Дж. Мюл ле ра (Muller, 1874), який по ка зав, що 
ве ли чи на ін тен сив ності флуо рес цен ції хло ро фі лу, 
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який вхо дить до скла ду ор га ніз му, знач но ниж ча 
ніж флуо рес цен ція роз чи ну хло ро фі лу від по від
ної кон цен тра ції. В по даль шо му ці спос те ре жен ня 
ста ли ос но вою в ро зу мін ні яви ща фо то хі міч но го 
га сін ня флуо рес цен ції, коли збу дже на мо ле ку ла, 
пе ре хо дя чи до ос нов но го, не збу дже но го, ста ну, 
від дає час ти ну сво єї енер гії для здій снен ня фо то
син те тич них про це сів (Lysenko et al., 2013).

Кі не ти ку ФХ упер ше було до слі дже но в ро бо ті 
Х. Ка утсько го та А. Хір ша (Kautsky, Hirsch, 1931). 
Ав то ри по ка за ли, що ос віт лен ня по пе редньо адап
то ва них до тем ря ви рос лин си нім дію чим світ лом 
при зво дить до різ ко го зростан ня чер во ної флуо
рес цен ції хло ро фі лу в пер ші се кун ди з мо мен ту 
його ввімк нен ня, пі сля чого ін тен сив ність флуо
рес цен ції пос ту по во зни жу єть ся до дея ко го ста
ціо нар но го рів ня. Опи са не яви ще от ри ма ло на зву 
ефек ту Ка утсько го. Спос те ре жен ня флуо рес цен ції 
про во ди лись ав то ра ми не оз броє ним оком, а ре
зуль та ти ви кла де ні на од ній сто рін ці тексту. Про
те ро бо та ви кли ка ла ве ли кий ін те рес, на сам пе ред 
тому, що ви яв ле на кі не ти ка якіс но спів па да ла з фо
то ін дук цій ни ми змі щен ня ми аси мі ля ції СО

2
, ра ні

ше ви яв ле ним О. Вар бур гом (Warburg, 1920).
У про це сі наступ них до слі джень ФХ зе ле них тка

нин ви сно вок, що чим біль ша доля енер гії фо то нів 
може бу ти на прав ле на на фо то хі міч ні пот ре би, тим 
ниж ча ін тен сив ність флуо рес цен ції, під твер див ся, 
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став ши од ним з ос нов них еле мен тів ба зо вої кон
цеп ції фо то син те зу – не цик ліч но го пе ре но су елек
тро нів у ти ла ко ї дах (Lysenko et al., 2013).

Ефек тив ність фо то син те зу є од ним з ос нов них 
па ра мет рів, за яким мож на ви зна чи ти, в яко му ста
ні зна хо дить ся рос ли на. Цей па ра метр в об'єкта 
до слі джень мож на вста но ви ти за до по мо гою ме то
ду ін дук ції ФХ, ос нов ні прин ци пи яко го на ве де ні 
ниж че (Korneev, 2002).

1. Іс ну ють три ос нов ні шля хи реа лі за ції енер гії 
кван тів світ ла, по гли ну тих мо ле ку ла ми хло ро
фі лу: фо то хі міч ні ре ак ції, те п ло ва ди си па ція та 
флуо рес цен ція.

2. Всі три про це си кон ку рент ні між со бою, так, 
змі на ефек тив ності од но го з них при зво дить до 
зво рот ної змі ни двох ін ших. Тому ін тен сив ність 
флуо рес цен ції чут ли ва до змін ін тен сив ності 
фо то хі міч них про це сів і те п ло вої ди си па ції.

Фо то син тез хло ро фі лу є по каз ни ком, дуже чут
ли вим до різ них ви дів стре су на його ран ніх ста ді
ях, коли зов ні на рос ли нах і на віть у їх ніх спек трах 
по гли нан ня й від би ван ня світ ла ще не ви яв ляють
ся змі ни (Polishchuk et al., 2009; Vodka et al., 2013; 
Polishchuk et al., 2016). Ви мі рюю чи ва ріа бель ну 
скла до ву ФХ, мож на от ри ма ти дос то вір ну ін фор
ма цію про від нос но ста тич ні, "пас порт ні" ха рак те
ристи ки фо то син те тич но го апа ра ту (ФСА) рос лин, 
зок ре ма оп ти маль на ін тен сив ність світ ла для ФСА 
рос лин, яка є ін ди ка то ром се редньо до бо вої ос віт
ле ності те ри то рії (Polishchuk, Voitsekhovich, 2014). 
До слі джен ня ФХ дає до дат ко ву мож ли вість оці ни
ти вміст хло ро фі лу в фі тое ле мен тах, спів від но шен
ня фо то сис те ми 2 (ФС2) та фо то сис те ми 1 (ФС1), а 
та кож роз мір світ ло зби раль ної ан те ни ФС2, який, 
в свою чер гу, ко ре лює зі спів від но шен ням хло ро
фі лів а та b. Крім того, до слі джен ня ФХ дає змо гу 
ви зна чи ти такі від нос но ди на міч ні па ра мет ри, як: 
кван то вий ви хід елек трон но го транс пор ту в ФСА, 
фо то хі міч не га сін ня флуо рес цен ції, яке ві доб ра
жає окис не ність пласто хі но но во го пулу за ра ху нок 
дос туп ності тер мі наль них ак цеп то рів елек тро нів 
(НАДФ+ і О

2
) і не фо то хі міч не га сін ня флуо рес цен

ції, яке пов'язане з дос туп ністю АДФ (Mokrosnop 
et al., 2015). Ці по каз ни ки до зво ля ють ана лі зу ва
ти змі ни в ме та бо ліз мі рос лин, зу мов ле ні змі на ми 
кіль кості, якості світ ла, а та кож змі на ми різ них 
еко ло гіч них фак то рів, ос кіль ки фо то син те тич ний 
апа рат ди на міч но мо ди фі ку єть ся для оп ти маль но
го за без пе чен ня ме та бо ліч них пот реб рос ли ни.

Ос нов ні ме то дич ні під хо ди до ви мі рю ван ня 
флуо рес цен ції хло ро фі лу в ла бо ра то рії

PAM-флуо рес цен ція
В ла бо ра тор них до слі джен нях на більш по пу ляр
ним ме то дом є PAMфлуо рес цен ція (англ. Pulse 
Amplitude Modulationfluorescence – ім пульс номо
дульо ва на флуо рес цен ція), або ана ліз га сін ня ФХ. 
В ос но ві ви мі рю ван ня ле жить син хрон на реєст ра
ція ви со ко швид кіс но го світ ло во го сиг на лу, ін ду ко
ва но го ім пульс ним дже ре лом світ ла (світ ло діо дом, 
ім пульс ним ла зе ром, або над швид ким ксе но но вим 
спа ла хом, три ва лість яко го ста но вить 1–3 мкс мак
си мум, фронт – 50 нс). Че рез ве ли ку скваж ність 
сиг на лу, його ін те граль ної по туж ності не дос татньо 
для по міт но го від нов лен ня пе ре нос ни ків елек тро
нів у фо то син те тич но му елек тронтранс порт но му 
лан цю зі та для під три ман ня фо то син те зу. Го лов
ною пе ре ва гою ме то ду є ве ли кий ди на міч ний діа
па зон ви мі рю вань світ ла й здат ність ви мі рю ва ти 
ко рис ний сиг нал на фоні шуму, що на 3–4 по ряд ки 
пе ре ви щує ко рис ний сиг нал за ам п лі ту дою, тоб то 
дос то вір но ви мі рю ва ти сиг нал флуо рес цен ції на 
фоні по туж но го світ ла, що під три мує фо то син тез.

До слі джен ня га сін ня флуо рес цен ції хло ро фі лу за 
до по мо гою мо ду люю чо го флуо ри мет ра "Xe-PAM". 
При лад при зна че ний для ви мі рю ван ня ос нов них 
па ра мет рів ме то ду – мо ду люю чий флуо ри метр 
"XEPAM" (Walz, Ні меч чи на). Різ ни ця в сиг на лі 
флуо рес цен ції, що ви ни кає в ре зуль та ті спа ла ху ви
мі рюю чо го світ ла, по си лю єть ся се лек тив ним під
си лю ва чем (син хрон ний під си лю вач, англ. lockin 
amplifier).

Флюо ро метр "XEPAM" має три дже ре ла світ ла, 
які за без пе чу ють три типи ос віт лен ня об'єкта:

ML (measuring light) – ви мі рюю че світ ло. Слаб ке 
ім пульс не світ ло, що не ви кли кає фо то хі міч них ре
ак цій (ін те граль на щіль ність по то ку фо то нів за час 
ім пуль су – 0,2–1 мкмоль фо то нів м2с1, три ва лість 
ім пуль сів – 1–3 мкс, час то та – від 1,6 до 600 кГц за
леж но від ре жи му за пи су й типу пристрою);

AL (actinic light) – дію че (ак ти ніч не) світ ло, яке 
під три мує фо то син тез;

SP (saturation pulses) – ко рот кі спа ла хи на си
чую чо го світ ла, ін тен сив ність яко го дос тат ня для 
швид ко го від нов лен ня пулу Q

A
 (> 2000 мкмоль фо

то нів м2с1, три ва лість спа ла ху 0,8–2,0 с).
При за пи су ін дук цій них кри вих дот ри му ють ся 

наступ но го по ряд ку вми кан няви ми кан ня пе ре
лі че них вище дже рел світ ла. Вми ка ють дже ре ло 
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ви мі рюю чо го світ ла (ML), в ре зуль та ті чого флуо
рес цен ція до ся гає зна чен ня F

о
 (рис. 1). Ін тен сив

ність ML настіль ки низька, що ре ак цій ні цен три 
ФС2 (РЦ ФС2) за ли ша ють ся "від кри ти ми". По
тім засто со ву ють ко рот кий спа лах світ ла ви со кої 
ін тен сив ності, при яко му від нов лю єть ся Q

A
 всіх 

ком плек сів ФС2. Флуо рес цен ція до ся гає мак си
маль но го зна чен ня F

m
 (РЦ ФС2 – "за чи не ні"). За 

різ ни цею між рів ня ми флуо рес цен ції F
о
 та F

m
 оці

ню ють по тен цій ну ефек тив ність фо то хі мії ФС2 в 
адап то ва но му до тем ря ви ста ні.

Пі сля того, як ФХ ре лак сує до рів ня F
о
 (за ра

ху нок від то ку елек тро нів від Q
A

– до пулу пласто хі
но нів), вми ка ють дію че світ ло (AL), яке ви кли кає 
змі ни ви хо ду флуо рес цен ції. Ін тен сив ність флуо
рес цен ції на пев ний мо мент часу в ході ін дук ції 
фо то син те зу по зна ча ють ве ли чи ною F. Зни жен ня 
рів ня сиг на лу (га сін ня флуо рес цен ції) ви кли ка
не окис нен ням Q

A
– в ре зуль та ті ак ти ва ції ре ак цій 

тем но вої фази фо то син те зу (фо то хі міч не га сін ня 
флуо рес цен ції) та збіль шен ням те п ло вої ди си па ції 
в світ ло зби раль ній ан те ні ФС2 (не фо то хі міч не га
сін ня флуо рес цен ції).

Для оцін ки вкла ду фо то хі міч них і не фо то хі міч
них про це сів не об хід но ви клю чи ти вплив од но го з 
них. Як пра ви ло, це здій сню єть ся по від но шен ню 
до фо то хі міч но го ком по нен ту шля хом швид ко го 
від нов лен ня пер вин них ак цеп то рів ФС2, Q

A
 – за 

ра ху нок засто су ван ня ко рот ких спа ла хів світ ла 
ви со кої ін тен сив ності. В ре зуль та ті спа ла ху на си
чую чо го світ ла (SP) та кож від бу ва єть ся від нов лен
ня всіх Q

A
 у зраз ку, що че рез не фо то хі міч не га сін

ня флуо рес цен ції су про во джу єть ся збіль шен ням 
ін тен сив ності флуо рес цен ції до рів ня F'

m
, по міт но 

ниж чо го за F
m
. На яв ність фо то хі міч но го га сін ня 

обу мов лює різ ни цю між F'
m
 та F (рис. 1). 

Пі сля спа ла ху SP дію че світ ло (AL) ви ми ка ють. 
При цьо му пул пе ре нос ни ків елек тро нів окис ню
єть ся. Рі вень флуо рес цен ції до ся гає зна чен ня F'

о
. 

Знаю чи ве ли чи ни F'
о
 і F'

m
, мож на ви зна чи ти ре аль

ний кван то вий ви хід фо то хі мії ФС2 в адап то ва но
му до світ ла ста ні (Polishchuk, Voitsekhovich, 2014).

У ре зуль та ті от ри му ють кри ві, за галь ний ви гляд 
яких представ ле но на рис. 1. Чи сло ві зна чен ня па
ра мет рів флуо рес цен ції от ри му ють за до по мо гою 
про грам но го за без пе чен ня "Graph", роз роб ле но го 
у від ді лі мем бра но ло гії і фі то хі мії Інсти ту ту бо та
ні ки ім. М.Г. Хо лод но го НАН Ук ра ї ни, і роз ра хо ву
ють  за наступ ни ми фор му ла ми (Maxwell, Johnson, 
2000; Rohacek, 2002):

Мак си маль ний по тен цій ний кван то вий ви хід 
ва ріа бель ної ФХ (F

v
/F

m
):

  
( )

m

0m

m

v

F
FF

F
F −

= , (1)

де F
m
 – максимальна флуоресценція; F

0
 – 

мінімальний (темновий) рівень флуоресценції.
Фотохімічне гасіння ФХ (qP):

  qP
( )
( )0m

tm

FF
FFqP
′−′

−′
= ,  (2)

де F
m
 – максимальна флуоресценція у адаптованому 

до світла стані; F
0
 – мінімальна така; F

t
 – поточний 

рівень флуоресценції.

Рис. 1. Визначення параметрів фотохімічного й 
нефотохімічного гасіння флуоресценції хлорофілу: F

0
 – 

мінімальний рівень флуоресценції в темноадаптованому 
стані; F

m 
– максимальний рівень флуоресценції; F

s 
– 

стаціонарний рівень флуоресценції в світлоадаптованому 
стані; F'

m
 – максимальний рівень флуоресценції в 

світлоадаптованому стані; F'
0 

– мінімальний рівень 
флуоресценції у світлоадаптованому стані

Fig. 1. An example curve for determination of photochemical 
and nonphotochemical quenching of chlorophyll fluore
scence: F

0
 – minimal fluorescence in darkadapted state; F

m
 – 

maximal fluorescence; F
s 
 – steadystate fluorescence in light

adapted state; F'
m
 – maximal fluorescence in lightadapted 

state; F'
0
  – minimal fluorescence in lightadapted state

F'
m

F'
0
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Ефективний квантовий вихід ФС2 (Φ
PSII

):

  ( )
m

tm
PSII F

FFÔ
′
−′

= , (3)

Нефотохімічне гасіння ФХ (NPQ):

  ( )
m

mm

F
FFNPQ
′

′−
=  (4)

Швид ка кі не ти ка ін дук ції флуо рес цен ції,  
OJIP-ме тод флуо рес цен ції

OJIPме тод от ри мав на зву за фа за ми зростан
ня сиг на лу флуо рес цен ції при ін дук ції по туж ним 
дже ре лом світ ла 100–2000 мкмоль/(м2·с). Для її 
ви мі рю ван ня вми ка єть ся дію че світ ло з від нос но 
кру тим фрон том (не біль ше 10 мкс) і по чи на єть ся 
реєст ра ція да них з ви со кою швид кістю (не мен ше 
100 кГц), або з ви со кою ча со вою роз діль ною здат
ністю в пев ні мо мен ти часу з по чат ку ос віт лен ня 
(0,05; 0,1; 0,3; 2; 30 мс) до до ся ген ня ча со вої від міт
ки 1–2 с (Strasser et al., 2000). 

Цей ме тод теж є до сить ін фор ма тив ним, не за
ле жить від ок ре мо го дже ре ла ос віт лен ня, але не до
зво ляє ви мі рю ва ти па ра мет ри фо то син те зу на світ
лі. Ва ріюю чи ін тен сив ність дію чо го світ ла, мож на 
от ри ма ти до дат ко ву ін фор ма цію, ана ло гіч ну та кій, 
що от ри му ють за до по мо гою PAMфлуо рес цен ції. 
Пе ре ва ги цьо го ме то ду по ля га ють у мож ли вості 
ро би ти ви снов ки про стан до нор но го та ак цеп
тор но го бо ків ФС2, які є ос нов ни ми мі ше ня ми дії 
іо нів важ ких ме та лів на фо то син те тич ний апа рат. 
Та кож по ка за но змі ни ре докспо тен ціа лу пер вин
но го хі но но во го ак цеп то ра ФС2 при те п ло во му та 
ін ших ви дах стре су, що веде до при гні чен ня транс
пор ту ван ня елек тро нів на ак цеп тор но му боці ФС2 
(Krieger et al., 1995). У ці ло му OJIPме тод ха рак
те ри зу єть ся біль шою зруч ністю як екс пресме тод, 
але й біль шою ва ріа бель ністю та мен шою дос то вір
ністю ре зуль та тів по рів ня но з PAMфлуо рес цен ці
єю. 

Ре лак са ція флуо рес цен ції хло ро фі лу а

Прак тич но вся ФХ у хло ро пластах по хо дить з 
ФС2. У той же час, на віть у тем но адап то ва них хло
ро пластах час ти на мо ле кул хло ро фі лу здат на до 
флуо рес цен ції. Ці мо ле ку ли віль ні або пе ре бу ва ють 
у скла ді по шко дже них світ ло зби раль них хло ро філ
біл ко вих ком плек сів. У зв'язку із цим як ін ди ка тор 

спів від но шен ня Q
A

–/Q
A
 ви ко ристо ву ють рі вень ва

ріа бель ної флуо рес цен ції хло ро фі лу в пре па ра тах 
хло ро пластів (Mokrosnop et al., 2015).

В ек спе ри мен таль них до слі джен нях для ко рект
но го по рів нян ня різ них ва рі ан тів та засто су ван ня 
ста тистич них ме то дів об роб ки ре зуль та тів ва ріа
бель ну ФХ нор му ють на мак си маль ний її рі вень, 
який реєст ру єть ся за дії по туж но го на си чую чо го 
світ ла до 5000 мкмоль кван тів/(м2·с) про тя гом 500–
1000 мс на тем но адап то ва ні хло ро пласти. В да ній 
ро бо ті нор мо ва ний рі вень ва ріа бель ної ФХ ви ра
же но фор му лою:

           

mm

v

F
FtF

F
tF 0)()( −
= , (5)

де F(t) – рі вень флуо рес цен ції на мо мент часу t, 
F

0
 – мі ні маль ний рі вень флуо рес цен ції, F

m
 – мак

си маль ний її рі вень. Нор мо ва ний мак си маль ний 
рі вень ва ріа бель ної флуо рес цен ції є за галь но при
йня тим по каз ни ком ефек тив ності, або кван то во го 
ви хо ду, роз ді лен ня за ря дів у ФС2:

  

m

m

m

v

F
FF

F
F 0−

= . (6)

Пі сля від нов лен ня прак тич но всіх Q
A
 до Q

A
– од

но крат ним збу джен ням ре ак цій но го цен тру ФС2 
ко рот ким (< 50 мкс) ін тен сив ним спа ла хом світ ла, 
наступ не окис нен ня Q

A
– су про во джу єть ся швид

ким спа дом ва ріа бель ної флуо рес цен ції за ра ху нок 
пе ре не сен ня елек тро нів від Q

A
– до Q

B
. У ви пад ку, 

коли три ва лість спа ла ху пе ре ви щує 50 мкс, від бу
ва єть ся ба га то крат не збу джен ня ФС2. Від нов ле ні 
мо ле ку ли Q

B
 пе ре да ють елек тро ни в пул PQ. Тому 

сту пінь від нов ле ності Q
B
 за ле жить від ре доксста

ну цьо го пулу. Окис нен ня ос танньо го за ле жить, у 
свою чер гу, від лі ній но го транс пор ту ван ня елек
тро нів че рез ФС 1. Та ким чи ном, кі не ти ка ре о кис
нен ня Q

A
–, ви мі ря на за тем но вим спа дом ва ріа

бель ної флуо рес цен ції хло ро фі лу, кон тро лю єть ся 
ре доксста ном Q

B
 і пулу PQ (Bukhov et al., 2001).

Інак ше спос те рі га єть ся пі сля три ва ло го спа ла ху 
світ ла, за яко го еле мен тар на по дія роз ді лу за ря дів 
від бу ва єть ся сот ні ра зів – мно жин нообо рот но го 
спа ла ху, три ва лістю біль ше за 500 мс, коли пул PQ 
всти гає від но ви ти ся, ре о кис нен ня Q

A
– кон тро лю

єть ся змі на ми ре доксста ну Q
B
 і PQ (Bukhov et al., 

1992).
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Елек тро ни від Q
A

– пе ре но сять ся дво ма ос нов ни
ми шля ха ми: 1) у пря мо му на прям ку, про дов жую чи 
рух до кін це во го ак цеп то ра (ме тил віо ло ген чи ки
сень); 2) у зво рот но му на прям ку, за без пе чую чи ре
ком бі на цію Q

A
– і S

2
ста ну во до окис нюю чо го ком

плек су (Bukhov et al., 2001).
За леж но від "про від ності" елек трон нотранс

порт но го лан цю га (мак си маль ної швид кості лі
мі тую чої ре ак ції) та дос туп ності ак цеп то ра (Фд/
НАДФ, О

2
), част ка елек тро нів, які ру ха ють ся за 

пер шим або дру гим на прям ком, знач но ва рі ює.
Пі сля дії мно жин нообо рот но го спа ла ху спос те

рі га єть ся, як пра ви ло, три фази ре о кис нен ня Q
A

–, 
кож на з яких ха рак те ри зу єть ся сво їм від мін ним ча
сом на пів спа ду. Від нос на ам п лі ту да кож ної з фаз 

за ле жить не від по чат ко во го ста ну ФС2 (на мо мент 
ви мкнен ня світ ла), як за умов дії ко рот ко го спа ла
ху, а від: 1) здат ності ФС 1 та, ймо вір но, ФС2 пе
ре да ва ти елек тро ни на ак цеп тор і 2) ре доксста ну 
наступ них за Q

B
 пе ре нос ни ків за ря дів.

Швид ка фаза, яка три ває де кіль ка мі лі се кунд  
пі сля ви мкнен ня світ ла, при ско рю єть ся ос віт лен
ням у да ле ко му чер во но му діа па зо ні хвиль, яке 
по гли на єть ся пе ре важ но у ФС 1, а та кож ви со ко
ефек тив ним ак цеп то ром елек тро нів з ФС 1 та ФС2 
ме тил віо ло ге ном (Bukhov et al., 1992, 2001).

Нами бу ло про ве де но кі не тич ний ана ліз тем но
во го спа ду флуо рес цен ції в сус пен зії хло ро пластів 
пі сля спа ла ху світ ла (1000 мкмоль кван тів/(м2·с), 
600 мс, діа па зон 400–700 нм) (Polishchuk et al., 
2009). На гра фі ках тем но во го спа ду в на пів ло га
риф міч них ко ор ди на тах ви яв ля лось три ком по
нен ти, яким власти ва кі не ти ка пер шо го по ряд ку 
(рис. 2). Най біль шою за ам п лі ту дою в кон тро
лі була швид ка ком по нен та спа ду флуо рес цен ції  
(t

1/2 
= 193 мс), яка станови ла біль ше 50% мак си

маль но го кван то во го ви хо ду ва ріа бель ної флуо
рес цен ції (рис. 2, кри ва 1). Се ред ня ком по нен та  
(t

1/2 
= 1222 мс, рис. 3, кри ва 2) станови ла приблизно 

40% і по віль на (t
1/2 

= 5,5 с, рис. 3, кри ва 3) – близько 
10% (Polishchuk et al., 2009). 

Швид ка фаза ре лак са ції флуо рес цен ції най біль
шою мі рою пов'язана із лі ній ним пе ре не сен ням 
елек тро нів від ФС2, а її змен шен ня й спо віль нен ня 
є се лек тив ним ін ди ка то ром ут руд не но го транс пор
ту ван ня елек тро нів на ак цеп тор ній сто ро ні ФС2. 
Про між на ком по нен та теж ві доб ра жає транс пор
ту ван ня елек тро нів на ак цеп тор ній сто ро ні ФС2 і 
при ско рю єть ся при до да ван ні ак цеп то ра. По віль
на фаза ві доб ра жає по віль ну ре ком бі на цію за ря дів 
у ФС2, швид кість якої може змі ню ва тись за леж
но від кон фор ма цій но го ста ну ФС2 (Bukhov et al., 
1992). Іс ну ван ня трьох ком по нент спа ду флуо рес
цен ції ві доб ра жає ге те ро ген ність ФС2, пов'язану, 
зок ре ма, із цик лом по шко джен няре па ра ції ФС2. 
У кож ний мо мент часу пев на част ка ре ак цій них 
цен трів ФС2 зна хо дить ся у пов ністю функ ціо наль
но му ста ні, дея ка час ти на їх част ко во по шко дже на 
й транс пор ту ван ня елек тро нів у них при гні че не, а 
реш та ре ак цій них цен трів ФС2 настіль ки по шко
дже на, що вони не здат ні до пе ре не сен ня елек тро
нів із пер вин но го хі но но во го ак цеп то ра Q

A
 на вто

рин ний ак цеп тор Q
B
 на ак цеп тор ній сто ро ні ФС2 і 

здат ні лише за без пе чу ва ти зво рот ню ре ком бі на цію 
за ря дів, що роз ді ли ли ся за дії світ ла.

Рис. 2. Кінетичний аналіз темнового спаду ln (      ) 

у суспензії хлоропластів у контролі: 1 – швидка, 2 – 
середня, 3 – повільна компоненти. Поряд із кривими 
наведено їхні кінетичні параметри. В правому верхньому 
кутку зображено швидку та середню компоненти у 
меншій часовій шкалі для більш адекватного їхнього 
порівняння. Вихідну криву отримано поточковим 
усередненням із 10 окремих препаратів

Fig. 2. Kinetic analysis of dark relaxation of ln (       )  in 

chloroplast suspension in control: 1 – fast, 2 – medium 
and 3 – slow components. Along with curves, their kinetic 
parameters are shown. In the upper right corner, a rapid and 
secondary components in a smaller time scale are shown for 
more adequate comparisons. Initial curve was obtained by 
pointwise averaging of 10 individual
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Іс нує та кож ба га то ме то дик, за сно ва них на ви
ще за зна че них прин ци пах. Всі ці ме то ди пот ре бу
ють ви со кої світ ло чут ли вості й швид кості від гу ку 
оп то елек трон ної час ти ни в по єд нан ні з ши ро ким 
ди на міч ним діа па зо ном. Тому в якості світ ло чут
ли во го сен со ра ви ко ристо ву ють ся фо то діо ди з ве
ли кою пло щею та оп тич на сис те ма з мак си маль но 
мож ли вим про пус кан ням світ ла в єди но му ши ро
ко му спек траль но му діа па зо ні 680–760 нм. Мак
си маль ної по туж ності флуо рес цен ції до ся га ють за 
до по мо гою по туж но го збу джую чо го світ ла, в ок ре
мих ви пад ках його вплив на рос ли ну мі ні маль ний 
за ра ху нок ко рот ко го три ва ло го ім пуль са. Оп тич ні 
шля хи мі ні мі зу ють ся або вво дить ся во ло кон на оп
ти ка. В ок ре мих ви пад ках флуо ро метр по бу до ва
ний на фо то елек трон но му по мно жу ва чі ("Phyto
PAM", Walz), а схе ма ос віт лен ня – та ким чи ном, 
що на мо мент ви мі рю ван ня флуо рес цен ції дію че 
світ ло пов ністю ви ми ка єть ся на час від 1 до 10 мкс, 
при цьо му слаб ке ви мі рюю че світ ло вми ка єть ся.

Ла бо ра тор не до слі джен ня впли ву йо нів важ ких 
ме та лів на ре лак са цію флуо рес цен ції хло ро фі лу 
а за до по мо гою флуо ро мет ра "Xe-PAM"
Для до слі джен ня впли ву іо нів важ ких ме та лів ви
ко ристо ву ва ли солі CuSO

4
, ZnCl

2
, CdCl

2
, Pb(NO

3
)

2
 

та HgCl
2
. У ре зуль та ті до да ван ня іо нів Сu та Zn у 

кон цен тра ції 100 мМ до ре ак цій но го се ре до ви
ща сут тє во змі ню ють ся ха рак те ристи ки всіх трьох 
ком по нент спа ду флуо рес цен ції: швид кої, се
редньої та по віль ної.

Хоча з лі те ра ту ри ві до мо лише про ін гі бі тор ну 
дію іо нів важ ких ме та лів на транс пор ту ван ня елек
тро нів на рів ні ФС2, у на шій ро бо ті було ви яв ле но 
два прин ци по во різ них типи їхньо го впли ву. Більш 
елек тронне га тив ні Zn2+ (E0 = –0,76 B), Cd2+ (E0 

= –0,403 B) та Pb2+ (E0= –0,13 В) ін гі бу ють транс
пор ту ван ня елек тро нів, а більш елек тронпо зи тив
ні Cu2+ (E0 = +0,153 В) та Hg2+ (E0 = +0,46 В) про яв
ля ють сти му люю чу дію (Polishchuk et al., 2009). Ми 
дот ри мує мо ся при пу щен ня, що ос тан ні мо жуть 
ак цеп ту ва ти елек тро ни за умов при гні чен ня транс
пор ту ван ня елек тро нів між Q

A
– та Q

B
. Крім того, 

вста нов ле но, що дво ва лент ні іони Zn, Cd, Pb, Cu 
та Hg впли ва ють на транс пор ту ван ня елек тро нів 
саме на ак цеп тор ній сто ро ні ФС2, що під твер джує 
наше при пу щен ня, за сно ва не на екс т ра по ля ції з 
ме ха ніз мів дії важ ких ме та лів у ре ак цій них цен трах 
бак те рій. Ра зом з тим, пов но го бло ку ван ня пер шої 
та дру гої ком по нент спа ду флуо рес цен ції не від бу
ва єть ся, що, мож ли во, пов'язане з ін дук ці єю аль
тер на тив но го транс пор ту ван ня елек тро нів у ФС2.

Ме то ди дис тан цій но го ви мі рю ван ня  
флуо рес цен ції хло ро фі лу 

Тех ніч ні об ме жен ня пе ре не сен ня ла бо ра тор них  
ме то дів в умо ви дис тан цій но го ви мі рю ван ня  
флуо рес цен ції хло ро фі лу
Ла бо ра тор ні ме то ди є ак тив ни ми, тоб то пе ред ба
ча ють ви ко ристан ня по туж но го ке ро ва но го дже
ре ла світ ла. Ін тен сив ність сиг на лу флуо рес цен ції 
скла дає менше ніж 1% ін тен сив ності збу ж дую чо го 
світ ла. Для ви мі рю ван ня рів ня F

0
 пот ріб на ін тен

сив ність збу джую чо го світ ла на рів ні 0,1 мкмоль/
(м2·с), а ін тен сив ність флуо рес цен ції на рів ні хло
ро пластів ста но вить мен ше 1 нмоль/(м2·с), або при
близ но 0,05 лк. З відстан ню цей сиг нал роз сію єть ся 
і дос то вір но ви мі ря ти його стає не мож ли вим. Для 
ви ко ристан ня ак тив них ме то дів у дис тан цій но му 
ви мі рю ван ні пот ріб ні дуже по туж ні дже ре ла світ ла 
й по туж на оп ти ка для ко лі ма ції сиг на лу флуо рес
цен ції на від нос но ком пакт ний сен сор. У зв'язку 
із цим більш по пу ляр ни ми є па сив ні ме то ди, що 
пе ред ба ча ють ви ко ристан ня со няч но го світ ла в 
якості збу джую чо го флуо рес цен цію. Ви мі рю ван ня 
в ос нов но му від бу ва єть ся у Фра ун го фе ро вих лі ні
ях – ді лян ках со няч но го спек тру, в яких со няч не 
світ ло прак тич но не до ся гає зем ної по верх ні.

Ак тив ний ме тод LIFT (Laser-induced fluorescence 
transient)
Ак тив ні ме то ди в дис тан цій но му ви мі рю ван ні 
флуо рес цен ції об ме же но засто со ву ють ся у ви гля ді 
ме то ду LIFT (Laserinduced fluorescence transient) 
(Pieruschka et al., 2012). По туж ний ім пульс ний 
ла зер збу джує флуо рес цен цію, а по туж на оп ти ка 
фо ку сує сиг нал флуо рес цен ції (ін те граль на ін тен
сив ність в діа па зо ні 680–750 нм) на фо то елек трон
но му по мно жу ва чі, і швид ка кі не ти ка зростан ня 
флуо рес цен ції фік су єть ся з швид кістю не мен ше 
1 мГц. При ви мі рю ван нях у ніч ний час от ри ма ні 
ре зуль та ти є від нос но від тво рю ва ни ми і ко ре лю
ють з ла бо ра тор ни ми, от ри ма ни ми ме то дом OJIP. 
У ден ний час та кож мож ли во ви мі рю ва ти ко рис ні 
по каз ни ки, такі як ФХ ста  ціо нар но го ста ну.

Па сив ний ме тод SIF (Solar-induced fluorescence)
Ме тод SIF за сно ва ний на ви мі рю ван ні сиг на лу 
флуо рес цен ції у Фра ун го фе ро вих лі ні ях, що від
по ві да ють по гли нан ню кис ня: О

2
А – 759,370 нм і 

О
2
В – 686,719 нм. Рі вень сиг на лу ФХ при цьо му не 

пе ре ви щує 1% від по гли ну то го світ ла, тому в та ких 
вузьких спек траль них ді лян ках май же не мож ли во 
ви мі ря ти швид кі кі не ти ки та от ри ма ти ди на міч ну 
ін фор ма цію про стан елек тронтранс пот но го лан
цю га. Та кож не мож ли во ви мі ря ти тем но вий рі вень 
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флуо рес цен ції, який до б ре ко ре лює із вмістом хло
ро фі лу. Мож ли во лише ви мі ря ти ста ціо нар ний рі
вень ФХ за різ них ін тен сив ностей ос віт лен ня. Для 
дос татньої чут ли вості ме то ду час ін те гра ції сиг на
лу по дов жу ють до де сят ків і со тень се кунд, і от ри
му ють до б ре від тво рю ва ну ін фор ма цію про ФХ на 
двох дов жи нах хвиль. Ос кіль ки в об лас ті 680 нм пе
ре важ но спос те рі га єть ся ФХ ФС2, а в об лас ті 740–
760 нм – ФС 1, мож на от ри ма ти ко рис ну ін фор ма
цію про сте хіо мет рич не спів від но шен ня фо то сис
тем. Крім того, мі шен ню дії важ ких ме та лів є ФС2, 
зок ре ма її ак цеп тор ний бік, тому в при сут ності 
біль шості важ ких ме та лів у грун ті спів від но шен ня 
сиг на лу ФХ на цих дов жи нах хвиль (F

685
/F

760
) сут

тє во спа дає (GouveiaNeto et al., 2012). Для на дій
но го ви мі рю ван ня ФХ за ме то дом SIF не об хід на 
спек траль на роз діль на здат ність при ла ду не мен ше 
0,05 нм у діа па зо нах 675–695 та 750–780 нм і над
зви чай но ви со ка чут ли вість (Meroni et al., 2009). 

Тех ніч ні ви мо ги до лабораторного, польового та 
бортового флуорометрів
Ос нов ни ми ви мо га ми є ви со ка світ ло чут ли вість у 
діа па зо ні 680–770 нм, роздільна здатність не менше 
0,05 нм. Для ви мі рю ван ня кван то во го ви хо ду ФС2 
на відста ні до 1 м не об хід ний чер во ний ла зер по
туж ністю 500 мВт, для біль шої відста ні, від по від
но, більш по туж ний, який за без пе чить ос віт лен ня 
ви мі рю ва ної ді лян ки на рів ні 5000 мкмоль/(м2·с) 
про тя гом при найм ні 1 с для до сяг нен ня рів ня F

m
. 

Пе ре лік ви мог до та ких при ла дів, за сно ва ний на 
ана лі зі лі те ра тур них дже рел, на ве де но в таб ли ці.

Іс ну ють дис тан цій ні до слі джен ня, в яких ме
тод SIF по єд ну ють з ви ко ристан ням ла зе ра, що 
дає мож ли вість оці ни ти па ра мет ри про це су фо то
син те зу в ди на мі ці (Tubuxin et al., 2015), що прав да 
мак си маль на дис тан ція поки що об ме жу єть ся по

каз ни ком на рів ні 5–10 см. Ос нов ни ми об ме жен
ня ми є по туж ність ла зе ра для до сяг нен ня мак си
маль но го рів ня флуо рес цен ції та світ ло чут ли вість 
спек тро мет рич ної час ти ни.

Та ким чи ном, для ко рект но го про ек ту ван ня 
бор то во го при ла ду й по рів нян ня ла бо ра тор них і 
дис тан цій них да них ла бо ра тор ний ва рі ант флуо ро
мет ру за спек траль ни ми і ча со ви ми ха рак те ристи
ка ми має бути не гір ший за інші.
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Аналіз флуоресценції хлорофілу є одним з найбільш по
пулярних методів, що застосовуються в лабораторних і 
польових дослідженнях рослин. Обговорюються основні 
методологічні підходи та параметри, які використовують 
в дослідженнях флуоресценції хлорофілу, а також їхнє 
застосування у фундаментальних і прикладних дослі
дженнях з фізіології рослин. Будучи принципово неін
вазивним, аналіз флуоресценції хлорофілу дозволяє про
водити дистанційний моніторинг фізіологічного стану 
інтактних рослин та раннє виявлення стресового стану 
за умов in situ. 

Ключові слова: флуоресценція хлорофілу, фотосинтез, 
PAMфлуоресценція, ефективність фотосинтезу, 
дистанційне зондування

Полищук А.В. Методы лабораторных и полевых 
исследований флуоресценции хлорофилла. Укр. бот. 
журн., 2017, 74(1): 86–93.

Институт ботаники им. Н.Г. Холодного НАН Украины 
ул. Терещенковская, 2, Киев 01004, Украина

Анализ флуоресценции хлорофилла является одним из 
самых популярных методов, применяемых в лаборатор
ных и полевых исследованиях растений. Обсуждаются 
основные методологические подходы и параметры, ис
пользуемые в исследованиях флуоресценции хлорофил
ла, а также их применение в фундаментальных и при
кладных исследованиях физиологии растений. Будучи 
принципиально неинвазивным, анализ флуоресценции 
хлорофилла позволяет проводить дистанционный мо
ниторинг физиологического состояния интактных рас
тений и раннее выявление стрессового состояния в ус
ловиях in situ.
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