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В статье рассматриваются изменения параметров флуоресценции фотосинтетического аппарата 
водорослей Scenedesmus quadricauda при действии сульфата меди и наночастиц серебра. Показано, 
что световые зависимости фотохимического и нефотохимического тушения флуоресценции могут 
быть использованы как высокочувствительный тест для выявления изменений на ранних стадиях 
воздействия на водоросли солей тяжелых металлов. 
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Большинство веществ, поступающих в водоемы с промышленными и быто-
выми стоками, оказывают острое токсическое действие на микроводоросли. В свя-
зи с этим микроводоросли выбраны в качестве основных биотестов при нормиро-
вании качества вод [5]. В современной практике широко используются стандарти-
зированные методы биотестирования на пресноводных зеленых микроводорослях 
рода Scenedesmus и Chlorella, культивируемых по общепринятой методике. Основ-
ными показателями токсического действия являются рост и выживаемость культу-
ры. Между тем оценка токсичности вод и в особенности питьевой воды по реак-
ции фотосинтетического биотеста с использованием флуоресценции является 
чрезвычайно актуальной. Флуориметры позволяют регистрировать различные па-
раметры флуоресценции хлорофилла культур водорослей, поскольку флуорес-
ценция отражает состояние фотосинтетического аппарата, являющегося наиболее 
чувствительным к действию многих веществ, поступающих в водные экосисте-
мы. Основным преимуществами использования флуоресценции в биотестирова-
нии являются экспрессность анализа, низкая трудоемкость процесса измерения. 
Обзор по действию различных токсикантов на флуоресценцию водорослей при-
веден в [6]. В настоящее время флуоресцентные методы включены в методы био-
тестирования [3] и биомониторинга для контроля качества природных вод [4]. 

Флуоресценция водорослей в качестве биосенсоров, по-видимому, может с ус-
пехом использоваться для тестирования тяжелых металлов. Соли меди обладают 
высокой токсичностью, способны накапливаться в организмах и передаваться 
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по трофической цепи. Кроме того, тяжелые металлы, попадая в водоемы, оказыва-
ют токсическое действие на фитопланктон, который является первичным звеном 
в системе пищевых связей водных организмов и определяет состояние водной эко-
системы в целом. Наиболее чувствительным к действию солей меди среди всех ме-
таболических процессов, происходящих внутри растительной клетки, является фо-
тосинтез [6]. Ранее было показано, что соединения меди ингибируют световые 
и темновые реакции фотосинтеза [7—9]. Основным механизмом действия таких 
соединений является ингибирование мембранных процессов в результате взаимо-
действия с SH-содержащими соединениями и дисульфидными группами белков, 
а также замещение коферментов [10]. Ионы меди в более высоких концентрациях 
ингибируют восстановление фотосистемы 2 (ФС 2), а также электронный транс-
порт в ФС 2 на донорной и акцепторной стороне мембраны [7]. В последнее время 
все шире начинают использовать серебросодержащие материалы, в том числе и на-
ночастицы серебра (нч Ag) при изготовлении различных товаров. 

Целью данной работы явилось исследование токсического действия солей ме-
ди и наночастиц серебра на фотохимическое и нефотохимическое тушение флуо-
ресценции микроводорослей и выявление наиболее информативных показателей 
оценки состояния клеток при токсическом воздействии. 

Материалы и методы исследования. В качестве материала для исследова-
ний выбраны альгологически чистые культуры одноклеточных пресноводных во-
дорослей Scenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb, выращенные на среде Успенско-
го-1 в соответствии с методикой [5]. До начала экспериментов водоросли культи-
вировали при температуре 24 ± 2 °С и периодическом освещении (12 час. свет 
30 μЕ/м2с: 12 час. темнота). 

В эксперименте использовали водный раствор сульфата меди [CuSO4·5H2O], 
для которого характерен сине-голубой цвет, свойственный гидратированным ио-
нам [Cu(H2O)4]

2+, и наночастицы серебра (80 нм). После добавления токсиканта 
(в разных концентрациях исследуемых металлов) водоросли экспонировали сутки 
при таких же условиях, что и при выращивании культуры с орбитальным переме-
шиванием с использованием шейкера. 

Измерения флуоресцентных показателей водорослей проводили на импульс-
ном флуорометре WaterPAM (Walz, Германия). В адаптированных к темноте об-
разцах регистрировали постоянную (Fо) и максимальную флуоресценцию (Fm), 
а также максимальный выход переменной флуоресценции (Fv/Fm = Fm – Fо/Fm), 
который является мерой потенциальной квантовой эффективности (ФС 2). 

Измерения световых зависимостей различных параметров флуоресценции 
на свету выполнялись при последовательном увеличении интенсивности от 0 
до 800 мкЕ/м2 с [11]. Время освещения составляло 50 сек. В конце каждого сеанса 
освещения при определенной интенсивности с использованием насыщающей 
вспышки (0,8 с, 3000 μЕ/м2 с) регистрировались параметры Fm', а также выход 
флуоресценции на свету F(t). На основании всех параметров рассчитывали нефо-
тохимическое тушение флуоресценции NPQ = (Fm – Fm') / Fm', квантовый выход 
фотохимического превращения поглощенной световой энергии в фотосистеме 2 
(ФС 2) как отношение Y = (Fm' – Ft) / Fm' и относительную скорость нецикличе-
ского электронного транспорта при данной интенсивности света ETR. Скорость 
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транспорта электронов рассчитывали по формуле ETR = Y ⋅ Ei ⋅ 0,5, где Ei — осве-
щенность, μЕ/м2 с). На основании полученных световых кривых ETR оценивали 
следующие фотосинтетические параметры: коэффициент максимальной утилиза-
ции световой энергии (угол наклона кривой, a), максимальную относительную 
скорость электронов по электрон транспортной цепи (ETRmax) и насыщающую ин-
тенсивность света (Ен). α рассчитывали как коэффициент линейной регрессии, по-
строенной по точкам, лежащим на светолимитированном участке Р/Е кривой, 
ETRmax — как среднее по значениям ETR, находящимся на светонасыщающем 
участке. Ен рассчитывали по формуле Ен = ETRmax / α. Обозначения и определения 
фотосинтетических параметров приведены в соответствие с общепринятой номен-
клатурой [9]. 

Результаты и обсуждение. Известно, что величина Fv/Fm является потенци-
альным квантовым выходом фотохимии ФС 2, которая связана с разложением во-
ды и выделением кислорода [11]. Измерения величины Fv/Fm проводили в процес-
се инкубации водорослей в течение 24 ч при различных концентрациях сульфата 
меди и наночастиц серебра. Представленные в таблице данные свидетельствуют 
о том, что сульфат меди в концентрациях 2 ⋅ 10–5 и 5 ⋅ 10–5 М и наночастицы сереб-
ра (5 ⋅ 10–5 М ) вызывали инактивацию ФС 2 по параметру Fv/Fm, что согласуется 
с данными о токсическом действии этих веществ [7—9]. 

Наиболее контрастные различия у водорослей при действии сульфата меди 
были выявлены через сутки при измерении и анализе параметров флуоресценции 
на свету при разной интенсивности, т.е. в условиях увеличивающейся световой на-
грузки (рис., табл.). Методика измерения световых кривых в настоящее время все 
шире используется в эколого-физиологических исследованиях фотосинтеза [1]. 

Квантовый выход фотохимического превращения поглощенной световой 
энергии в ФС 2 на свету определяется как отношение Y = (Fm' – Ft)/Fm'. Значения 
этого параметра варьируют от 0,7 (адаптированный к темноте объект) до величин 
близких к 0 (при нарушении процесса фотосинтеза). На листьях показана линейная 
корреляция между параметром Y и квантовым выходом фиксации углекислого газа 
[11]. В адаптированном к темноте объекте значение Y равно Fv/Fm, которое явля-
ется потенциальным квантовым выходом фотохимии ФС 2. Показано, что при воз-
растании освещенности растений или водорослей происходит снижение фотохи-
мического тушения и квантового выхода в ФС 2 (Y) из-за общего торможения 
электронного транспорта вследствие лимитирования последнего скоростью функ-
ционирования темновых процессов фотосинтеза и возрастание нефотохимического 
тушения [11]. В наших экспериментах увеличение интенсивности освещения кон-
трольных клеток водорослей также приводило к снижению квантового выхода фо-
тохимии ФС 2 -Y (рис.). Уменьшение этого параметра от интенсивности света 
существенно ускорялось при инкубации с солями меди. Интенсивность света при 
которой значение Y у контрольных клеток уменьшалось наполовину (Т1/2, μЕ/м2с) 

составляло 150 μЕ/м2с и оно составляло 30 μЕ/м2с для клеток с сульфатом меди 
(5 ⋅ 10–5 М). 
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Рис. Изменения параметров флуоресценции в зависимости от интенсивности 
действующего света в суспензии клеток водорослей Scenedesmus quadricauda 

под воздействием CuSO4. Время инкубации 1 сутки: 

A — квантовый выход фотохимического превращения поглощенной световой энергии 
в фотосистеме 2 как отношение Y = (Fm' – Ft)/Fm'; B — относительная скорость 

нециклического электронного транспорта; C — нефотохимическое тушение 

NPQ = (Fm/F ′m) – 1. (1) — контроль, (2), (3) — после добавления CuSO4 

в концентрациях 2·10
–5

 М и 5·10
–5

 М соответственно 

Таблица 

Изменение параметров световых зависимостей флуоресценции 

клеток Scenedesmus quadricauda в контроле и после добавления CuSO4 
и наночастиц серебра (нч Ag) (суточная инкубация) 

Параметры 
световых кривых  

Контроль 10
–5

 М 

CuSO4 

2·10
–5

 М 

CuSO4 

5·10
–5

 М 

CuSO4 

10
–5

 М 
нч Ag 

5·10
–5

 М 
нч Ag 

Fv/Fm  0,66 0,67 0,48 0,31 0,61 0,37 

NPQ 25 

(при μ E/м2с) 

0,13 0,13 0,12 0,17 0,23 0,17 

NPQ 

(при 400 μE/м
2
с) 

0,74 0,63 0,56 0,44 0,65 0,49 

rETR max (отн. ед.) 52,4 49,8 24,1 8,2 47 28,2 

α, угол наклона 0,21 0,21 0,14 0,07 0,20 0,1 

Ен, (μE/м2
с) 249 237 172 117 210 120 

Fv/Fm — параметры проб в темноте; NPQ — нефотохимическое тушение; ФС 2. Параметры, описыва+
ющие зависимость электронного транспорта (rETR) от освещенности (световые кривые): максимальная относи+

тельная скорость нециклического транспорта электронов (rETRmax), коэффициент максимальной утилизации све+

товой энергии, угол наклона световой кривой (α) и насыщающая интенсивность света (Ен). 
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На основании параметра Y можно рассчитать относительную скорость не-
циклического электронного транспорта (ETR) при умножении интенсивности 
освещения на коэффициент Y. На рисунке (см.) представлены световые зависимо-
сти относительного ETR водорослей в присутствии меди. В таблице (см.) приведе-
ны параметры, описывающие эти зависимости фотосинтетического электронного 
транспорта от освещенности: коэффициент максимальной утилизации световой 
энергии, угол наклона на линейном участке световой кривой (α), максимальная от-
носительная скорость электронов по электрон транспортной цепи (ETRmax) и насы-
щающая интенсивность света (Ен). После обработки сульфатом меди наблюдалось 
снижение параметра ETRmax и коэффициента максимальной утилизации световой 
энергии (α). Насыщающая интенсивность света (Ен) для контрольных водорослей 
составляла 249 μЕ/м2с. Для клеток, обработанных сульфатом меди в концентрациях 
2 ⋅ 10–5 М и 5 ⋅ 10–5 М, значения составляли 172 и 117 μЕ/м2с соответственно. 

Снижение квантового выхода фотохимии ФС 2 -Y при увеличении освещен-
ности у водорослей связано с увеличением тепловой диссипации сброса избыточ-
ной световой энергии, когда энергия не способна утилизироваться в световых ре-
акциях. Этот процесс отражается в развитии нефотохимического тушения флуо-
ресценции на действующем свету и рассчитывается по формуле NPQ = (Fm/F 'm) – 1 
[11]. При низкой интенсивности освещения значение нефотохимического тушения 
NPQ незначительно увеличивалось у клеток в присутствии с сульфатом меди 
(рис.). Однако при высокой освещенности наблюдалось ингибирование параметра 
NPQ в присутствии меди, который влияет на электрохимический градиент прото-
нов, связанный с синтезом АТФ. Нефотохимическое тушение флуоресценции в об-
разце с сульфатом меди полностью подавлялось присутствием меди, что соответ-
ствует действию метиламина (10–3 М), который является разобщителем фосфори-
лирования в тилакоидных мембранах. 

Следует отметить, что при высоких интенсивностях света у обработанных 
токсикантами водорослей наблюдается процесс фотоингибирования электрон-
ного транспорта, что свидетельствует о повышении светочувствительности этих 
водорослей (см. рис.). Ранее нами отмечалось влияние светового фактора на раз-
витие токсического эффекта для солей меди и ртути [2; 7]. 

Результаты исследования показывают, что токсикологический эффект дейст-
вия солей меди и наночастиц серебра на водоросли выявляется по потенциальной 
активности ФС 2 (параметр Fv/Fm) и измерению быстрых световых зависимостей 
параметров флуоресценции. По характеристикам световых кривых возможно оце-
нить коэффициент максимальной и минимальной утилизации световой энергии, 
относительную скорость электронов по фотосинтетической цепи электрон транс-
портной цепи (ETRmax) и диапазон насыщающих фотосинтез интенсивностей света. 
При этом световые зависимости параметров флуоресценции позволяют выявить 
состояния водорослей раньше и в большей степени по таким параметрам как мак-
симальная относительная скорость электронов и насыщающая интенсивность света 
электронного транспорта при повышенных интенсивностях света в отличие от по-
казателя Fv/Fm. 
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Таким образом, измерение быстрых световых зависимостей параметров флуо-
ресценции может быть весьма эффективно использовано для диагностики влияния 
солей тяжелых металлов на водоросли, а также для раннего диагностирования по-
явления этих загрязнений в среде. 
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THE STUDY OF THE TOXICITY OF COPPER SULFATE 
AND SILVER NANOPARTICLES USING THE FLUORESCENCE 

OF ALGAE SCENEDESMUS QUADRICAUDA 
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This paper discusses changes in fluorescence parameters of the photosynthetic apparatus of algae Sce-
nedesmus quadricauda induced by copper sulfate and silver nanoparticles. It is shown that the light depen-
dence curve of the photochemical and nonphotochemical fluorescence quenching can be used as a highly 
sensitive test to detect changes during the early stages of the impact of heavy metals on the algae. 

Key words: Scenedesmus quadricauda, copper sulfate, silver nanoparticles, chlorophyll fluorescence, 
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