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Аннотация. Проведена оценка состояния фотосинтетических пигментов у водных растений 
Lemna minor L. и Elodea canadensis Michx. при действии на них ацетатов Ni2+, Co2+, Сu2+ и 
Pb2+ в концентрациях 5.00, 2.50, 1.25, 0.62, 0.31, 0.15, 0.07, 0.03 мг/л по изменению интен-
сивности флуоресценции хлорофиллов а и b и по их соотношению. Установлено, что ацетат 
никеля в исходных растворах во всех вышеперечисленных концентрациях вызывает у L. mi-
nor увеличение интенсивности флуоресценции хлорофиллов а и b по отношению к контро-
лю, а соль свинца подавляет её. Ацетат Co2+ ингибирует флуоресценцию хлорофилла а при 
концентрациях исходных растворов 0.03 – 0.15 и 2.50 мг/л и хлорофилла b при всех концен-
трациях, кроме 0.62, 1.25 и 2.50 мг/л. Для E. canadensis установлено, что соли всех металлов во 
всех концентрациях вызывают снижение интенсивности флуоресценции хлорофилла a от-
носительно контроля и увеличивают её в случае хлорофилла b. Исключение составляет дей-
ствие ацетатов меди и свинца с концентрацией 1.25 мг/л, при которых интенсивность флуо-
ресценции хлорофилла b сохраняется на уровне контроля. Присутствие в культивационной 
среде ацетатов Ni2+, Co2+, Cu2+, Pb2+ во всех концентрациях оказывает влияние на количест-
венные и качественные характеристики хлорофиллов a и b, что свидетельствует о наруше-
нии процесса фотосинтеза. Данные по изменению соотношения хлорофиллов a/b позволяют 
сделать вывод о деградации хлорофилла а по отношению к хлорофиллу b при воздействии 
металлов. 
Ключевые слова: Lemna minor, Elodea canadensis, тяжелые металлы, фотосистемы I и II, 
интенсивность флуоресценции, соотношение хлорофиллов а / b 
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ВВЕДЕНИЕ 
Обязательным условием существования любого живого организма является 

активный обмен веществом и энергией с внешней средой. В состав поглощаемых 
растениями веществ могут входить тяжелые металлы (ТМ) – Hg, Pb, Cu, Cd, Ni, 
Co, Sn, Mn, As, Fe, Zn, Cr и др., используемые в качестве микроэлементов 
(Nagajyoti et al., 2010). При этом в среде металлы могут иметь концентрации, зна-
чительно превышающие необходимые для нормального существования организ-
мов. В этом случае одни виды растений, не справляясь с такой нагрузкой, погиба-
ют, у других – включаются защитные механизмы (Dubey, 2011), приводящие к 
накоплению в различных органах и тканях металлов, причем часто их содержание 
в растениях становится выше, чем в среде обитания (Ekpo et al., 2012).   

Для оценки состояния и продуктивности растительных систем, устойчивости 
их фотосинтетического аппарата по отношению к неблагоприятным факторам ок-
ружающей среды используют флуоресцентные методы исследования, основанные 
на изменении интенсивности конкретных веществ. Актуальность применения это-
го метода связана с хорошей флуоресценцией, например, полиненасыщенных, 
конденсированных, ароматических и полиароматических соединений, а также 
удобным временным диапазоном, так как испускание флуоресценции происходит 
через 10-8с после поглощения света. В меньшей степени флуоресценция свойст-
венна природным соединениям. К природным флуорофорам относятся белки, нук-
леиновые кислоты, коферменты и витамины, продукты окисления и пигменты.  

Фотосинтезирующие организмы содержат хлорофилл a, который находится в 
реакционных центрах фотосистем и в антенных комплексах (периферических ан-
теннах ФС II и I), тогда как хлорофилл b является компонентом светособирающих 
антенных комплексов (ССК). Постоянное соотношение хлорофилла a / b свиде-
тельствует о неизменности стехиометрического соотношения комплексов реакци-
онных центров фотосистем и ССК (Lindahl et al., 1995). Изменения в соотношении 
хлорофилла а / b является показателем функционального пигментного пула и час-
то используется в качестве индикатора стресса или повреждения фотосинтетиче-
ского аппарата (Filimon et al., 2015). 

При нарушении состояния фотохимических мембран реакционные центры 
(РЦ) фотосистем переходят в неактивное («закрытое») состояние и происходит 
прекращение потока электронов от РЦ далее по электрон-транспортной цепи 
(ЭТЦ). В этих условиях поглощенная энергия света не может использоваться в 
фотосинтезе, а рассеивается в виде флуоресценции, поэтому флуоресценция хло-
рофилла возрастает (Маторин, Рубин, 2012; Рубин, 2013). 

Имея определенные преимущества, флуоресцентные методы позволяют про-
сто и экономично решать многие задачи экологического контроля, физико-
химического анализа и диагностики состояния систем растительных организмов. 

Цель данной работы – изучить воздействие ионов Pb2+, Cu2+,  Co2+,  Ni2+ на ин-
тенсивность флуоресценции хлорофиллов а и b у водных растений Lemna minor L. 
и Elodea canadensis Michx. и по соотношению содержания хлорофиллов а / b оце-
нить фотосинтетическую активность растений и степень взаимодействия хлоро-
филлов со светособирающим хлорофилл а / b белковым комплексом (СХБК). 
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Для исследования использовали водные растворы Ni(CH3COO)2, 

Co(CH3COO)2, Сu(CH3COO)2, Pb(CH3COO)2 с концентрациями 5.00, 2.50, 1.25, 
0.62, 0.31, 0.15, 0.07, 0.03 мг/л, приготовленные последовательным разбавлением. 
Выбор данных солей обусловлен, во-первых, тем, что они имеют разные катионы 
и одинаковые анионы, это позволяет свести к минимуму влияние последних на 
изучаемые процессы; во-вторых, Ni2+, Сu2+, Co2+ и Pb2+ относятся к приоритетным 
загрязнителям.  

Образцы высших водных растений культивировались в течение семи дней – 
L. minor на среде Гапоненко – Стажецкого, E. canadensis на среде Успенского. За-
тем жизнеспособные экземпляры L. minor, имеющие по одному сформированному 
и одному развивающемуся листецу, и побеги E. canadensis длиной около 5 см по-
мещали в растворы солей. Опыт проводился в течение 14 суток при естественном 
освещении и температуре +24 – 25°С в трех повторностях. Тестируемые растворы 
меняли каждые 3 дня. По окончании срока культивации измеряли интенсивность 
флуоресценции. 

Для определения концентрации хлорофиллов а и b из навески листовых пла-
стинок пигменты экстрагировали безводным диэтиловым эфиром и регистрирова-
ли спектры флуоресценции. Люминесцентный анализ проводили на приборе спек-
трофлуориметре «Флюорат-02-Панорама» (Люмекс, Санкт-Петербург, Россия) при 
трех длинах волн: 600 нм (уровень фона), 646 нм (флуоресценция хлорофилла b), 
666 нм (флуоресценция хлорофилла a).   

Подготовительную обработку и анализ данных проводили в приложении Micro-
soft Office Excel 2010 (Microsoft Corp.), статистические расчеты выполнены с исполь-
зованием пакета прикладных программ STATISTICA 6.0 (Statsoft Inc., OK, USA). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Полученные в ходе исследований данные по зависимости интенсивности 
флуоресценции хлорофиллов а и b у L. minor от концентрации ионов ТМ пред-
ставлены на рис. 1, из которого видно, что изучаемый показатель носит нелиней-
ный характер и имеет синхронные смещения. 

Содержание соли никеля в исходных растворах во всех вышеперечисленных 
концентрациях вызывает увеличение интенсивности флуоресценции хлорофиллов 
а и b по отношению к контролю, а соль свинца подавляет её. 

Ацетат Co2+ снижает флуоресценцию хлорофилла а при концентрациях ис-
ходных растворов 0.03 – 0.15 и 2.50 мг/л и хлорофилла b при всех концентрациях, 
кроме 0.62, 1.25 и 2.50 мг/л. Для ацетата меди характерны максимумы флуорес-
ценции хлорофиллов a и b при концентрациях 0.03, 0.15, 1.25 и 2.50 мг/л. В то же 
время концентрация соли 0.07 мг/л вызывает значительное снижение интенсивно-
сти флуоресценции обоих хлорофиллов.  

Исходя из полученных результатов, можно заключить, что исследуемые соли 
вызывают нарушения в процессе фотосинтеза, как в ходе превращения энергии на 
этапе оксигенного фотосинтеза, в котором участвует хлорофилл a, так и в функ-
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ционировании светособирающих антенных комплексов, в состав которых входят 
хлорофиллы а и b.  

 

 
Известно, что в присутствии солей меди, никеля, свинца нарушается биосин-

тез хлорофилла, в молекулах которого ионы этих металлов вытесняют Mg2+ (Kup-
per et al., 1996). Описано также, что соли меди в больших концентрациях замедля-
ют связывание молекул хлорофиллов с белками в светособирающих комплексах 
фотосистем (Головко и др., 2008; Косицына и др., 2010).  

Для растения E. canadensis установлено, что соли всех металлов во всех кон-
центрациях вызывают снижение интенсивности флуоресценции хлорофилла a от-
носительно контроля (рис. 2, а) и увеличивают её в случае хлорофилла b (рис. 2, б). 
Исключение составляет действие ацетатов меди и свинца с концентрацией 1.25 мг/л, 
при которых интенсивность флуоресценции хлорофилла b сохраняется на уровне 
контроля. 

Значительное увеличение интенсивности флуоресценции хлорофилла b сви-
детельствует о серьезных нарушениях в функционировании в светособирающих 
антенных комплексах (Абрамова, Иванищев, 2012). Для погруженной E. canaden-
sis это особенно актуально, так как в условиях дефицита света хлорофилл b в со-
ставе ССК1, ССК2 и малой антенны участвует в увеличении светосбора на низком 
свету и в диссипации избытка поглощенной световой энергии на высоком свету 
(Voitsekhovskaja, Tyutereva, 2015).  

Разница результатов по интенсивности флуоресценции двух водных растений, 
вероятно, связана с особенностями светопоглощения плавающего (L. minor) и по-
груженного (E. canadensis) растений и, соответственно, различного механизма 
действия на них ТМ. Причем для погруженного растения (в условиях дефицита 
света) интенсивность флуоресценции в большей степени зависит от природы и 
концентрации ионов металлов, чем для плавающего. 

 80 

70 
60 

50 

40 

30 

20 

10 

0 

I m
ax

, о
тн

. е
д.

 / 
I m

ax
, a

rb
. u

n.

0     0.03   0.07   0.15   0.31   0.62   1.25    2.5    5.0
Концентрация растворов, мг/л / 
Concentration of solutions, mg/L

 – Ni2+

 – Co2+ 

 – Cu2+ 

 – Pb2+ 

 12

10

8

6

4

2

0

I m
ax

, о
тн

. е
д.

 / 
I m

ax
, a

rb
. u

n.

0     0.03   0.07   0.15   0.31   0.62   1.25    2.5    5.0 
Концентрация растворов, мг/л / 
Concentration of solutions, mg/L

 – Ni2+

 – Co2+ 

 – Cu2+ 

 – Pb2+ 

 
                                         а / a                                                                         б / b 
Рис. 1. Зависимость интенсивности флуоресценции хлорофилла а (а) и хлорофилла b (б) у 
растения Lemna minor от концентрации ацетатов Ni2+, Co2+, Cu2+, Pb2+ 

Fig. 1. Dependence of the fluorescence intensity of chlorophyll a (a) and chlorophyll b (b) in the 
Lemna minor plant on the concentration of Ni2+, Co2+, Cu2+ and Pb2+ acetates 
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Далее было определено соотношение концентраций хлорофиллов a / b. В таб-

лице представлены данные по соотношению хлорофиллов а / b для растений L. mi-
nor и E. canadensis. 

 
Количественное соотношение хлорофиллов а / b в листьях растений Lemna minor, Elodea 
canadensis при действии на них ацетатов ТМ 
Table. Quantitative chlorophyll a / b ratio in the leaves of Lemna minor and Elodea canadensis 
plants under the action of HM acetates thereon 

Количественное соотношение хлорофиллов а / b / 
Quantitative chlorophyll а / b ratio 

Lemna minor Elodea canadensis 

Начальная концентрация 
растворов солей, мг/л /  

Initial concentration 
of salt solutions, mg/L  Ni2+ Co2+ Cu2+ Pb2+ Ni2+ Co2+ Cu2+ Pb2+ 

Контроль / Control  1:2.5 1:2.5 1:2.5 1:2.5 1:2.5 1:2.5 1:2.5 1:2.5 
0.03 1:2.9 1:2.8 1:2.8 1:3.6 1:1.8 1:1.5 1:9.0 1:52.0 
0.07 1:2.8 1:2.9 1:3.5 1:3.6 1:1.8 1:1.3 1:3.0 1:16.7 
0.15 1:2.6 1:2.8 1:3.1 1:3.6 1:1.7 1:1.5 1:3.8 1:74.3 
0.31 1:2.9 1:2.8 1:3.0 1:3.6 1:1.3 1:2.0 1:3.1 1:16.0 
0.62 1:2.9 1:2.9 1:2.9 1:3.0 1:1.6 1:1.3 1:2.8 1:58.0 
1.25 1:3.0 1:2.9 1:3.1 1:3.0 1:1.5 1:2.1 1:3.0 1:25.4 
2.50 1:2.9 1:2.8 1:2.8 1:3.4 1:1.7 1:1.7 1:2.8 1:31.2 
5.00 1:2.9 1:2.8 1:3.0 1:3.4 1:1.7 1:1.8 1:3.3 1:68.7 

 
Результаты, представленные в таблице, указывают на то, что в присутствии 

солей тяжелых металлов у плавающего растения L. minor количество хлорофилла 
b увеличивается по отношению к хлорофиллу а во всех исследуемых растворах, 
что свидетельствует о деградации хлорофилла а по отношению к хлорофиллу b 
при воздействии металлов, которые могли привести к деградации хлорофилла а в 
РЦ или антенне. Снижение содержания хлорофилла а является частым признаком 
токсичности тяжелых металлов (Tremper et al., 2004). Полученные результаты со-
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Рис. 2. Зависимость интенсивности флуоресценции хлорофилла а (а) и хлорофилла b (б) у 
растения Elodea canadensis от  концентрации ацетатов Ni2+, Co2+, Cu2+, Pb2+.  
Fig. 2. Dependence of the fluorescence intensity of chlorophyll a (a) and chlorophyll b (b) in the 
Elodea canadensis plant on the concentration of Ni2+, Co2+, Cu2+ and Pb2+ acetates 
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гласуются с данными авторов (Chettri et al., 1998), которые обнаружили уменьше-
ние отношения хлорофилла a / b у лишайников при воздействии тяжелых металлов 
и предположили, что уменьшение содержания хлорофилла а может быть объясне-
но превращением хлорофилла а в хлорофилл b в результате окисления метильной 
группы кольца II до альдегида при воздействии металлов. 

У погруженного растения E. canadensis отклик на действие ацетатов никеля и 
кобальта проявляется в снижении количественных показателей хлорофилла b при 
всех концентрациях, включая высокие, что согласуется с данными авторов, опи-
сывающих реакцию водных растений на действие солей этих металлов (Patnaik et 
al., 2012).  

В присутствии ионов Cu2+ и Pb2+ количество хлорофилла b относительно хло-
рофилла а возрастает, при этом у E. canadensis, культивированной в растворах 
ацетата свинца, этот показатель изменяется на порядок. Похожие результаты были 
получены Е. Н. Еськовой (2014). Поскольку хлорофилл b сосредоточен только в 
антенне фотосинтетического аппарата, где не только участвует в процессах по-
глощения и миграции энергии, но также выступает в качестве основного регулято-
ра ее размера, то изменение содержания антенных белков ведет к изменению соот-
ношения хлорофиллов а / b (Тютерева и др., 2017). Исходя из этого, можно пред-
положить, что ионы Cu2+ и Pb2+ оказывают непосредственное влияние на структу-
ру антенных белков. При этом у E. canadensis наблюдаются адаптационные отве-
ты, направленные на компенсацию дефицита поступающей энергии за счет увели-
чения количества молекул хлорофилла b, который может образовываться, в том 
числе, из хлорофилла a под действием хлорофилл-а-оксигеназы (Тютерева и др., 
2017) и который способен поглощать свет в коротковолновой области (425 – 
475 нм), слабо поглощаемый хлорофиллом а. То есть увеличение количества хло-
рофилла b обеспечивает повышение светосбора при нарушении под действием 
ионов ТМ функционального состояния ССК1, ССК2 и малой антенны. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, установлено, что люминесцентные методы исследования по-
зволяют оценить действие ТМ на фотосинтетические пигменты растений. Присут-
ствие в культивационной среде ацетатов Ni2+, Co2+, Cu2+, Pb2+ во всех исследуемых 
концентрациях оказывает влияние на количественные и качественные характери-
стики хлорофиллов a и b, что свидетельствует о нарушении процесса фотосинтеза. 
Тяжелые металлы оказывают отрицательное влияние на световые реакции фото-
синтеза и на структурную целостность фотосистем. Данные по изменению соот-
ношения хлорофиллов a / b позволяют сделать вывод о деградации хлорофилла а 
по отношению к хлорофиллу b при воздействии металлов. 

Изучение флуоресценции позволяет получить информацию о структурных 
перестройках мембран хлоропластов, следить за состоянием реакционных центров 
фотосистем у фотосинтезирующих организмов, а метод флуоресцентного анализа 
может быть использован для экологического мониторинга водных сред. 
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Abstract. The status of the photosynthetic pigments in the aquatic plants Lemna minor L. and 
Elodea canadensis Michx. under the action of Ni2+, Co2+, Cu2+ and Pb2+ acetate in concentrations 
5.00, 2.50, 1.25, 0.62, 0.31, 0.15, 0.07, and 0.03 mg/L was assessed by changes in the fluorescence 
intensity of chlorophyll a and b and their ratio. It was established that nickel acetate in original so-
lutions in all the above concentrations caused an increase in the fluorescence intensity of chloro-
phylls a and b in L. minor in relation to the control while the lead salt suppressed it. Co2+ acetate 
inhibits the fluorescence of chlorophyll a with concentrations in the initial solutions of 0.03 to 0.15 
and 2.50 mg/L and that of chlorophyll b at all concentrations, except 0.62, 1.25 and 2.50 mg/L. For 
E. canadensis it was found that the salts of all metals at all concentrations caused a reduction of 
the fluorescence intensity of chlorophyll a relative to the control and increased it in the case of 
chlorophyll b. The exception is the effect of copper and lead acetates with a concentration of 1.25 
mg/L, when the fluorescence intensity of chlorophyll b is maintained at the control level. The 
presence of Ni2+, Co2+, Cu2+, and Pb2+ acetates in all concentrations in the culture medium influ-
ences the quantitative and qualitative characteristics of chlorophyll a and b, which indicates a vio-
lation of the photosynthesis process. Our data on the change in the chlorophyll a / b ratio leads to a 
conclusion about degradation of chlorophyll a relative to chlorophyll b after the effect of heavy 
metals. 
Keywords: Lemna minor, Elodea canadensis, heavy metals, photosystem I and II, fluorescence in-
tensity, the chlorophyll a / b ratio 
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