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Вступ

Метод індукції флуоресценції хлорофілу (ФХ) є 
перспективним у моніторингу довкілля, оскіль­
ки вивчення кінетики флуоресценції може надати 
свідчення про характер активності зовнішнього се­
редовища і вплив його на параметри фотосинтезу. 
Цю інформацію можна використати для екологіч­
ного моніторингу та оцінки стійкості фотосинте­
зуючих організмів (Lysenko et al., 2013).

Перші експерименти з вивчення ФХ пов'язані з 
іменем Д. Брестера, який ще в 1833 р. спостерігав 
червоне світіння листя Laurus nobilis L. під впливом 
синього світла. Термін "флуоресценція" був запро­
понований в 1852 р. Дж.Г. Стоксом, чиї досліджен­
ня поклали початок інтенсивному вивченню цього 
феномену (Rabinowitch, Govindjiee, 1969). Згідно 
до його теорії, флуоресценція являє собою випро­
мінювання поглинутого речовиною світла зі змі­
щенням у червону область спектра (Strasser et  al., 
2000). Різниця між довжинами хвиль абсорбовано­
го й повторно випромінюваного світла отримала 
назву зсуву Стокса.

В історії вивчення феномену флуоресценції ви­
ключно важливе значення мали спостереження 
Н.Дж. Мюллера (Muller, 1874), який показав, що 
величина інтенсивності флуоресценції хлорофілу, 
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який входить до складу організму, значно нижча 
ніж флуоресценція розчину хлорофілу відповід­
ної концентрації. В подальшому ці спостереження 
стали основою в розумінні явища фотохімічного 
гасіння флуоресценції, коли збуджена молекула, 
переходячи до основного, незбудженого, стану, 
віддає частину своєї енергії для здійснення фото­
синтетичних процесів (Lysenko et al., 2013).

Кінетику ФХ уперше було досліджено в роботі 
Х. Каутського та А. Хірша (Kautsky, Hirsch, 1931). 
Автори показали, що освітлення попередньо адап­
тованих до темряви рослин синім діючим світлом 
призводить до різкого зростання червоної флуо­
ресценції хлорофілу в перші секунди з моменту 
його ввімкнення, після чого інтенсивність флуо­
ресценції поступово знижується до деякого ста­
ціонарного рівня. Описане явище отримало назву 
ефекту Каутського. Спостереження флуоресценції 
проводились авторами неозброєним оком, а ре­
зультати викладені на одній сторінці тексту. Про­
те робота викликала великий інтерес, насамперед 
тому, що виявлена кінетика якісно співпадала з фо­
тоіндукційними зміщеннями асиміляції СО

2
, рані­

ше виявленим О. Варбургом (Warburg, 1920).
У процесі наступних досліджень ФХ зелених тка­

нин висновок, що чим більша доля енергії фотонів 
може бути направлена на фотохімічні потреби, тим 
нижча інтенсивність флуоресценції, підтвердився, 
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ставши одним з основних елементів базової кон­
цепції фотосинтезу – нециклічного переносу елек­
тронів у тилакоїдах (Lysenko et al., 2013).

Ефективність фотосинтезу є одним з основних 
параметрів, за яким можна визначити, в якому ста­
ні знаходиться рослина. Цей параметр в об'єкта 
досліджень можна встановити за допомогою мето­
ду індукції ФХ, основні принципи якого наведені 
нижче (Korneev, 2002).

1.	 Існують три основні шляхи реалізації енергії 
квантів світла, поглинутих молекулами хлоро­
філу: фотохімічні реакції, теплова дисипація та 
флуоресценція.

2.	 Всі три процеси конкурентні між собою, так, 
зміна ефективності одного з них призводить до 
зворотної зміни двох інших. Тому інтенсивність 
флуоресценції чутлива до змін інтенсивності 
фотохімічних процесів і теплової дисипації.

Фотосинтез хлорофілу є показником, дуже чут­
ливим до різних видів стресу на його ранніх стаді­
ях, коли зовні на рослинах і навіть у їхніх спектрах 
поглинання й відбивання світла ще не виявляють­
ся зміни (Polishchuk et al., 2009; Vodka et al., 2013; 
Polishchuk et  al., 2016). Вимірюючи варіабельну 
складову ФХ, можна отримати достовірну інфор­
мацію про відносно статичні, "паспортні" характе­
ристики фотосинтетичного апарату (ФСА) рослин, 
зокрема оптимальна інтенсивність світла для ФСА 
рослин, яка є індикатором середньодобової освіт­
леності території (Polishchuk, Voitsekhovich, 2014). 
Дослідження ФХ дає додаткову можливість оціни­
ти вміст хлорофілу в фітоелементах, співвідношен­
ня фотосистеми 2 (ФС2) та фотосистеми 1 (ФС1), а 
також розмір світлозбиральної антени ФС2, який, 
в свою чергу, корелює зі співвідношенням хлоро­
філів а та b. Крім того, дослідження ФХ дає змогу 
визначити такі відносно динамічні параметри, як: 
квантовий вихід електронного транспорту в ФСА, 
фотохімічне гасіння флуоресценції, яке відобра­
жає окисненість пластохінонового пулу за рахунок 
доступності термінальних акцепторів електронів 
(НАДФ+ і О

2
) і нефотохімічне гасіння флуоресцен­

ції, яке пов'язане з доступністю АДФ (Mokrosnop 
et  al., 2015). Ці показники дозволяють аналізува­
ти зміни в метаболізмі рослин, зумовлені змінами 
кількості, якості світла, а також змінами різних 
екологічних факторів, оскільки фотосинтетичний 
апарат динамічно модифікується для оптимально­
го забезпечення метаболічних потреб рослини.

Основні методичні підходи до вимірювання 
флуоресценції хлорофілу в лабораторії

PAM-флуоресценція
В лабораторних дослідженнях набільш популяр­
ним методом є PAM-флуоресценція (англ. Pulse 
Amplitude Modulation-fluorescence – імпульсно-мо­
дульована флуоресценція), або аналіз гасіння ФХ. 
В основі вимірювання лежить синхронна реєстра­
ція високошвидкісного світлового сигналу, індуко­
ваного імпульсним джерелом світла (світлодіодом, 
імпульсним лазером, або надшвидким ксеноновим 
спалахом, тривалість якого становить 1–3 мкс мак­
симум, фронт  – 50 нс). Через велику скважність 
сигналу, його інтегральної потужності недостатньо 
для помітного відновлення переносників електро­
нів у фотосинтетичному електрон-транспортному 
ланцюзі та для підтримання фотосинтезу. Голов­
ною перевагою методу є великий динамічний діа­
пазон вимірювань світла й здатність вимірювати 
корисний сигнал на фоні шуму, що на 3–4 порядки 
перевищує корисний сигнал за амплітудою, тобто 
достовірно вимірювати сигнал флуоресценції на 
фоні потужного світла, що підтримує фотосинтез.

Дослідження гасіння флуоресценції хлорофілу за 
допомогою модулюючого флуориметра "Xe-PAM". 
Прилад призначений для вимірювання основних 
параметрів методу  – модулюючий флуориметр 
"XE-PAM" (Walz, Німеччина). Різниця в сигналі 
флуоресценції, що виникає в результаті спалаху ви­
мірюючого світла, посилюється селективним під­
силювачем (синхронний підсилювач, англ. lock-in 
amplifier).

Флюорометр "XE-PAM" має три джерела світла, 
які забезпечують три типи освітлення об'єкта:

ML (measuring light) – вимірююче світло. Слабке 
імпульсне світло, що не викликає фотохімічних ре­
акцій (інтегральна щільність потоку фотонів за час 
імпульсу – 0,2–1 мкмоль фотонів м-2с-1, тривалість 
імпульсів – 1–3 мкс, частота – від 1,6 до 600 кГц за­
лежно від режиму запису й типу пристрою);

AL (actinic light) – діюче (актинічне) світло, яке 
підтримує фотосинтез;

SP (saturation pulses)  – короткі спалахи наси­
чуючого світла, інтенсивність якого достатня для 
швидкого відновлення пулу Q

A
 (> 2000 мкмоль фо­

тонів м-2с-1, тривалість спалаху 0,8–2,0 с).
При запису індукційних кривих дотримуються 

наступного порядку вмикання-вимикання пере­
лічених вище джерел світла. Вмикають джерело 
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вимірюючого світла (ML), в результаті чого флуо­
ресценція досягає значення F

о
 (рис.  1). Інтенсив­

ність ML настільки низька, що реакційні центри 
ФС2 (РЦ ФС2) залишаються "відкритими". По­
тім застосовують короткий спалах світла високої 
інтенсивності, при якому відновлюється Q

A
 всіх 

комплексів ФС2. Флуоресценція досягає макси­
мального значення F

m
 (РЦ ФС2 – "зачинені"). За 

різницею між рівнями флуоресценції F
о
 та F

m
 оці­

нюють потенційну ефективність фотохімії ФС2 в 
адаптованому до темряви стані.

Після того, як ФХ релаксує до рівня F
о
 (за ра­

хунок відтоку електронів від Q
A

– до пулу пластохі­
нонів), вмикають діюче світло (AL), яке викликає 
зміни виходу флуоресценції. Інтенсивність флуо­
ресценції на певний момент часу в ході індукції 
фотосинтезу позначають величиною F. Зниження 
рівня сигналу (гасіння флуоресценції) виклика­
не окисненням Q

A
– в результаті активації реакцій 

темнової фази фотосинтезу (фотохімічне гасіння 
флуоресценції) та збільшенням теплової дисипації 
в світлозбиральній антені ФС2 (нефотохімічне га­
сіння флуоресценції).

Для оцінки вкладу фотохімічних і нефотохіміч­
них процесів необхідно виключити вплив одного з 
них. Як правило, це здійснюється по відношенню 
до фотохімічного компоненту шляхом швидкого 
відновлення первинних акцепторів ФС2, Q

A
  – за 

рахунок застосування коротких спалахів світла 
високої інтенсивності. В результаті спалаху наси­
чуючого світла (SP) також відбувається відновлен­
ня всіх Q

A
 у зразку, що через нефотохімічне гасін­

ня флуоресценції супроводжується збільшенням 
інтенсивності флуоресценції до рівня F'

m
, помітно 

нижчого за F
m
. Наявність фотохімічного гасіння 

обумовлює різницю між F'
m
 та F (рис. 1). 

Після спалаху SP діюче світло (AL) вимикають. 
При цьому пул переносників електронів окисню­
ється. Рівень флуоресценції досягає значення F'

о
. 

Знаючи величини F'
о
 і F'

m
, можна визначити реаль­

ний квантовий вихід фотохімії ФС2 в адаптовано­
му до світла стані (Polishchuk, Voitsekhovich, 2014).

У результаті отримують криві, загальний вигляд 
яких представлено на рис. 1. Числові значення па­
раметрів флуоресценції отримують за допомогою 
програмного забезпечення "Graph", розробленого 
у відділі мембранології і фітохімії Інституту бота­
ніки ім. М.Г. Холодного НАН України, і розрахову­
ють за наступними формулами (Maxwell, Johnson, 
2000; Rohacek, 2002):

Максимальний потенційний квантовий вихід 
варіабельної 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
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FF
FFqP
′−′
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= , 	 (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 non-photochemical quenching of chlorophyll fluore-
scence: F

0
 – minimal fluorescence in dark-adapted state; F

m
 – 

maximal fluorescence; F
s 
 – steady-state fluorescence in light-

adapted state; F'
m
 – maximal fluorescence in light-adapted 

state; F'
0
  – minimal fluorescence in light-adapted state

F'
m

F'
0
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Ефективний квантовий вихід ФС2 (Φ
PSII

):
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m
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′
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= ,	 (3)

Нефотохімічне гасіння ФХ (NPQ):

		  ( )
m
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F
FFNPQ
′
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= 	 (4)

Швидка кінетика індукції флуоресценції,  
OJIP-метод флуоресценції

OJIP-метод отримав назву за фазами зростан­
ня сигналу флуоресценції при індукції потужним 
джерелом світла 100–2000 мкмоль/(м2·с). Для її 
вимірювання вмикається діюче світло з відносно 
крутим фронтом (не більше 10 мкс) і починається 
реєстрація даних з високою швидкістю (не менше 
100 кГц), або з високою часовою роздільною здат­
ністю в певні моменти часу з початку освітлення 
(0,05; 0,1; 0,3; 2; 30 мс) до досягення часової відміт­
ки 1–2 с (Strasser et al., 2000). 

Цей метод теж є досить інформативним, не за­
лежить від окремого джерела освітлення, але не до­
зволяє вимірювати параметри фотосинтезу на світ­
лі. Варіюючи інтенсивність діючого світла, можна 
отримати додаткову інформацію, аналогічну такій, 
що отримують за допомогою PAM-флуоресценції. 
Переваги цього методу полягають у можливості 
робити висновки про стан донорного та акцеп­
торного боків ФС2, які є основними мішенями дії 
іонів важких металів на фотосинтетичний апарат. 
Також показано зміни редокс-потенціалу первин­
ного хінонового акцептора ФС2 при тепловому та 
інших видах стресу, що веде до пригнічення транс­
портування електронів на акцепторному боці ФС2 
(Krieger et  al., 1995). У цілому OJIP-метод харак­
теризується більшою зручністю як експрес-метод, 
але й більшою варіабельністю та меншою достовір­
ністю результатів порівняно з PAM-флуоресценці­
єю. 

Релаксація флуоресценції хлорофілу а

Практично вся ФХ у хлоропластах походить з 
ФС2. У той же час, навіть у темноадаптованих хло­
ропластах частина молекул хлорофілу здатна до 
флуоресценції. Ці молекули вільні або перебувають 
у складі пошкоджених світлозбиральних хлорофіл-
білкових комплексів. У зв'язку із цим як індикатор 

співвідношення Q
A

–/Q
A
 використовують рівень ва­

ріабельної флуоресценції хлорофілу в препаратах 
хлоропластів (Mokrosnop et al., 2015).

В експериментальних дослідженнях для корект­
ного порівняння різних варіантів та застосування 
статистичних методів обробки результатів варіа­
бельну ФХ нормують на максимальний її рівень, 
який реєструється за дії потужного насичуючого 
світла до 5000 мкмоль квантів/(м2·с) протягом 500–
1000 мс на темноадаптовані хлоропласти. В даній 
роботі нормований рівень варіабельної ФХ вира­
жено формулою:

	           

mm

v

F
FtF

F
tF 0)()( −
= ,	 (5)

де F(t)  – рівень флуоресценції на момент часу t, 
F

0
 – мінімальний рівень флуоресценції, F

m
 – мак­

симальний її рівень. Нормований максимальний 
рівень варіабельної флуоресценції є загальнопри­
йнятим показником ефективності, або квантового 
виходу, розділення зарядів у ФС2:

		

m

m

m

v

F
FF

F
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Після відновлення практично всіх Q
A
 до Q

A
– од­

нократним збудженням реакційного центру ФС2 
коротким (< 50 мкс) інтенсивним спалахом світла, 
наступне окиснення Q

A
– супроводжується швид­

ким спадом варіабельної флуоресценції за рахунок 
перенесення електронів від Q

A
– до Q

B
. У випадку, 

коли тривалість спалаху перевищує 50 мкс, відбу­
вається багатократне збудження ФС2. Відновлені 
молекули Q

B
 передають електрони в пул PQ. Тому 

ступінь відновленості Q
B
 залежить від редокс-ста­

ну цього пулу. Окиснення останнього залежить, у 
свою чергу, від лінійного транспортування елек­
тронів через ФС 1. Таким чином, кінетика реокис­
нення Q

A
–, виміряна за темновим спадом варіа­

бельної флуоресценції хлорофілу, контролюється 
редокс-станом Q

B
 і пулу PQ (Bukhov et al., 2001).

Інакше спостерігається після тривалого спалаху 
світла, за якого елементарна подія розділу зарядів 
відбувається сотні разів  – множинно-оборотного 
спалаху, тривалістю більше за 500 мс, коли пул PQ 
встигає відновитися, реокиснення Q

A
– контролю­

ється змінами редокс-стану Q
B
 і PQ (Bukhov et al., 

1992).
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Електрони від Q
A

– переносяться двома основни­
ми шляхами: 1) у прямому напрямку, продовжуючи 
рух до кінцевого акцептора (метил віологен чи ки­
сень); 2) у зворотному напрямку, забезпечуючи ре­
комбінацію Q

A
– і S

2
-стану водоокиснюючого ком­

плексу (Bukhov et al., 2001).
Залежно від "провідності" електронно-транс­

портного ланцюга (максимальної швидкості лі­
мітуючої реакції) та доступності акцептора (Фд/
НАДФ, О

2
), частка електронів, які рухаються за 

першим або другим напрямком, значно варіює.
Після дії множинно-оборотного спалаху спосте­

рігається, як правило, три фази реокиснення Q
A

–, 
кожна з яких характеризується своїм відмінним ча­
сом напівспаду. Відносна амплітуда кожної з фаз 

залежить не від початкового стану ФС2 (на момент 
вимкнення світла), як за умов дії короткого спала­
ху, а від: 1) здатності ФС 1 та, ймовірно, ФС2 пе­
редавати електрони на акцептор і 2) редокс-стану 
наступних за Q

B
 переносників зарядів.

Швидка фаза, яка триває декілька мілісекунд  
після вимкнення світла, прискорюється освітлен­
ням у далекому червоному діапазоні хвиль, яке 
поглинається переважно у ФС 1, а також високо­
ефективним акцептором електронів з ФС 1 та ФС2 
метилвіологеном (Bukhov et al., 1992, 2001).

Нами було проведено кінетичний аналіз темно­
вого спаду флуоресценції в суспензії хлоропластів 
після спалаху світла (1000 мкмоль квантів/(м2·с), 
600 мс, діапазон 400–700  нм) (Polishchuk et  al., 
2009). На графіках темнового спаду в напівлога­
рифмічних координатах виявлялось три компо­
ненти, яким властива кінетика першого порядку 
(рис.  2). Найбільшою за амплітудою в контро­
лі була швидка компонента спаду флуоресценції  
(t

1/2 
= 193 мс), яка становила більше 50% макси­

мального квантового виходу варіабельної флуо­
ресценції (рис.  2, крива 1). Середня компонента  
(t

1/2 
= 1222 мс, рис. 3, крива 2) становила приблизно 

40% і повільна (t
1/2 

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

Швидка фаза релаксації флуоресценції найбіль­
шою мірою пов'язана із лінійним перенесенням 
електронів від ФС2, а її зменшення й сповільнення 
є селективним індикатором утрудненого транспор­
тування електронів на акцепторній стороні ФС2. 
Проміжна компонента теж відображає транспор­
тування електронів на акцепторній стороні ФС2 і 
прискорюється при додаванні акцептора. Повіль­
на фаза відображає повільну рекомбінацію зарядів 
у ФС2, швидкість якої може змінюватись залеж­
но від конформаційного стану ФС2 (Bukhov et al., 
1992). Існування трьох компонент спаду флуорес­
ценції відображає гетерогенність ФС2, пов'язану, 
зокрема, із циклом пошкодження-репарації ФС2. 
У кожний момент часу певна частка реакційних 
центрів ФС2 знаходиться у повністю функціональ­
ному стані, деяка частина їх частково пошкоджена 
й транспортування електронів у них пригнічене, а 
решта реакційних центрів ФС2 настільки пошко­
джена, що вони не здатні до перенесення електро­
нів із первинного хінонового акцептора Q

A
 на вто­

ринний акцептор Q
B
 на акцепторній стороні ФС2 і 

здатні лише забезпечувати зворотню рекомбінацію 
зарядів, що розділилися за дії світла.

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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Існує також багато методик, заснованих на ви­
щезазначених принципах. Всі ці методи потребу­
ють високої світлочутливості й швидкості відгуку 
оптоелектронної частини в поєднанні з широким 
динамічним діапазоном. Тому в якості світлочут­
ливого сенсора використовуються фотодіоди з ве­
ликою площею та оптична система з максимально 
можливим пропусканням світла в єдиному широ­
кому спектральному діапазоні 680–760  нм. Мак­
симальної потужності флуоресценції досягають за 
допомогою потужного збуджуючого світла, в окре­
мих випадках його вплив на рослину мінімальний 
за рахунок короткого тривалого імпульса. Оптичні 
шляхи мінімізуються або вводиться волоконна оп­
тика. В окремих випадках флуорометр побудова­
ний на фотоелектронному помножувачі ("Phyto-
PAM", Walz), а схема освітлення  – таким чином, 
що на момент вимірювання флуоресценції діюче 
світло повністю вимикається на час від 1 до 10 мкс, 
при цьому слабке вимірююче світло вмикається.

Лабораторне дослідження впливу йонів важких 
металів на релаксацію флуоресценції хлорофілу 
а за допомогою флуорометра "Xe-PAM"
Для дослідження впливу іонів важких металів ви­
користовували солі CuSO

4
, ZnCl

2
, CdCl

2
, Pb(NO

3
)

2
 

та HgCl
2
. У результаті додавання іонів Сu та Zn у 

концентрації 100 мМ до реакційного середови­
ща суттєво змінюються характеристики всіх трьох 
компонент спаду флуоресценції: швидкої, се­
редньої та повільної.

Хоча з літератури відомо лише про інгібіторну 
дію іонів важких металів на транспортування елек­
тронів на рівні ФС2, у нашій роботі було виявлено 
два принципово різних типи їхнього впливу. Більш 
електрон-негативні Zn2+ (E0 =  –0,76 B), Cd2+ (E0 

= –0,403 B) та Pb2+ (E0= –0,13 В) інгібують транс­
портування електронів, а більш електрон-позитив­
ні Cu2+ (E0 = +0,153 В) та Hg2+ (E0 = +0,46 В) прояв­
ляють стимулюючу дію (Polishchuk et al., 2009). Ми 
дотримуємося припущення, що останні можуть 
акцептувати електрони за умов пригнічення транс­
портування електронів між Q

A
– та Q

B
. Крім того, 

встановлено, що двовалентні іони Zn, Cd, Pb, Cu 
та Hg впливають на транспортування електронів 
саме на акцепторній стороні ФС2, що підтверджує 
наше припущення, засноване на екстраполяції з 
механізмів дії важких металів у реакційних центрах 
бактерій. Разом з тим, повного блокування першої 
та другої компонент спаду флуоресценції не відбу­
вається, що, можливо, пов'язане з індукцією аль­
тернативного транспортування електронів у ФС2.

Методи дистанційного вимірювання  
флуоресценції хлорофілу 

Технічні обмеження перенесення лабораторних  
методів в умови дистанційного вимірювання  
флуоресценції хлорофілу
Лабораторні методи є активними, тобто передба­
чають використання потужного керованого дже­
рела світла. Інтенсивність сигналу флуоресценції 
складає менше ніж 1% інтенсивності збуждуючого 
світла. Для вимірювання рівня F

0
 потрібна інтен­

сивність збуджуючого світла на рівні 0,1 мкмоль/
(м2·с), а інтенсивність флуоресценції на рівні хло­
ропластів становить менше 1 нмоль/(м2·с), або при­
близно 0,05 лк. З відстанню цей сигнал розсіюється 
і достовірно виміряти його стає неможливим. Для 
використання активних методів у дистанційному 
вимірюванні потрібні дуже потужні джерела світла 
й потужна оптика для колімації сигналу флуорес­
ценції на відносно компактний сенсор. У зв'язку 
із цим більш популярними є пасивні методи, що 
передбачають використання сонячного світла в 
якості збуджуючого флуоресценцію. Вимірювання 
в основному відбувається у Фраунгоферових ліні­
ях  – ділянках сонячного спектру, в яких сонячне 
світло практично не досягає земної поверхні.

Активний метод LIFT (Laser-induced fluorescence 
transient)
Активні методи в дистанційному вимірюванні 
флуоресценції обмежено застосовуються у вигляді 
методу LIFT (Laser-induced fluorescence transient) 
(Pieruschka et  al., 2012). Потужний імпульсний 
лазер збуджує флуоресценцію, а потужна оптика 
фокусує сигнал флуоресценції (інтегральна інтен­
сивність в діапазоні 680–750 нм) на фотоелектрон­
ному помножувачі, і швидка кінетика зростання 
флуоресценції фіксується з швидкістю не менше 
1 мГц. При вимірюваннях у нічний час отримані 
результати є відносно відтворюваними і корелю­
ють з лабораторними, отриманими методом OJIP. 
У денний час також можливо вимірювати корисні 
показники, такі як ФХ стаціонарного стану.

Пасивний метод SIF (Solar-induced fluorescence)
Метод SIF заснований на вимірюванні сигналу 
флуоресценції у Фраунгоферових лініях, що від­
повідають поглинанню кисня: О

2
-А – 759,370 нм і 

О
2
-В – 686,719 нм. Рівень сигналу ФХ при цьому не 

перевищує 1% від поглинутого світла, тому в таких 
вузьких спектральних ділянках майже неможливо 
виміряти швидкі кінетики та отримати динамічну 
інформацію про стан електрон-транспотного лан­
цюга. Також неможливо виміряти темновий рівень 
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флуоресценції, який добре корелює із вмістом хло­
рофілу. Можливо лише виміряти стаціонарний рі­
вень ФХ за різних інтенсивностей освітлення. Для 
достатньої чутливості методу час інтеграції сигна­
лу подовжують до десятків і сотень секунд, і отри­
мують добре відтворювану інформацію про ФХ на 
двох довжинах хвиль. Оскільки в області 680 нм пе­
реважно спостерігається ФХ ФС2, а в області 740–
760 нм – ФС 1, можна отримати корисну інформа­
цію про стехіометричне співвідношення фотосис­
тем. Крім того, мішенню дії важких металів є ФС2, 
зокрема її акцепторний бік, тому в присутності 
більшості важких металів у грунті співвідношення 
сигналу ФХ на цих довжинах хвиль (F

685
/F

760
) сут­

тєво спадає (Gouveia-Neto et al., 2012). Для надій­
ного вимірювання ФХ за методом SIF необхідна 
спектральна роздільна здатність приладу не менше 
0,05 нм у діапазонах 675–695 та 750–780 нм і над­
звичайно висока чутливість (Meroni et al., 2009). 

Технічні вимоги до лабораторного, польового та 
бортового флуорометрів
Основними вимогами є висока світлочутливість у 
діапазоні 680–770 нм, роздільна здатність не менше 
0,05 нм. Для вимірювання квантового виходу ФС2 
на відстані до 1 м необхідний червоний лазер по­
тужністю 500 мВт, для більшої відстані, відповід­
но, більш потужний, який забезпечить освітлення 
вимірюваної ділянки на рівні 5000 мкмоль/(м2·с) 
протягом принаймні 1 с для досягнення рівня F

m
. 

Перелік вимог до таких приладів, заснований на 
аналізі літературних джерел, наведено в таблиці.

Існують дистанційні дослідження, в яких ме­
тод SIF поєднують з використанням лазера, що 
дає можливість оцінити параметри процесу фото­
синтезу в динаміці (Tubuxin et al., 2015), щоправда 
максимальна дистанція поки що обмежується по­

казником на рівні 5–10 см. Основними обмежен­
нями є потужність лазера для досягнення макси­
мального рівня флуоресценції та світлочутливість 
спектрометричної частини.

Таким чином, для коректного проектування 
бортового приладу й порівняння лабораторних і 
дистанційних даних лабораторний варіант флуоро­
метру за спектральними і часовими характеристи­
ками має бути не гірший 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, 
PAM-флуоресценція, ефективність фотосинтезу, 
дистанційне зондування
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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.

Ключевые слова: флуоресценция хлорофилла, 
фотосинтез, PAM-флуоресценция, эффективность 
фотосинтеза, дистанционное зондирование


