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ВВЕДЕНИЕ

Свет, поглощенный фотосинтетическими пиг-
ментами в листьях растений, инициирует фотохи-
мическую реакцию посредством светоиндуциро-
ванного разделения и многоэтапного переноса за-
рядов в реакционном центре, что приводит в
конечном счете к фиксации СО2 в составе глюкозы
и выделению О2 [1, 2]. При этом часть энергии по-
глощенных световых квантов переизлучается мо-
лекулами хлорофилла в виде флуоресценции или
преобразуется в тепло. Ввиду того, что эти три ка-
нала релаксации светового возбуждения являются
взаимоконкурирующими, по изменению одного
из них можно судить о двух других [3]. Так, по из-
менениям интенсивности флуоресценции листа,
вызванной слабым непрерывным светом при од-
новременном освещении короткими световыми
вспышками, можно определить квантовую эффек-
тивность первичной фотохимической реакции и
уровень нефотохимического тушения возбужде-
ния [4, 5]. На этом принципе работают РАМ-
флуориметры, позволяющие количественно ха-
рактеризовать фотосинтетическую активность
растений и ее изменения в различных условиях
окружения [6].

Прямое измерение тепловой диссипации све-
та, когда вызванное ею повышение температуры
среды не превышает 10−3 градуса, является более
сложной физической задачей. В листьях растений

с множеством молекул-пигментов, поглощаю-
щих и передающих световую энергию практиче-
ски без потерь в один фотохимический реакцион-
ный центр, такие изменения температуры харак-
теризуются еще меньшими амплитудами даже
при интенсивностях освещения, насыщающих
фотосинтез. Перепады температуры такого по-
рядка можно отслеживать методом фотоакусти-
ческой (ФА) спектроскопии: изменения темпера-
туры рассматриваемого объекта при поглощении
модулированного света приводят к соответствую-
щим расширениям/сжатиям в нем и, как след-
ствие, возмущениям давления окружающего воз-
духа [7]. Такие периодические возмущения давле-
ния можно регистрировать как звук с помощью
микрофона, при этом для повышения чувстви-
тельности измерений исследуемый объект разме-
щают в ФА-ячейку, а сигнал с микрофона реги-
стрируют с помощью синхронного детектора [8].

Наряду с таким фототермическим ФА-сигна-
лом фотосинтезирующие системы при низкоча-
стотной модуляции света могут генерировать и
фотобарический ФА-сигнал: если период моду-
ляции света превышает характерное время реак-
ции фотосинтетического выделения кислорода
(несколько миллисекунд), то и скорость выделе-
ния кислорода будет изменяться периодически,
обуславливая периодические возмущения дав-
ления воздуха [9]. Сравнивая амплитуды ФА-
сигнала в двух случаях – при освещении только
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модулированным измеряющим светом и при од-
новременной подаче сильного непрерывного,
насыщающего фотосинтез света – можно вычле-
нить в нем фототермическую и фотобарическую
компоненты, связанные соответственно с фото-
синтетическим накоплением энергии и выделени-
ем кислорода в листе растения. Это обстоятельство
придает ФА-методу важную научную и практиче-
скую значимость [10].

Выраженная спектральная зависимость погло-
щения света в листьях растений (сильное погло-
щение в синей, <480 нм, и красной, >630 нм, об-
ластях спектра, но относительно невысокое по-
глощении в зеленой, 500–550 нм, области)
обуславливает разные глубины их проникнове-
ния в лист и, соответственно, разные профили
фотосинтетической активности по его попереч-
ному сечению [11]. Вместе с тем изменение часто-
ты модуляции света приводит к изменению тол-
щины среды, генерирующей акустический сигнал,
что характерно для метода ФА-спектроскопии [12].
Эти два обстоятельства в совокупности дают воз-
можность изучать интенсивность фотосинтеза в
зависимости от толщины и структурных особен-
ностей листа различных генотипов растений. При
этом применение многоцветных светоизлучаю-
щих диодов нового поколения [13] позволяет пре-
одолеть ряд серьезных физических ограничений,
возникающих при использовании белого света
традиционных источников, например, ламп на-
каливания, с выделением узкой спектральной по-
лосы (многолучевой режим измерений при насы-
щающем освещении и др.) [14]. Изучение спек-
тров поглощения оптически неоднородных сред
и наноструктурных материалов с помощью ФА-
методов также характеризуется рядом несомнен-
ных преимуществ [15].

В настоящей работе описывается ФА-спектро-
метр, разработанный на основе трехцветного
RGB-светодиода (RGB – “Red, Green, Blue”).
Мощность и временные характеристики каждого
из этих лучей можно регулировать независимо.
В таком спектрометре в режиме одновременного
освещения объекта двумя световыми лучами изу-
чена эффективность фотосинтетического преоб-
разования энергии в листьях без отрыва от расте-
ния. Применение RGB-светодиода в качестве
источника света обеспечило идентичность опти-
ческих путей и профилей лучей различных длин
волн и позволило значительно снизить энергети-
ческие требования к световому источнику. Проде-
монстрирована возможность количественного
изучения процесса фотосинтеза и его спада при
старении листьев или их дегидратации с исполь-
зованием предложенного спектрометра.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ УСТАНОВКА
И МЕТОДИКА

Схема ФА-спектрометра показана на рис. 1.
Высечка листа шелковицы белой (Morus alba),
выросшей на солнечной местности, или комнат-
ного растения спатифиллум (Spathiphyllum Schott.)
с низкой стойкостью к интенсивному освещению
размещалась в ФА-ячейке, изготовленной из дю-
ралюминия в виде резонатора Гельмгольца с дву-
мя камерами (для изучаемого образца и микро-
фона) [16] со свободными объемами V1 = 400 мм3

и V2 = 150 мм3, соединенными между собой воз-
душным каналом с диаметром 1 мм. Такая камера
имеет высокую акустическую чувствительность
даже при заметном отличии частоты модуляции
света от ее резонансной частоты [17].

Источником света служил RGB-светодиод
ARL-5213RGBC/4C (Arlight, США), состоящий
из трех независимых излучателей: красного (λR =
= 640 нм, AlGaInP), зеленого (λG = 525 нм, InGaN)
и синего (λВ = 465 нм, InGaN) света. Спектральная
ширина света в каждом канале в зависимости от
мощности составляла 15–25 нм, а максимальная
мощность света – до 50 мВт. Благодаря тесному
расположению трех излучателей и оптимальному
дизайну формирующей оптики все три луча света
на выходе светодиода имели одинаковые профи-
ли с поперечным диаметром ≈5 мм и угловую рас-
ходимость 2θ = 30°. Для обеспечения независи-
мого режима работы каждого излучателя светоди-
ода был разработан трехканальный источник
тока, позволяющий независимо модулировать
интенсивность света в каждом канале строго по

Рис. 1. Схема ФА-спектрометра: 1 − источник тока,
2 – RGB-светодиод, 3 – ФА-ячейка, 4 − микрофон
МК-4, 5 − предусилитель У2-8, 6 − синхронный де-
тектор УПИ-2, 7 − аналого-цифровой преобразова-
тель USB DI16-4, 8 − компьютер, 9 − осциллограф
С1-70.
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синусоиде в диапазоне 5–500 Гц или поддержи-
вать ее постоянной на определенном уровне.

Таким образом, в качестве слабого модулиро-
ванного света использовался один из трех лучей,
а один из остальных служил для насыщения фо-
тосинтеза. Важно, что все излучатели находились
в едином корпусе RGB-светодиода, непосред-
ственно закрепленного к камере ФА-ячейки.
В некоторых экспериментах свет подавался в
ФА-камеру с помощью волоконного жгута. Во
всех экспериментах интенсивности насыщающе-
го непрерывного и слабого модулированного све-
та на поверхности листа в ФА-ячейке поддержи-
вались на уровне до 350 и 35 Вт/м2 соответствен-
но. В качестве приемника звука использовался
низкошумный микрофон МК-4, сигнал с которо-
го усиливался предусилителем У2-8 и измерялся
синхронным детектором УПИ-2, а после преоб-
разования аналого-цифровым преобразователем
USB DI16-4 (Япония) также записывался ком-
пьютером. Наличие сдвига между фазами моду-
ляции света и ФА-сигнала контролировалось
двухканальным осциллографом С1-70. Разделе-
ние фототермической и фотобарической компо-
нент ФА-сигнала друг от друга осуществлялось
выделением первого путем временного подавле-
ния второго в общем ФА-сигнале при освещении
листа светом, насыщающим фотосинтез, или со-

ответствующей настройкой фазы регистрации в
синхронном детекторе [10, 18].

Для изучения природы спада фотосинтетиче-
ской активности при старении листа вклад фото-
барической компоненты в общий ФА-сигнал из-
мерялся в осенний период, в листьях, пожелтев-
ших в разной степени. Последнее оценивалось по
спектру их отражения [19], измеренному спектро-
метром HR2000 (Ocean Optics B.V., Нидерланды).
Параллельно в этих же листьях измерялась кван-
товая эффективность фотохимической реакции
[20] с помощью флуорометра MINI-PAM (ФРГ).
Содержание воды в листе определялось весовым
методом, путем измерения его веса сразу после
отрыва от растения и после полного высыхания.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Были исследованы листья шелковицы белой,
выращенной в открытой местности, характеризу-
ющиеся однородностью оптических свойств по
поверхности листа, но четко различающимися
расположением клеток верхнего и нижнего слоя,
а также содержанием хлорофилла [21]. На рис. 2
показано изображение структуры поперечного
сечения такого листа. Толщина листа в зависимо-
сти от уровня освещения при его формировании
варьировалась от 128 до 185 мкм.

Как видно из рисунка, между двумя тонкими
слоями почти прозрачных клеток эпидермиса с
обеих сторон листа имеется несколько слоев фо-
тосинтетически-активных клеток. В клетках,
расположенных ближе к верхней стороне, обра-
щенной к свету, хлоропластов больше, а меж-
клеточного воздушного пространства меньше.
Напротив, клетки нижнего уровня имеют меньше
хлоропластов, но больше промежуточного воз-
душного пространства [22]. Внизу изображения
структуры поперечного сечения листа показаны
спектры его поглощения и полос излучения
RGB-светодиода. Синий или красный свет в та-
ком листе интенсивно поглощаются клетками
верхнего уровня и практически не доходят до
нижнего слоя (пропускание света листом на этих
спектральных полосах составляет 4.5 и 8.5% соот-
ветственно). В то же время зеленый свет проника-
ет до самых нижних клеток и характеризуется
пропусканием более 21%.

Таким образом, синий и красный свет вызыва-
ют фотосинтез, локализованный в основном в
верхнем слое листа, расположенном ближе к си-
стеме регистрации ФА-сигнала. В то же время зе-
леный более равномерно распределен по всему
поперечному сечению, в том числе и в нижнем
слое, где газообмен облегчен наличием значи-
тельного межклеточного воздушного простран-
ства. Это обстоятельство указывает на то, что, во-
первых, фототермический ФА-сигнал, вызван-
ный синим или красным светом, должен иметь

Рис. 2. (а) Изображение структуры поперечного сече-
ния листа растения; (б) спектры поглощения листа
растения и полос излучения RGB-светодиода.
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более высокую амплитуду, чем у зеленого света
аналогичной интенсивности, и, во-вторых, зеле-
ный свет, имеющий довольно высокую интен-
сивность и в нижней части поперечного сечения,
должен вызывать более сильный фотобарический
ФА-сигнал.

В табл. 1 представлены амплитуды ФА-сигна-
ла в листе шелковицы белой, измеренные при его
освещении лучами синего, красного и зеленого
света RGB-светодиода, модулированных низкой
(6 Гц) и высокой (200 Гц) частотами.

Как видно из таблицы, амплитуды сигналов
при освещении синим или красным светом почти
в три раза превосходят таковую при освещении
зеленым светом, а их уменьшение при увеличе-
нии частоты значительно более резкое. Послед-
нее обстоятельство можно объяснить экспонен-
циальным уменьшением фототермического ФА-
сигнала с увеличением глубины расположения
области его генерации, причем характерная дли-
на этого уменьшения, на котором сигнал спадает в
е раз (длина термодиффузии), зависит от часто-
ты: μфт = (Dфт/πf)1/2, где Dфт = kρCp – коэффици-
ент термодиффузии (k – теплопроводность, ρ –
плотность среды, Cp – удельная теплоемкость
при постоянном давлении, f – частота модуля-
ции света [9]). В такой модели процесса генера-
ции ФА-сигнала экспериментальные данные по
его амплитудам становятся логичными: акустиче-
ские волны, генерируемые в нижнем слое, релак-
сируют на расстоянии μфт и могут не дойти до
верхней поверхности листа. Учитывая, что лист
шелковицы белой до 75% состоит из воды [23],
используя соответствующие теплофизические ха-
рактеристики воды, из представленных выше фор-
мул можно вычислить, что при f = 6 Гц μфт = 78 мкм,
а при f = = 200 Гц μфт = 14 мкм. Непропорциональ-
ное уменьшение амплитуд ФА-сигнала с умень-
шением длины термодиффузии из-за изменения
частоты, представленное в табл. 1, следует отне-
сти к неравномерному, экспоненциальному убы-
ванию света по глубине с показателем Lэп (эф-
фективная длина поглощения света). Рассчитан-
ные из абсолютных значений поглощения (рис. 2)
и толщины листа (138 мкм в изученном образце)
величины Lэп составили 45 мкм для синего,
90 мкм для зеленого и 56 мкм для красного света.
При освещении синим или красным светом толщи-
на слоя листа, генерирующая фототермический
ФА-сигнал, согласно представленным выше фор-
мулам, немного превышая эффективную длину по-
глощения этого света (μфт ≥ Lэп) при 6 Гц, становит-
ся более чем в три раза меньше ее (μфт = 0.31Lэп) при
200 Гц. А в случае зеленого света, μфт ≤ Lэп даже при
6 Гц, при 200 Гц становится еще меньше (μфт =
= 0.16Lэп). В табл. 2 представлены изменения
амплитуд ФА-сигнала (в процентах) на трех ука-
занных длинах волн и при частотах модуляции 6 и

200 Гц, вызванные подачей дополнительного на-
сыщающего фотосинтез света [18].

Хотя в литературе дискутировался вопрос о
том, что фотобарический ФА-сигнал в листьях
растений может быть связан с различными газо-
обменными процессами фотосинтеза, в настоя-
щее время можно считать доказанным, что он
обусловлен главным образом выделением кисло-
рода [24]. Как видно из таблицы, вклад фотобари-
ческого ФА-сигнала, вызванного синим или крас-
ным светом, значительно уступает таковому у зеле-
ного света. При низкочастотной модуляции (6 Гц)
фотобарическая компонента ФА-сигнала домини-
рует над фототермической, и поэтому его подав-
ление при дополнительном освещении листа на-
сыщающим светом, несмотря на небольшое уве-
личение последней, приводит к снижению
общего ФА-сигнала, т.е. изменение сигнала от-
рицательное [25]. С увеличением частоты моду-
ляции амплитуда фотобарического ФА-сигнала
спадает по экспоненте с коэффициентом μфб =
= (Dдк/πf)1/2, где Dдк – коэффициент диффузии
кислорода через воду. При низкой частоте моду-
ляции (6 Гц) μфб составляет около 2 мкм, что по
порядку величины равно расстоянию от хлоро-
пласта, где происходит фотосинтез, до ближай-
шего воздушного пространства за пределами
клетки [26]. Если учесть, что межклеточное воз-
душное пространство преимущественно распо-
ложено в нижних слоях листа, то становится по-
нятно, что зеленый свет, проникающий до нижних
слоев листа, способствует выделению значительно
большего количества кислорода, чем синий или
красный свет. Но при высокой частоте модуляции
(200 Гц) фотобарический ФА-сигнал, связанный
c фотосинтетическим выделением кислорода, с
характерным временем в несколько миллисекунд

Таблица 1. Амплитуды ФА-сигнала в листьях шелко-
вицы белой при различных длинах волн и частотах мо-
дуляции света

Частота
Амплитуда ФА-сигнала

λR = 640 нм λG = 525 нм λB = 465 нм

6 Гц 8.9 3.0 9.3
200 Гц 3.67 1.7 3.72

Таблица 2. Изменения ФА-сигнала (в процентах), вы-
званные дополнительным освещением листа шелко-
вицы белой насыщающим светом с различными дли-
нами волн и частотами модуляции

Частота
Амплитуда ФА-сигнала

λR = 640 нм λG = 525 нм λB = 465 нм

6 Гц –46% –79% –43%
200 Гц +3.8% +7% +3.2%
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уступает практически безынерционному фото-
термическому ФА-сигналу, и суммарное измене-
ние ФА-сигнала при подаче насыщающего света
становится положительным [25].

Таким образом, сравнительный анализ ам-
плитуд ФА-сигналов в отсутствие и в присут-
ствии насыщающего света позволяет оценить
интенсивности накопления энергии и выделе-
ния кислорода по значениям фототермической
и фотобарической компонент ФА-сигнала. Дан-
ные параметры могут служить информативным
инструментом для мониторинга эффективности
фотосинтеза в различных генотипах растений и
в различных окружающих условиях. Такие воз-
можности с использованием ФА-спектрометра
ниже продемонстрированы на примере оценки
изменений интенсивности фотосинтеза при ста-
рении листьев.

Как известно, в процессе старения листа пиг-
менты и белковые комплексы его фотосинтети-
ческого аппарата поэтапно разрушаются, что со-
провождается значительными изменениями спек-
тра отражения и интенсивности фотосинтеза [27,
28]. Например, деградация хлорофилла, предше-
ствующая во многих растениях деградации каро-
тиноидов, проявляется как характерное пожелте-
ние листьев [29]. На рис. 3 показаны такие изме-
нения в спектре отражения листа шелковицы
белой. В спектре зеленого листа (кривая 1) наряду
с полосой каротиноидов при 450–550 нм имеется
также интенсивная полоса хлорофиллов при 650–
730 нм, тогда как в желтеющем листе (кривая 2) по-
следняя начинает уменьшаться. На рис. 4 пред-
ставлена кинетика изменений ФА-сигнала в этих
листьях при освещении дополнительно насыща-
ющим светом. Если в первом случае фотосинтез
еще достаточно интенсивный и доля фотобариче-
ской компоненты в общем ФА-сигнале составля-
ет 78%, то при пожелтении листа она уменьшает-
ся до 37%. Эти данные качественно согласуются

со значениями квантовой эффективности фото-
химической реакции в них (0.83 и 0.58 соответ-
ственно), параллельно измеренными РАМ-флу-
ориметром [6]. Отличие данных ФА-спектроско-
пии и РАМ-флуориметрии в желтеющем листе,
по-видимому, связано с тем, что спад активности
выделяющего кислород белкового комплекса и
белкового комплекса транспорта электронов фо-
тосистемы II происходят на разных этапах разру-
шения фотосинтетического аппарата [27].

Дегидратация растения является важным с
практической точки зрения видом стресса, вызы-
вающим спад интенсивности фотосинтеза из-за
уменьшения скорости фиксации СО2 и активно-
сти реакции Хилла [30]. Существуют различные
механизмы, влияющие на фотосинтетическую
активность в дегидратированных листьях и ха-
рактеризующиеся различной кинетикой [5, 31].
Сильное обезвоживание листа из-за частичного
разрушения его фотосинтетических мембран мо-
жет прервать связь между функциональными
единицами фотосинтеза [32]. При этом также
снижается стойкость к фотоингибированию [33].

Для выявления природы таких изменений ки-
нетика фотобарического ФА-сигнала была изуче-
на в листьях комнатного растения спатифиллум,

Рис. 3. Спектры отражения зеленого (кривая 1) и жел-
того (кривая 2) листьев шелковицы белой.
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Рис. 4. Кинетика изменений ФА-сигнала в зеленом (а) и
желтом (б) листьях шелковицы белой при освещении
дополнительным насыщающим светом.
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характеризующегося низкой стойкостью к обез-
воживанию и интенсивному свету [34]. ФА-сиг-
нал измерялся в листьях спустя определенное
время после их отрыва от растения, т.е. в образцах
с различным содержанием воды η. Ход спада фо-
тосинтеза определялся при освещении одновре-
менно синим и красным светом в непрерывном
режиме с общей интенсивностью 350 Вт/м2. В ли-
сте сразу после отрыва от растения, когда η = 74%
(рис. 5), амплитуда фотобарического ФА-сигнала
составила 0.93, при η = 59% она составила 0.35 и,
наконец, при η = 51% – всего 0.16 относительных
единиц. Причем характерное время спада незави-
симо от содержания воды в листе составило 4.5 мин.
При дальнейшем обезвоживании листа сигнал был
на уровне шумов и не поддавался количественно-
му анализу. Таким образом, наблюдалась синер-
гетическое усиление воздействия двух видов
стресса (обезвоживания и высокоинтенсивного
освещения) на интенсивность фотосинтеза.

Интенсивность фотосинтеза, выраженная че-
рез амплитуду фотобарического ФА-сигнала, при
уменьшении η уменьшалась параллельно, но ее
спад с течением времени наблюдался и далее, при
освещении высокоинтенсивным постоянным све-
том. Если рассматривать это как фотоингибирова-
ние фотосинтеза, то измеренное время спада ~5 мин
заметно меньше характерных для этого процес-
са времен, известных из литературы [35]. В [5]
были выявлены три компоненты нефотохими-
ческого тушения возбуждения в листьях растения,
характеризующиеся временами 1.1, 8 и 35 минут,
которые были отнесены к накоплению энер-
гии в фотосинтетической мембране, переходу
“состояние II–состояние I” и фотоингибирова-
нию соответственно. Можно предположить, что в
рассматриваемом случае причиной спада фотоба-
рического ФА-сигнала могут быть эти же меха-
низмы. Тогда первые два, имея недиссипативную

природу, должны привести к повторяемости изме-
нений, показанных на рисунке. Наши экспери-
менты показали, что даже после темновой адапта-
ции исследуемых образцов в течение 10–20 мин
повторяемость кривых спада была частичной, а
при снижении содержания воды в листьях до уров-
ня менее 50% сигнал вообще был на уровне шумов.
Это обстоятельство говорит о возможности ком-
бинированного действия трех механизмов нефо-
тохимического тушения с преобладанием фотоин-
гибирования с уменьшением содержания воды в
листьях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе изучены физические ха-

рактеристики ФА-спектрометра, разработанного
на основе трехцветного RGB-светодиода с длина-
ми волн излучения, охватывающими различные
участки спектра фотосинтетически-активной ра-
диации. Применение конструкции трех излучате-
лей в одном корпусе, обеспечивающее идентич-
ные профили световых пучков, а также возмож-
ность независимой их модуляции с различными
частотами позволили определить вклад фототер-
мического и фотобарического ФА-сигналов и их
изменения с изменением длины волны света и ча-
стоты модуляции. Рассчитаны профили погло-
щения света различных длин волн и, соответ-
ственно, фотосинтетической активности по по-
перечному сечению листа растения, а также
соответствующие распределения генерируемых
фотоакустических волн. При дополнительном
освещении листа светом, насыщающим фотосин-
тез, определены величины фототермической и фо-
тобарической компонент ФА-сигнала, которые в
целом соответствуют их значениям, рассчитанным
с использованием теплофизических характеристик
рассматриваемой среды. Сравнительное изучение
спектров отражения, долевого вклада фотобариче-
ской компоненты и квантовой эффективности пер-
вичной фотохимической реакции в желтеющих ли-
стьях в осенний период выявило различие времен-
ной последовательности деградации различных
белковых комплексов фотосинтеза.

Результаты, изложенные в настоящей работе,
получены в рамках выполнения проекта № ОТ-
Ф2-05 Программы фундаментальных исследова-
ний АН РУз.
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