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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы исследования и степень ее разработанности. К 

важнейшим компонентам водных экосистем относится фитопланктон, как 

основной первичный продуцент органического вещества, основа всех 

трофических взаимодействий. Количественная оценка обилия фитопланктона и 

его функционального состояния требуется для решения целого ряда задач, 

связанных с оценкой условий формирования, динамики и распределения 

первичной продукции в море, загрязнения и процессов самоочищения вод, а 

также, в целом, проблемы биологической продуктивности водоёмов. 

Планктонные водоросли, продукция которых лежит в основе 

функционирования всей пелагической пищевой цепи, обладают высокой 

скоростью воспроизводства и, быстро реагируя на изменения в экосистеме, 

могут служить чувствительным индикатором воздействия на неё различных 

факторов [29, 63, 210].  

Избыточное накопление биологически ценных веществ в клетках, 

наблюдаемое в качестве адаптивного ответа водорослей на стрессовые условия 

роста, делает их перспективным объектом массового промышленного 

культивирования, а получение максимального выхода описываемых веществ 

является весьма актуальной биотехнологической задачей ввиду их высокой 

экономической привлекательности [128, 133]. Однако, существует трудность в 

постоянном контроле физиологического состояния культивируемого объекта, 

так как необходимо создать такие стрессовые условия, которые обеспечат 

максимальный выход ценных веществ, но при этом не приведут к гибели 

водорослей. 

Функциональное состояние водорослей, их продукционный потенциал, 

чаще всего оценивают с помощью  ростовых и фотосинтетических показателей, 

а также концентрации и соотношения основных внутриклеточных 

компонентов, в частности - отношений между органическим углеродом и 
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хлорофиллом а (С/Хл) и азотом (С/N) [50, 56, 59]. Определение этих 

характеристик требует длительных и трудоемких измерительных процедур, и 

поэтому они не могут служить экспресс-индикаторами в случае рутинных 

полевых исследований, что затрудняет отслеживание влияния быстротекущих 

воздействий окружающей среды.  

В последнее время активно разрабатываются экспресс-методы оценки 

функционального состояния фитопланктона и его продукционного потенциала. 

К таким методам относятся метод проточной цитометрии, использующий 

различные витальные красители, и метод регистрации показателей переменной 

флуоресценции хлорофилла а [71, 100, 171, 177]. Вместе с тем, автоматизация 

цитометрических исследований предъявляет более высокие требования к 

подготовке проб, условиям окраски их флуорохромами и методике проведения 

измерений. Недостаточно изучены отличия окраски разных видов водорослей 

и, соответственно, недостаточно известно, каким образом таксономический 

состав водорослей в пробе может влиять на эффективность её окрашивания. 

Для некоторых видов и даже групп микроводорослей (например, диатомовых) 

получены плохо воспроизводимые результаты [63, 112, 166], что может 

указывать на некоторые неучтенные факторы, контролирующие гидролиз 

красителей в клетках.  

Метод измерения относительной переменной флуоресценции хлорофилла 

а водорослей обладает высокой чувствительностью и позволяет быстро оценить 

ряд биофизических характеристик фитопланктона в режиме реального времени 

[100, 116]. Однако до сих пор слабо изученным остается вопрос влияния 

физических факторов среды на динамику переменной флуоресценции 

хлорофилла а [100, 110]. Несмотря на интенсивные исследования 

флуоресцентных характеристик, сведения о взаимосвязи относительной 

переменной флуоресценции хлорофилла а с основными структурными 

внутриклеточными соотношениями водорослей и их скоростью роста 

практически отсутствуют.  
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В связи с этим, совершенствование существующих и развитие новых 

методов прямой детекции стрессового состояния клетки/сообщества водорослей – 

это актуальная и востребованная прикладная задача, на решение которой 

направлена данная работа. 

Все вышесказанное определило цель настоящих исследований  

Цель и задачи исследования. Цель работы - оценить функциональное 

состояние микроводорослей при оптимальных и экстремальных условиях роста с 

помощью цитометрических и флуоресцентных показателей. 

Для реализации поставленной цели требуется решение следующих задач: 

1. Разработать методологию применения проточной цитометрии и 

витального маркера диацетата флуоресцеина (FDA) для дифференциации клеток 

по функциональной активности.  

2. Определить соотношение активных, неактивных и мертвых клеток в 

монокультурах одноклеточных водорослей в зависимости от условий 

выращивания с использованием проточного цитометра.  

3. Изучить изменчивость флуоресцентных параметров клеток при 

различных условиях культивирования и оценить возможность их применения для 

оценки физиологического состояния водорослей. 

4. Оценить физиологическое состояние микроводорослей по 

вариабельности объемов клеток.  

5. Апробировать возможность применения предложенных индикаторов 

(показатель удельной флуоресценции FDA на клетку (FDAfl) и количество 

жизнеспособных клеток) для оценки функционального состояния пико- и 

нанофитопланктона в прибрежных районах Черного моря. 

Научная новизна. Стандартизирована процедура окрашивания водорослей 

флуорохромом диацетатом флуоресцеина (FDA) для оценки доли живых, 

малоактивных и мертвых клеток в культурах водорослей и в пико- и 

нанофракциях фитопланктона в прибрежных водах Черного моря. Впервые 

предложено использовать параметр FDAfl для экспресс-контроля 

функционального состояния клеток водорослей в культурах и в фитопланктонном 
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сообществе. Обосновано применение относительных показателей переменной 

флуоресценции хлорофилла а для оценки функционального состояния водорослей 

в условиях накопительного роста культур и при вариабельности света и 

температуры от оптимальных до экстремальных уровней. Впервые показана связь 

коэффициента переменной флуоресценции хлорофилла а с флуоресценцией FDA, 

ростовыми и структурными параметрами (С/Хл а, C/N) клеток водорослей. 

Выявлена высокая степень неоднородности объёмов клеток водорослей в 

неблагоприятных условиях среды, что позволяет предложить использовать 

коэффициент вариации (CV), как косвенный показатель функционального 

состояния микроводорослей. 

Получены новые сведения о сезонной изменчивости биомассы трех 

размерных фракций микроводорослей (Synechococcus, пикоэукариотический 

фитопланктон, нанофитопланктон) в прибрежных водах Черного моря с помощью 

проточной цитометрии. Впервые для исследуемого района (воды 

Севастопольской бухты) рассчитан процент живых клеток пико- и 

нанофитопланктона и установлен характер изменения интенсивности 

флуоресценции FDA в выделенных размерных группах водорослей, что позволит 

использовать эти параметры для экспресс-тестирования физиологического 

состояния фитопланктона. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Полученные 

результаты дополняют фундаментальные знания об изменчивости 

физиологического состояния водорослей, как в процессе лабораторного и 

промышленного культивирования, так и в природных условиях существования 

фитопланктонного сообщества. 

Предложенные в работе экспресс маркеры могут быть использованы для 

диагностирования стрессового состояния микроводорослей, вызванного 

воздействием антропогенных факторов или экстремальных условий окружающей 

среды.  

Результаты настоящей работы могут быть включены в комплекс мер 

контроля санитарно-биологического состояния прибрежных вод и разработку 
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природно-охранных мероприятий, что будет содействовать обеспечению 

экологической безопасности региона, поддержанию качества морской среды и 

качества жизни населения прибрежных территорий, а также могут быть 

использованы для решения биотехнологических задач при культивировании 

микроводорослей. 

Методы исследования. В работе использовали стандартные методы 

культивирования микроводорослей, цитофлуориметрический метод с 

использованием витального красителя FDA, метод измерения относительных 

показателей переменной флуоресценции хлорофилла а, метод световой 

микроскопии, метод газо-адсорбционного хроматографического анализа на CHN-

анализаторе для определения содержания органического углерода и азота в 

клетках водорослей. Статистическая обработка данных выполнялась с помощью 

программных пакетов “Microsoft Exel 7.0”, “Statistica-5” и “Grapher-12”. 

Основные положения, выносимые на защиту:  

1. Применение маркера ферментативной активности диацетата 

флуоресцеина (FDA) и проточной цитометрии позволяет получить достоверные и 

воспроизводимые результаты для дифференциации клеток микроводорослей на 

живую и мертвую компоненту, что делает возможным использовать количество 

жизнеспособных клеток в качестве экспресс-показателя функционального 

состояния водорослей. 

2. Величина флуоресценции FDA является более консервативным 

параметром по сравнению с переменной флуоресценцией хлорофилла а; 

значительное снижение значения этого параметра связано с необратимой потерей 

функциональной активности клеток водорослей и их гибели, что позволяет 

использовать данный показатель в качестве маркера жизнеспособности 

водорослей при экстремальных условиях культивирования. 

3. Высокая неоднородность объёмов клеток в культурах водорослей 

свидетельствует об ухудшении их физиологического состояния.  

4. Функциональное состояние пико- и нанофитопланктона в 

прибрежных водах Черного моря в годовом цикле характеризуется относительной 



9 

 

стабильностью. Сообщество отвечает на резкие изменения среды сменой видовых 

комплексов. 

Достоверность полученных результатов обеспечивается значительным 

объемом собранного и обработанного материала (2340 проб), большим 

количеством логично спланированных экспериментов, адекватных поставленным 

целям и задачам, использованием современных методов обработки 

экспериментальных данных, использованием компьютерных программ 

статистической обработки цифровых массивов. 

Апробация работы. Результаты исследований докладывались на 

отечественных и международных научных собраниях: международной научно-

практической конференции молодых ученых по проблемам водных экосистем 

«Понт Эвксинский VI» (г. Севастополь, 21–24 сент. 2009 г.), международной 

конференции молодых ученых по проблемам водных экосистем «Актуальные 

проблемы ботаники и экологии» (г. Ялта, 21-25 авг. 2010 г.), международной 

конференции молодых ученых «Биология: от молекулы до биосферы» (г. 

Харьков, 21-25 нояб. 2010г.), международной Пущинской школы – 

конференции молодых ученых «Биология – наука XXI века» по морской 

биологии (г. Пущино, 18-22 апр. 2011 г.), международной научно-практической 

конференции молодых ученых «Понт Эвксинский - 2011» (г. Севастополь, 24-

27 мая 2011 г.), международной конференции молодых ученых 

«Биоразнообразие. Экология. Адаптация. Эволюция» (г. Одесса, 13-17 июня 

2011), международном научно-техническом семинар «Системы контроля 

окружающей среды -2012» (г. Севастополь, 24-28 сент. 2012), международной 

конференции молодых ученых по проблемам водных экосистем «Актуальные 

проблемы ботаники и экологии» (г. Щелкино, 18 – 22 июня 2013 г.), 

международной научно-практической конференции молодых ученых «Понт 

Эвксинский - 2013» (г. Севастополь, 1-4 окт. 2013 г.), VII школа-семинар для 

молодых учёных и специалистов «Актуальные проблемы экологической 

безопасности Азово-Черноморского региона – 2014», посвящённая 85-летию со 

дня рождения академика Г.Г. Поликарпова (Севастополь, 2 – 6 сент. 2014 года), 
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международная научно-практическая конференция «Биоразнообразие и 

устойчивое развитие» (г. Симферополь, 15-19 сент., 2014), International scientific 

conference in memoriam of the 80th anniversary of professor M. V. Gusev 

«Physiology and biotechnology of oxygenic photoautotrophic microorganisms: 

looking into the future» (c. Moscow, 27–30 may, 2014), всероссийская научно-

практическая конференция «Морские биологические исследования: достижения 

и перспективы» (г. Севастополь, 19-23 сент. 2016 г.), всероссийская 

молодежная гидробиологическая конференция «Перспективы и проблемы 

современной гидробиологии» (п. Борок, 10-13 нояб. 2016 г.), всероссийской 

научной конференции «Комплексные исследования Мирового океана» (г. 

Москва, 10-14 апр., 2017 г.). 

Личный вклад соискателя. Диссертационная работа является 

самостоятельным научным исследованием. Тема, цель, задачи, объект, методы 

и программа исследования определены автором совместно с научным 

руководителем. Основной комплекс экспериментальных работ, обобщение, 

анализ и интерпретация полученных результатов, формулировка выводов и 

основных защищаемых положений выполнены автором самостоятельно, при 

направляющем участии научного руководителя. 

Публикации. По материалам диссертационной работы опубликовано 26 

печатных работ, в том числе 13 научных статей (из них 12 в изданиях, 

рекомендованных ВАК РФ и ВАК Украины (опубликованные до января 2015 г.) 

и 4 в изданиях, входящих в Web of Science и SCOPUS), 13 тезисов. Права 

соавторов публикаций не нарушены. 

Объем и структура диссертации. Диссертационная работа состоит из 

введения, шести глав, заключения, выводов и списка литературы. Материалы  

изложены на 139 страницах, содержит 5 таблиц и 45 рисунков. Список 

литературы включает 219 источников, из которых 160 на иностранных языках. 

Благодарности. Автор считает своим приятным долгом выразить 

глубокую благодарность и признательность научному руководителю доктору 

биологических наук, профессору, руководителю отдела экологической 
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физиологии водорослей З. З. Финенко за помощь в разработке теоретических 

основ диссертации, руководство и разработку стратегии исследований. 

Выражаю искреннюю признательность всем сотрудникам отдела экологической 

физиологии водорослей за постоянное внимание к работе и ценные замечания, 

за помощь в проведении экспериментов. Особую признательность автор 

выражает научному сотруднику отдела экологической физиологии водорослей 

А. И. Акимову, руководителю отделом планктона В. С. Муханову и младшему 

научному сотруднику Н. Ю. Шоман за совместно выполненную часть 

исследований, постоянную помощь в проведении экспериментов, научные 

консультации, ценные замечания и поддержку в написании работы. Автор 

считает своим долгом выразить признательность младшему научному 

сотруднику отдела экологической физиологии водорослей И. М. Мансуровой 

за предоставленные данные по содержанию хлорофилла а и Н. Ю. Родионовой 

за предоставленные данные по гидрохимии. 

Диссертационная работа выполнена в отделе экологической физиологии 

водорослей и в лаборатории микропланктона Института биологии южных 

морей им. А. О. Ковалевского РАН в рамках фундаментальных исследований 

по госбюджетным темам: "Разработка новых подходов для оценки структурных 

и продукционных характеристик фитопланктонного сообщества и роли физико-

химических процессов в их изменчивости" (№ ДР 0107U012022, 2004–2009 гг.); 

"Комплексная оценка современного состояния и прогнозирования динамики 

условий морской среды и ресурсов Азово-Черноморского бассейна" (№ ДР 

0110U006203, 2010–2014 гг.); "Изучение механизмов адаптации, 

трансформации и эволюции морских и океанических экосистем в условиях 

климатических изменений и антропогенного влияния» (№ 1001-2014-0013, 

2015−2017), "Функциональные, метаболические и токсикологические аспекты 

существования гидробионтов и их популяций в биотопах с различным физико-

химическим режимом" (№ 0828-0003 АААА-А18-118021490093-4, 2018−2020), 

гранта РФФИ 19-34-00388.  
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ГЛАВА 1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1 Соотношение живых/мёртвых клеток микроводорослей в культурах и в 

природных сообществах 

 

Чаще всего в случае одноклеточных делящихся микроорганизмов по 

соотношению содержащихся в них живых и мёртвых клеток можно судить о 

функционировании популяции в целом, а также об эффективности 

функционирования клеток in vivo и при их культивировании in vitro с целью 

последующего использования клеточных культур.  

Соотношение живых и мёртвых клеток в популяции (или любой суспензии 

клеток) активно используется в практике гидробиологических исследований для 

контроля биотехнологических процессов [118, 136], в частности, как при 

лабораторном и промышленном культивировании микроводорослей, так и в 

исследованиях функциональной активности микробных популяций в природных 

условиях – например, для оценки степени загрязнения морских вод [77, 95], 

мониторинга цветения микроорганизмов фитопланктона, в том числе токсичных 

видов [129], оценки скорости роста и продуктивности фитопланктона [206, 215]. 

Первые попытки определения живых/мертвых клеток микроводорослей были 

предприняты более 100 лет назад [77, 189]. Анализ сводился к простому подсчету 

живых/мертвых клеток водорослей в накопительном режиме культивирования. 

Минимальный процент мёртвых клеток наблюдали в экспоненциальной фазе 

роста при оптимальных условиях окружающей среды, и последующее увеличение 

процента мертвых клеток при переходе культур в стационарную фазу роста [189]. 

Однако доля мёртвых клеток в стационарной фазе существенно различалась 

между видами, культивируемыми в идентичных условиях, что свидетельствует о 

различной степени жизнестойкости самих водорослей или о возможной 

количественной ошибке, связанной непосредственно с используемыми в работах 
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методами [63, 162]. Так, доля мёртвых клеток в стационарной фазе роста у более 

десяти видов микроводорослей составила порядка 80 %, однако, у Thalassiosira 

sp.- 35 % [63], для Amphidinium carterae - от 10 до 25 % [102]. Увеличение 

количества мёртвых клеток и потеря функциональной активности культуры 

Scenedesmus quadricauda отмечались [29] в стационарной фазе, когда 

происходило снижение обеспеченности водорослей питательными веществами до 

уровня, при котором рост клеток останавливался. Одним из факторов, 

оказывающим негативное воздействие на состояние клеток в стационарной фазе, 

может являться их чрезмерная плотность, при которой возможны эффекты 

самоинтоксикации. Отрицательное влияние на физиологическое состояние 

Phaeodactylum tricornutum оказывали метаболиты, выделяемые культурой в 

стационарной фазе роста. Ингибирование роста метаболитами было обнаружено и 

для других диатомовых водорослей, а также для культур рода Chlorella [3]. 

При оценке функционального состояния природного фитопланктона было 

установлено, что соотношение живые/мёртвые организмы варьирует от вида к 

виду, в процессе сезонной динамики, при этом до 35 % общей биомассы 

микроводорослей может быть нежизнеспособна [66, 206]. Сезонная 

вариабельность доли живых клеток пикопланктона (Prochlorococcus и 

Synechococcus) от 5 до 60 % выявлена [63] в бухте Blanes (Средиземное море), при 

этом определяющим фактором, по мнению авторов, была температура. Изменение 

процента живых клеток цианобактерий в течение летнего периода наблюдали в 

Средиземном море [61]: он увеличивался от 35 % - в начале июня, до 100 % в 

августе, когда на фоне высокой скорости роста в популяции преобладали 

делящиеся клетки. На отсутствие сезонной динамики доли живых клеток 

криптофит указывают результаты работы [195]: соотношение между живыми и 

мёртвыми клетками криптофитовых микроводорослей в Elkhorn Slough (залив 

Монтерей) мало зависело от сезона и составляло весной и зимой 60 % и 70 % 

соответственно. В пробах воды из северной части Атлантического океана доля 

живых клеток фитопланктона изменялась с глубиной и между таксонами: от 50 % 

до 95 % [206]. 
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Кроме того, имеются сведения, что соотношение живых и мёртвых клеток 

водорослей рода Prochlorococcus и Synechococcus связано с наличием 

питательных веществ в среде: оно было ниже в олиготрофных водах, по 

сравнению с регионами, подверженными влиянию экваториального апвеллинга в 

центральной части Атлантического океана [69, 151].  

Вариабельность количества живых и мертвых клеток может быть связана с 

видоспецифичностью доминирующих в момент отбора пробы видов [66, 69]. Так 

увеличение жизнеспособности популяции может быть результатом адаптации и 

достигаться за счет того, что некоторые группы водорослей могут избегать 

фотоингибирования при воздействии света высокой интенсивности [115, 183], или 

азотного голодания, вследствие особенностей внутриклеточной ассимиляции его 

соединений. У Prochlorococcus marinus наблюдали более высокий процент 

мёртвых клеток при воздействии света высокой интенсивности в условиях 

лимитирования роста биогенными элементами, по сравнению с видом 

пикоэукариот Ostreococcus sp. strain RCC 410 и нанопланктонной водорослью 

Thalassiosira oceanica, выращенных в тех же условиях [145]. 

Основные причины, приводящие к появлению мертвых клеток водорослей 

(не связанные с выеданием) выступают седиментация и непосредственная 

деструкция самих клеток, как в процессе их естественного роста [103], так и в 

результате действия факторов окружающей среды: дефицит питательных 

веществ, низкая освещённость и температура [78, 80]. 

При наступлении естественного апоптоза у микроводорослей часть 

биомассы переходит в растворённое органическое вещество, образование 

которого является результатом процессов лизиса клеток фитопланктона, в связи, с 

чем возникает сложность в идентификации мёртвых клеток водорослей. Лизис 

клеток фитопланктона связан с разрушением цитоплазматических мембран клеток 

и высвобождением протоплазмы и клеточных органелл во внешнюю среду. 

Скорость разрушения клеток и последующая дезинтеграция и растворение 

клеточных структур может быть обусловлена как видовой спецификой, так и 

действием абиотических и биотических факторов среды.  
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Увеличение количества мертвых клеток Phaeocystis в Северном море 

вызывалось разрушением самих клеток [83, 205] после цветения. Высокие 

скорости клеточного лизиса водорослей отмечались летом в глубоководной части 

океана [64] и в прибрежных водах [65]. 

Анализ функционального состояния фитопланктона на основе подсчета 

живых/мёртвых клеток практически не проводился для сообществ Черного моря. 

В литературе имеются данные лишь для отдельных видов водорослей [46, 43].  

Что считать объективным дифференцирующим критерием для 

распознавания живых и мёртвых клеток водорослей? Практически для этого 

могут служить любые признаки живого: способность клеток к делению, 

подвижность, проявление метаболической активности, ферментативные свойства, 

состояние барьера проницаемости клеточных мембран, накопление АТФ, 

морфологические признаки. 

На сегодняшний день вопрос идентификации живых и мертвых клеток в 

исследуемом материале и их соотношение остается достаточно сложной и плохо 

изученной проблемой. Общим и основным недостатком существующих подходов 

является отсутствие объективного критерия для отличия живых микроорганизмов 

от мертвых из-за наличия большого числа промежуточных форм [6, 44]. 

В рамках современной морской гидробиологии выделяют два основных 

метода определения живых и мертвых клеток микроводорослей: 

 биохимический; 

 люминесцентный. 
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1.2 Методы определения живых и мёртвых клеток водорослей 

 

1.2.1 Биохимический метод 

 

Мембранная целостность - наиболее экспрессный, удобный и популярный у 

цитобиологов маркер живых клеток водорослей [82], так как одна из основных 

особенностей, отличающих живые клетки от мёртвых, - потеря транспортной 

функции через их цитоплазматическую мембрану. Для оценки мембранной 

целостности клетокиспользуют свойство некоторых флуорохромов проникать 

через мембраны клеток, окрашивая внутриклеточные структуры в 

соответствующий цвет [95, 189]. Такой метод определения живых клеток получил 

название «биохимический метод». 

Красители стали применять с начала девятнадцатого века для 

дифференциального окрашивания живых и мёртвых клеток животных и растений. 

Сущность метода состоит в том, что некоторые виды флуорохромов проникают 

через поврежденную оболочку мёртвых клеток и окрашивают цитоплазму 

последних. В то же время живые клетки с ненарушенной избирательностью 

мембраны не пропускают краситель и остаются бесцветными. Или, наоборот, 

другие красители окрашивают только живые и активные клетки, при этом 

мёртвые остаются бесцветными.  

При биохимическом подходе в исследованиях микроводорослей для 

маркирования живых клеток широко применяется метод окраски диацетатом 

флуоресцеина (FDA) [77, 166], одного из старейших методов обнаружения живых 

и мёртвых микроорганизмов, использование которого в научных исследованиях 

началось почти 50 лет назад [185]. В состав FDA входит субстрат, специфичный к 

ферментам группы эстераз [96]. Эстеразы – цитоплазматические ферменты, 

осуществляющие гидролиз сложных эфиров на спирты и кислоты при участии 

молекул воды, принадлежат к классу гидролаз. Существуют различные типы 
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эстераз, которые функционируют в широком диапазоне биологических процессов 

[34]. В клетках водорослей они имеют большое значение для оборота 

фосфолипидов в мембранах. Эстеразы присутствуют во всех живых или недавно 

умерших морских организмах, и поэтому измерение эстеразы может быть 

использовано для дифференциации на живые или мёртвые организмы [96]. 

Ферментный гидролиз диацетат флуоресцеина приводит к высвобождению 

молекулы флуоресцеина и, как следствие, к свечению клетки (эмиссия в зелёной 

области спектра), как показано на рисунке 1. 

 

 

 

Рисунок 1 – Две клетки Prorocentrum micans (А), одна из которых флуоресцирует 

после окраски FDA (Б). Проба фитопланктона, июль 2009 г. (фото В.С. Муханов) 

 

Таким образом, FDA является маркером ферментативной активности в 

живых клетках, а интенсивность его флуоресценции пропорциональна 

физиологической активности каждой из исследуемых клеток [96].  

Такой «индивидуальный подход» в окраске FDA оказался исключительно 

эффективен в проточной цитометрии. Этим и объясняется быстрый рост числа 

работ, в которых окраску FDA комбинировали с проточной цитометрией для 

точного определения доли живых/мёртвых клеток различных таксономических 

групп водорослей, как в процессе их накопительного роста при оптимальных 

условиях среды, так и при воздействии различного рода факторов среды [80, 96, 
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111, 165, 194, 213]. Перспективность этого подхода связана, в первую очередь, с 

высокой производительностью и точностью проточной цитометрии. 

Однако существует ряд трудностей в использовании FDA. В первую 

очередь - это отсутствие единого протокола окрашивания, время инкубации у 

разных авторов колеблется от нескольких часов [215], до 3–7 минут [195]. 

Считается, что при минимальном воздействии красителя на клетки водорослей 

сводится к минимуму возможное его негативное действие. Установлено 

токсическое действие FDA на клетки водорослей [133]. Всё это хорошо объясняет 

частое несовпадение данных витального окрашивания и других методов оценки 

функционального состояния микроорганизмов [27]. 

В литературе практически не затрагиваются вопросы оценки роли основных 

физических факторов (температура и освещенность) в регулировании процессов, 

связанных с деятельностью внутриклеточных эстераз микроводорослей [114]. 

Встречаются единичные исследования, где изменения активности ферментов 

группы эстераз у водорослей рассматривали как отклик на действие токсических 

веществ. В основном это краткосрочные опыты, не связанные с длительным 

культивированием водорослей в ингибируемой среде [105, 174, 178]. Резкое 

падение активности внутриклеточных эстераз отмечено у Chlamydomonas moewusi 

и Chlorella vulgaris сразу после воздействия на клетки культур низких 

концентраций любого из испытуемых химических веществ [181]. При 

исследовании влияния меди на Selenastrum capricornutum зарегистрировано 

резкое падение активности эстераз водорослей лишь при высокой концентрации 

меди, однако после 27 часов адаптации культуры, активность эстераз имела 

высокие значения, безотносительно к содержанию меди в среде [73].  

На базе использования метода проточной цитометрии в сочетании с FDA 

показаны две, различающиеся между собой, стратегии устойчивости различных 

видов динофитовых водорослей при выращивании их в темновом режиме. У 

одной группы динофлагелят наблюдали снижение активности внутриклеточных 

эстераз при адаптации водорослей к темноте и последующее восстановление 

данного параметра после переноса на свет. Для другой группы водорослей было 
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характерно отсутствие изменений метаболической активности в темноте, но и 

невозможность восстановления роста при последующем воздействии на них 

оптимальной интенсивности света [136].  

Следует отметить, что величина флуоресценции при окраске 

внутриклеточных эстераз, зависит не только от функционального состояния 

клеток водорослей, но и от концентрации самого красителя добавляемого в пробу, 

времени окрашивания, рH среды и т.д. [133]. Спорным остаётся момент 

несвойственного водорослям увеличения FDA флуоресценции при воздействии 

стрессовых факторов среды. Действие высоких концентраций кадмия и параквата 

на Chlamydomonas moewusii приводило к увеличения активности эстераз в 2,5 раза 

по сравнению с контролем в первые сутки проведения эксперимента [180], при 

акклимации Microcystis aeruginosa к температуре 10 °С также отмечен резкий 

рост FDA флуоресценции [148]. Также одним из недостатков использования 

диацетатафлуоресцеина является сложность его применения в природных пробах 

(без видовой дифференциации), так как в результате окрашивания FDA возникает 

ошибка в анализе физиологического состояния водорослей, которые могут иметь 

"фоновую флуоресценцию" в зеленой области спектра 515 - 530 нм (FDA - 525нм) 

или так называемую «неспецифическую зеленую автофлуоресценцию». 

Наложение спектров GAF и флуорохрома может служить источником артефактов, 

причиной недостоверности получаемых данных [202]. 

Кроме того, степень окрашенности организмов в пробе может сильно 

варьировать, и, как следствие этого, слабо окрашенные клетки трудно 

классифицировать как однозначно живые или мёртвые. Это касается обработки 

биоматериала под микроскопом. Возможно, данные клетки находятся в 

малоактивном (покоящемся) состоянии. По современным представлениям, 

покоящиеся клетки – это клетки, неспособные к непрерывному клеточному 

делению, требующемуся для роста в среде, но при этом большинство клеток 

сохраняют свою жизнеспособность при наступлении более благоприятных 

условий [125]. Таким образом, возможно, возникнет ошибка в классификации 

организмов на живые и мёртвые с применением FDA, так как изложенный выше 
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подход может привести к затруднению в идентифицировании принадлежности 

организма со спорной окраской к той или иной категории. [113].  

Немаловажный фактор – это стоимость маркеров и то, что обработка проб 

должна быть произведена в относительно короткое время, желательно – в день 

отбора и окраски, либо в ближайшие дни. 

 

1.2.2 Люминесцентный метод 

 

Техника использования люминесцентной микроскопии для диагностики 

физиологического состояния водорослей была разработана Горюновой С.В. [14, 

15]. Этот метод основан на том, что при микроскопировании водорослей в 

ультрафиолетовых лучах клетки, различающиеся по своему физиологическому 

состоянию, дают различные по окраске и яркости оттенки свечения. Живые клетки 

водорослей имеют ярко-красную флуоресценцию. Иного типа свечение характерно 

для отмирающих и мертвых клеток. Особенно разнообразная гамма световых 

переходов у отмирающих клеток. Изменение спектра свечения клеток водорослей от 

живых к мертвым происходит по следующим фазам: 1) ярко-красное; 2)тускло-

бордовое или розово-красное; 3) оранжево-розовое; 4) голубовато-зеленое; 5) 

оливково-зеленое. 

Яркое пурпурно-красное свечение характерно для хлорофилл содержащих 

высоко жизнеспособных клеток, находящихся в активном состоянии, интенсивно 

делящихся или готовых к делению (в логарифмической фазе роста). Красное 

свечение меньшей яркости характерно для клеток водорослей в стационарной фазе 

роста. Тускло-красным цветом светятся старые клетки с ослабленной жизненной 

активностью. Голубовато-зеленое и оливково-зеленое свечение характерно для 

мертвых клеток и детрита. Промежуточные оттенки характерны для различных 

степеней отмирания клеток [17]. Этот метод позволяет из общей численности 

клеток, определенной методом прямого подсчета, выделить фракцию мертвых 

клеток. Основным недостатком этой методики является то, что она не дает 
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возможность непосредственного определения смертности клеток, а отражает лишь 

результат этого процесса из-за неизвестной продолжительности  лизиса отмерших 

клеток [29]. 

 

1.3 Относительная переменная флуоресценция хлорофилла а, как 

экспресс-показатель функционального состояния фитопланктона 

 

Для быстрой диагностики функционального состояния фитопланктона, в 

частности, оценки его фотосинтетической активности в последние двадцать пять 

лет в мировой гидробиологической практике успешно используют метод 

регистрации переменной флуоресценции хлорофилла in vivo [37].  

Теоретически разработаны и используются измерения переменной 

флюоресценции после ингибирования реакционных центров фотосистемы 2 (ФС 

2) с помощью ДЦМУ [3-(3, 4 dichlorophenyl) 1, 1 - dimethylurea] или 

насыщающими реакционные центры вспышками света [45]. Величина 

переменной флуоресценции (Fv/Fm) является параметром, характеризующим 

эффективность переноса энергии света в первичных фотохимических процессах 

(максимальный квантовый выход разделения зарядов фотосистемы 2) [30]. Эта 

величина является чувствительным показателем функционального состояния 

водорослей [37, 116, 141, 149]. Кроме того флуоресцентные параметры 

используются для оценки фотосинтетической активности и продукции 

фитопланктона в природных условиях и культурах водорослей [71, 92, 127, 219]. 

Описываемый метод обладает высокой чувствительностью и позволяет быстро 

оценить ряд биофизических характеристик фитопланктона в режиме реального 

времени. Оперативность измерений показателей флуоресценции на 

экспедиционных судах имеет особое значение при изучении мезо-масштабных 

процессов в морских экосистемах, которые отличаются большой временной и 

пространственной изменчивостью [37, 168]. Применение этого метода позволяет 
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получить ценную информацию о неоднородности фотосинтетических процессов, 

протекающих в  отдельных клетках также об изменении этого показателя в 

процессе роста культуры и при неблагоприятных воздействиях на них. 

Согласно литературным данным [104], принято следующее ранжирование 

фотосинтетической активности (ФА) по величинам Fv/Fm: менее 0,1–

фотосинтетически неактивные (нежизнеспособные) клетки; 0,1-0,29 – низкая ФА; 

0,30-0,49 – средняя ФА; 0,50-0,59 – высокая ФА; более 0,60–максимальная ФА. 

 

1.3.1 Относительная переменная флуоресценция хлорофилла а водорослей в 

условиях культур 

 

В литературе накоплен обширный материал о применимости относительной 

переменной флуоресценции хлорофилла а для оценки функционального 

состояния водорослей и физиологических изменений, происходящих в культурах 

в процессе их роста и при воздействии различного рода факторов. Особое 

внимание исследователи уделяли вопросу влияния уровня обеспеченности 

биогенными веществами на величину относительной переменной флюоресценции 

хлорофилла а и эффективность работы ФС 2 [4, 20, 23, 37, 99, 140]. Авторами 

отмечалось падение данного показателя при недостатке минерального азота в 

среде [4, 10, 20, 37, 97, 111], и железа – [141, 148] для культур водорослей, что 

позволило использовать коэффициент относительной переменной флуоресценции 

хлорофилла а как индикатор биогенного стресса. Вместе с тем, в работе [172] 

установлено, что в условиях непрерывной культуры и при достаточно длительной 

акклимации водорослей и стабилизации скорости роста, связь между показателем 

квантовой эффективности фотосинтеза и степенью лимитации азотом может 

отсутствовать. При этом авторы отмечают, что в природных условиях такая 

стабилизация недостижима в силу непрерывной изменчивости внешних факторов 

и указывают на возможную роль методических аспектов в этом вопросе. 
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В рамках биотестирования и токсикологических исследованиях показано 

применение относительной флуоресценции хлорофилла а в качестве маркера для 

контроля функционального состояния микроводорослей при воздействии на них 

различных токсических веществ [52, 70, 72, 91, 152].  

Однако, несмотря на значимость таких физических факторов среды, как 

интенсивность света и температура в формировании продуктивности 

альгоценозов, их влияние на величину относительной переменной флуоресценции 

хлорофилла а изучено слабо. В литературе недостаточно работ, в которых 

подробно была исследована динамика изменения фотосинтетической активности 

водорослей в широком световом и температурном диапазоне для разных видов 

водорослей. При этом незначительное количество информации по этому вопросу 

не дает возможности систематизировать полученные результаты и связать их с 

видовыми особенностями или внутренними и внешними факторами. Из 

литературных данных известно, что при фотоингибировании происходит 

снижение значений относительной переменной флуоресценции хлорофилла а. Это 

снижение зависит от времени и интенсивности облучения [23, 130]. Необратимое 

фотоингибирование наступает в случае продолжающегося действия света на уже 

поврежденные реакционные центры. В этом случае не происходит ресинтеза 

белка D1 и реакционный центр становится необратимо поврежденным [203]. В 

работе [11] показано, что на начальных стадиях роста популяции клетки 

водорослей, адаптированных к высоким и к низким уровням освещения, имеют 

высокие средние значения Fv/Fm, падение данного параметра наблюдали для 

водорослей, выращенных на сильном свету в условиях стационарного роста на 50 

день культивирования, тогда как водоросли, выращенные на слабом свету, не 

достигали стационарного уровня на 50 день культивирования и сохраняли 

высокие значения относительной переменной флуоресценции хлорофилла а. 

Приводимые в литературе данные по влиянию температуры акклимации на 

величину Fv/Fm можно разделить условно на два типа: отсутствие влияния 

температуры акклимации на величину Fv/Fm в толерантной зоне [88, 145, 156, 

188] и куполообразный вид зависимости с максимумом при оптимальных 
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температурах [218]. Есть данные, подтверждающие корреляцию снижения 

величины Fv/Fm и функциональной активности при температурах выше и ниже 

определенного уровня [134, 161].  

 

1.3.2 Относительная переменная флуоресценция хлорофилла а природных 

сообществ фитопланктона 

 

Особенно актуальным остается вопрос оценки физиологического состояния 

природных сообществ микроводорослей. Многочисленные исследования 

показали ранее возможность оценки состояния альгоценозов с использованием 

относительной переменной флуоресценции хлорофилла а [30, 31, 45, 53, 108, 141, 

154, 155, 198,]. Однако в ряде работ отмечено, что параметр Fv/Fm неэффективен 

в таких исследованиях в виду его видоспецифичности, коэффициент переменной 

флуоресценции хлорофилла а зависит от таксономической принадлежности 

водорослей [93, 144, 198]. В литературе отмечалось, что параметр Fv/Fm не 

является надежным показателем функционального состояния водорослей рода 

Synechococcus, так как происходит искажение полученных данных из-за высокого 

содержания в их клетках фукоцианина [86, 93]. Авторами [68] исследованы 

температурные зависимости скорости роста, и величины относительной 

переменной флуоресценции хлорофилла а основных представителей планктонных 

водорослей Черного моря и показано, что значения Fv/Fm в толерантной зоне для 

диатомовых водорослей выше, чем для динофитовых и были равны 

соответственно 0,68 и 0,54.  

При этом часто максимальная эффективность фотосинтетического аппарата 

коррелирует с обеспеченностью минеральным питанием фитопланктона [30, 149, 

217]. В олиготрофных районах Средиземного моря и озера Байкал с низким 

содержанием биогенных элементов в фотическом слое значения Fv/Fm 

колебались от 0,3 до 0,55. В мезотрофных водах Черного моря активность Fv/Fm 

возрастала до 0,5—0,6. В сильно эвтрофированных водах северо-западной части 
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Черного моря активность фитопланктона достигала значений 0,7, что характерно 

для водорослей, выросших в оптимальных для роста условиях [30, 154, 155, 177]. 

Одновременное определение параметров флуоресценции и скорости 

ассимиляции углерода фитопланктоном в восточных и западных районах Южного 

океана [16] показало, что величина переменной флуоресценции хлорофилла а 

(потенциальная фотосинтетическая активность) в среднем варьировала в 1,38 

раза, тогда как ассимиляционное число (реализованная фотосинтетическая 

активность) варьировало в более широких пределах (в среднем в 2,34 раза).  

Таким образом, с учетом всего вышесказанного, проблема применимости 

коэффициента относительной переменной флуоресценции хлорофилла а в 

качестве маркера функционального состояния микроводорослей, несмотря на 

многолетние исследования, продолжает оставаться спорной и в настоящее время. 

 

1.4 Подход к оценке физиологического состояния микроводорослей по 

размерному составу клеток  

 

Клетки в популяции различаются по возрасту, размеру, скорости роста и, что 

особенно важно, по реакции на изменение условий обитания [13]. Характеристика 

состояния популяции водорослей, помимо включения интегральных показателей, 

должна содержать параметры, отвечающие за гетерогенность, увеличению степени 

которой, как правило, способствуют быстро меняющиеся условия среды [8]. 

Расширение спектра какого-либо из параметров клетки, различающихся по 

одному из признаков, может быть реакцией популяции на стрессовые условия, и 

как следствие отражать изменение её физиологического состояния.  

Одним из распространенных подходов к объяснению наблюдаемой 

гетерогенности клеточных размеров водорослей является возрастной подход. Все 

различия между отдельными клетками могут быть объяснены с точки зрения 

нахождения их в разных фазах жизненного цикла, который способен значительно 
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трансформироваться под влиянием внешних условий [3, 157]. В исследованиях 

жизненного цикла диатомей отмечают три видоспецифичных размера клеток, 

известные как «кардинальные точки» [89, 117]. Максимальный размер клеток, 

получаемый из инициальных клеток, которые образуются внутри клеточной 

стенки ауксоспоры (специализированной клетки, образованной путем слияния 

гаплоидных гамет и способной к расширению в объеме); критический 

минимальный размер клетки – это наименьший размер клеток, при котором они 

могут существовать до того как либо увеличатся, либо погибнут; пороговый 

размер – это размер, при котором может быть индуцирован половой цикл [209].  

Другая причина увеличения вариабельности размерного спектра клеток в 

пределах одной популяции или культуры может заключаться в неоднородности 

клеток по их физиологическому состоянию [60], т.к. мёртвые и неактивные 

клетки обладают отличными от живой клетки размерами из-за свойственного им 

набухания (увеличения) за счет вакуолизации [84]. Стрессовые условия 

окружающей среды приводят к деструктивным изменениям в мембранах 

хлоропласта – слипанию фотосинтетических мембран, увеличению 

интрамембранного пространства, а также разбуханию пластид, прогрессирующей 

вакуолизации, результатом чего является деплазмолиз и изменение формы клеток 

[40]. Особенно чётко разделение клеток водорослей на размерные группы 

проявляется в стационарной фазе роста [18, 41], где основной процент 

численности могут составлять малоактивные и мёртвые клетки, отличающиеся по 

своим размерным характеристикам [54], вследствие модификации размеров 

вакуолей и потери жизнеспособности [94]. В экспериментах с Alexandrium 

ostenfeldii в стационарной фазе роста присутствовали клетки в диапазоне от 10 до 

23 мкм, вариабельность всего размерного спектра была порядка 44 % [158], тогда 

как [168] в экспоненциальной фазе роста того же вида наблюдали высокую 

изменчивость объёма клеток водорослей, что предположительно было связано с 

присутствием делящихся и уже поделившихся клеток, отличающихся по 

размерам. Переход клеток тетрахимены и дуналиеллы из состояния гомеостаза в 
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стресс, вызванного добавлением меди в культуральную среду, характеризовался 

увеличением размаха варьирования морфологических показателей клеток [7]. 

Увеличение вариабельности размеров клеток водорослей, как результат 

разобщающего действия факторов, различающихся границами допустимых 

температурных и световых условий, отражены в работах [75, 76, 90]. 

При адаптации водорослей к субоптимальным значениям интенсивности 

света происходят изменения их размеров, что приводит к увеличению дисперсии 

всего размерного спектра. У Isochrysis galbana, Pleurochrysis carterae, Chaetoceros 

gracilis, Dunaliella tertiolecta, Thalassiosira weissflogii, Coscinodiscus sp. отмечен 

рост средних размеров клеток с возрастанием интенсивности света и 

значительное изменение форм клеток [110]. Объём клеток Phaeodactylum 

tricornutum уменьшался почти в три раза в ответ на снижение уровня 

облученности от 400 до 30 мкЭ·м2·с-1, а вариабельность его увеличивалась в два 

раза [108]. В опытах с Gonyaulaxta marensis обнаружена вариабельность объёмов 

клеток водорослей, обусловленная температурным фактором; акклимация 

водорослей к низкой температуре вызывала задержку клеточного деления, что 

приводило к появлению в популяции гигантских клеток [212]. 

Увеличение вариабельности клеточного объёма водорослей обнаружено при 

исследовании влияния токсических веществ на клетки фитопланктона [60, 91, 

195]. Укрупнение клеток Dunaliella tertiolecta и Phaeodactylum tricornutum, по 

мнению авторов [170], вызвано изменением в проницаемости клеточных мембран 

под воздействием тяжелых металлов. 

Размеры клеток водорослей также могут изменяться в зависимости от 

длительности фотопериода [197], спектрального состава света и его 

интенсивности [12].  

В работах [67, 204] отмечено увеличение вариабельности размерного 

спектра клеток водорослей в ответ на увеличение солёности. Аномальные клетки 

или створки были обнаружены в некоторых культурах пресноводной Cyclotella 

meneghiniana при наибольшей исследуемой солености – 16 ‰ [126]. Влияние 

солености на размер клеток диатомеи Corethron hystrix, которая может нормально 
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расти в пределах довольно узкого диапазона солености от 28 до 32 ‰, было 

изучено Н.А. Айздайчер и Ж.В. Маркиной [67]. Жизнеспособные клетки этой 

водоросли меняли свои морфологические признаки при солености 24 ‰. Этот 

уровень солености, вероятно, свидетельствует о начале ограничения клеточного 

деления, поскольку общее количество клеток к концу эксперимента было ниже, 

чем в контроле. Снижение солености до 16 ‰ вызывало выраженные 

необратимые морфологические изменения, в том числе увеличение высоты 

клеток. Отмирающие клетки расширялись, вероятно, из-за нарушения 

целостности мембран, вследствии чего становится невозможной контролируемая 

экскреция из клетки метаболитов для снижения внутриклеточного осмотического 

давления [42]. 

 

 

Таким образом, для получения сравнимых данных требуется единый 

протокол окрашивания диацетатом флуоресцеина, всесторонний анализ основных 

физиологических и биохимических параметров клеток водорослей современными 

приборными возможностями, такими как, проточная цитометрия и относительная 

переменная флуоресценция хлорофилла а. Это позволит максимально упростить 

систему контроля за состоянием культивируемого вида, выявить более 

чувствительные индикаторы летальных воздействий факторов среды на клетки 

водорослей, использование которых позволит быстро и эффективно 

охарактеризовать физиологическое состояние водорослей в различных условиях 

роста и спрогнозировать изменения, происходящие в экосистеме Черного моря.  
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ГЛАВА 2 МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

2.1 Объекты исследования 

 

Объектами исследования служили культуры морских водорослей разных 

таксономических групп: Bacillariophyceae Phaeodactylum tricornutum (Bohlin, 

1897), Nitzschia sp. №3 (Pr.-Lavr., 1955), Сhaetoceros affinis (Lauder, 1864), 

Skeletonema costatum (Cleve, 1878), Prymnesiophyceae Isochrysis galbana (Parke, 

1949), Dynophyceae Heterocapsa triquetrum (Stein, 1883), Prorocentrum pusillum 

(Dodge, Bibby, 1973), Trebouxiophyceae – Chlorella vulgaris suboblonga (Andreeva, 

1975) и Cyanophyceae – Synechococcus sp. штамм BS 9001. Водоросли хранятся в 

коллекции отдела экологической физиологии водорослей ФГБУН ФИЦ 

«Институт биологии южных морей имени А.О. Ковалевского РАН». 

 

2.2 Методы проведения экспериментов 

 

2.2.1 Метод проточной цитометрии 

 

Регулярные измерения исследуемого материала были проведены на базе 

лаборатории микропланктона ИнБЮМ с использованием проточного цитометра 

CytomicsTM FC 500 (Beckman Coulter, США), оборудованного 488 нм однофазным 

аргоновым лазером, что показано на рисунке 2.1.  

Принцип метода проточной цитометрии заключается в оптическом анализе 

клеток или их частей в гидродинамически узконаправленном потоке, который 

пересекает сфокусированный лазерный пучок. Поскольку частицы (чаще всего 

клетки) анализируются по одной, в результате измерения имеется не только 

среднее значение параметра, но и его распределение в популяции. Высокая 

http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Astrid_Cleve&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/1878
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скорость измерения (до 103 частиц в секунду) обеспечивает получение 

статистически достоверных результатов за короткое время. Современная оптика 

цитометра позволяет регистрировать сигнал в 2 каналах рассеяния (малоугловое и 

боковое) и до 5 каналов флуоресценции одновременно.  

 

 

 

Рисунок 2.1 – Проточный цитометр CytomicsTM FC 500 

 

Рассеяние света частицей под углом от 0,5о до 19о к оси возбуждающего 

луча называется малоугловым (forward scatter, FS). Интенсивность малоуглового 

рассеяния зависит от размеров (площади сечения) и коэффициента преломления 

частицы. При одинаковом коэффициенте преломления крупные частицы 

рассеивают больше света под малыми углами, чем мелкие. Боковым (side scatter, 

SS) называют рассеяние (фактически отражение) света под углом 90о к оси 

возбуждающего луча. Отражение происходит от границ сред с различными 

коэффициентами преломления, поэтому интенсивность бокового рассеивания 

отражает гранулярность клетки. Интенсивность SS достаточно велика и заметно 

превышает интенсивность FS.  

После отсечения рассеянного света, оставшийся свет распределяется по 5 

каналам флуоресценции (FL от 1 до 5), которые центрированы примерно на 525 

нм, 575 нм, 610 нм, 675 нм и 755 нм. Оптический путь света флуоресценции 

построен так, что сигнал, попадающий на каждый из детекторов, проходит 
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наименьшее число фильтров. 

FL1 – FL5 - каналы детекции специфического флуоресцентного сигнала 

красителя на разной длине волны. Использование нескольких флюоресцентных 

меток позволяет проводить одновременный двух-, трехцветный и более анализ 

(CytomicsTM FC 500 позволяет работать одновременно с 5 метками), так как 

каждый флюорохром при прохождении через луч лазера испускает свет 

различной длины волны [39, 119, 167]. 

 

Метод определения численности и размеров клеток микроводорослей на 

проточном цитометре CytomicsTM FC 500 

 

Общую численность микроводорослей в культурах и в природных пробах 

воды определяли в кластере на 2-х параметрических цитограммах по прямому 

светорассеиванию (FS) и флуоресценции отдельных клеток в красной (FL4, 675 

нм) и оранжевой (FL2, 575 нм) спектральных областях на безразмерных 

логарифмических шкалах [33]. Оранжевая флуоресценция фикоэритрина (FL2, 

575 нм) была использована для идентификации кластеров Synechococcus - 

пикоцианобактерий [33, 153]. Эти группы образуют кластеры на цитограммах, 

которые характеризуются высоким содержанием фикоэритрина, в то время как у 

пикоэукариотического фитопланктона он отсутствует. Концентрацию клеток 

рассчитывали по скорости протока пробы (60 мкл мин-1), времени счёта (100-360 

с) и количеству клеток, зарегистрированных в этот промежуток времени. 

Контроль качества измерений численности производили с помощью 

калибровочных флуоросфер (Flow-CheckTM, Beckman Coulter) с известной 

концентрацией в пробе.  

Относительный размер клеток микроводорослей определяли в кластерах по 

прямому (FS) и боковому светорассеиванию (SS) на линейных шкалах [153].  

Абсолютный средний размер рассчитывали с помощью калибровки, 

показанной на рисунке 2.2, для которой использовали водоросли различных 

размерных групп: Prorocentrum pusillum (средний диаметр 4,94+0,5 мкм), 
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Isochrysis galbana (средний диаметр 3,8+0,62 мкм), Synechococcus sp. штамм BS 

8902 (средний диаметр 1 мкм), Synechococcus sp. штамм BS 9003 (средний 

диаметр 1,3+0,7 мкм), Monochrysis lutheri (средний диаметр 2,1+0,1 мкм), размеры 

которых были измерены специально под световым микроскопом ZEISS Primo 

Star.  

 

Рисунок 2.2 – Зависимость величины прямого рассеяния (FS) от объёма клеток 

различных видов микроводорослей 

 

Биомассу исследуемых размерных групп пикофитопланктона и 

нанофитопланктона в единицах углерода рассчитывали с использованием 

коэффициентов, определенных в работах [128] для Synechococcus, для 

пикоэукариотов [213] и [207] для нанофитопланктона соответственно. 

 

Метод определения численности метаболически активных и неактивных 

клеток микроводорослей на проточном цитометре CytomicsTM FC 500 

 

Для оценки доли метаболически активных клеток в культурах 

микроводорослей и в природных сообществах использовали диацетат 

флуоресцеина (FDA), максимумы возбуждения и эмиссии 494 и 518 нм 

соответственно. Данный флуорохром пассивно проходит через 

цитоплазматическую мембрану клеток. Перевод красителя в светящуюся форму 
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осуществляется неспецифическими эстеразами [136]. FDA позволяет определять 

целостность мембран. Скорость выведения флуоресцирующего красителя из 

клеток ниже скорости его поступления, потому уменьшение свечения FDA 

свидетельствует о мембранных повреждениях [182]. Окраску суспензии клеток 

проводили в соответствии с [96] – после оттаивания красителя при комнатной 

температуре его медленно добавляли в интенсивно перемешиваемую пробу в 

количестве 1 мкл мл-1. Окраску производили в темноте в течение 20 мин (для 

выбора оптимального времени предварительно проводили тестовые окраски от 3 

до 55 мин).  

Ферментативную активность и содержание пигментов в клетках оценивали 

на 2-х параметрических цитограммах по флуоресценции FDA (канал FL1 в 

зелёной области спектра, 525 нм) и автофлуоресценции (FL4 в красной области 

спектра, 675 нм) на безразмерной логарифмической шкале. По положению 

кластера точек на цитограмме определили 4 сектора, соответствующие живым и 

физиологически активным клеткам (FL1+); малоактивным и мёртвым клеткам 

(FL1); клеткам с высоким (FL4+) и низким (FL4) содержанием пигментов, и 

исследовали их динамику в ходе экспериментов, что показано на рисунке 2.3.  

 

 

Рисунок 2.3 – Ферментативная активность (FL1 – флуоресценция FDA) и 

содержание пигментов (FL4 - автофлуоресценция) в клетках Nitzchia sp. №3 А – 

кластер, соответствующий культуре микроводорослей. Прерывистыми линиями 

обозначены границы четырёх субпопуляций клеток 



34 

 

Также рассчитывали среднее значения аккумулированной флуоресценции 

FDA на клетку, обозначив её, как FDAfl. 

Цитометрические данные обрабатывали с использованием программы 

flowingsoftware 2 (www.flowingsoftware.com). 

 

2.2.2 Метод относительной переменной флюоресценции хлорофилла а 

 

Величину относительной переменной флуоресценции хлорофилла а, 

характеризующую максимальную квантовую эффективность фотосистемы 2 

(ФС2) (в литературе встречаются определения, как эффективность первичного 

разделения зарядов, КПД использования световых квантов и др.) под которой 

далее по тексту будет пониматься коэффициент относительной переменной 

флуоресценции хлорофилла а [100, 171, 177] определяли на флуориметре МЕГА 

25 [23, 177], разработанном на кафедре биофизики биологического факультета 

МГУ имени М.В. Ломоносова, по формуле (2.1): 

 

Fm

FFm
FmFv

0
/


        (2.1) 

 

где  

Fm– максимальная флуоресценция после серии световых вспышек 

насыщающих реакционные центры фотосинтеза; 

F0– величина флуоресценции при открытых реакционных центрах; 

 

Перед измерением пробы выдерживали 15 минут в темноте при температуре 

акклимации. 

Основным элементом работы прибора флуориметра МЕГА 25 является 

«одиночное измерение» (Single measurement) – однократная запись кривой 

индукции флуоресценции после завершения предварительных процедур (рисунок 

http://www.flowingsoftware.com/
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2.4):  

 Перемешивание (Stirring). Возбуждающий свет выключен. В начале 

процедуры происходит автоматическое включение привода магнитной мешалки, а 

в конце - его отключение. 

 Пауза (простой, Idle). Необходима для остановки движения частиц в 

кювете после перемешивания. Ее минимальная продолжительность подбирается 

опытным путем в зависимости от объема жидкости в кювете и интенсивности 

перемешивания. 

 Накопление сигнала Fo или адаптация образца к свету и накопление 

сигнала Ft в конце адаптации. 

Индукция флуоресценции регистрируется при фиксированном значении 

интенсивности возбуждающего света около 5000 мкмоль∙м-2∙с-2.  

 

Время

Интенсивность 
возбуждающего 

света

переме-
шивание

пауза

мешалка
вкл выкл

адаптация к свету  10 с … 1 ч индукция флуоресценции  
50 мкс … 5 мин

Время

Интенсивность 
флуоресценции

накопление сигнала Ft  - последние 64 импульса  

F’m

Ft

τи = 5 мкс,  f = 80 кГцτи = 5 мкс,  f = 16 Гц … 8 кГц

 

 

Рисунок 2.4 – Временная диаграмма одиночного измерения (Single measurement) c 

перемешиванием, паузой и предварительной адаптацией объекта к свету (рисунок 

И.В. Конюхов) 
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На основе элемента Single measurement построен более сложный тип 

измерений – Signal averaging, который представляет собой многократное 

повторение (1 и более раз) Singl emeasurement с одними и теми же настройками 

(параметрами). Данный режим используется для увеличения отношения 

сигнал/шум на кривой индукции флуоресценции и увеличения точности 

определения Fv/Fm. Уменьшение высокочастотных шумов на индукционной 

кривой достигается за счет усреднения нескольких кривых индукции. В теории, 

амплитуда шумов при усреднении будет уменьшена в  раз, где n – количество 

повторов. Естественно, что повторное облучение клеток водорослей светом 

насыщающей интенсивности не проходит для них совершенно бесследно, даже 

при перемешивании и больших интервалах между измерениями. Fv/Fm в таком 

режиме систематически снижается. При использовании мешалки, усреднение дает 

репрезентативный сигнал по всему содержимому кюветы, а не только по ее 

облучаемой области. Это важно при малом числе клеток или колоний клеток, 

хаотичное перемещение которых по кювете дает заметную флуктуацию общей 

амплитуды сигналов флуоресценции (и Fo и Fm). 

 

Также в работе использовали стандартные методы определения содержания 

углерода, азота и хлорофилла а в клетках водорослей, метод световой 

микроскопии. 

Содержание органического углерода и азота в клетках водорослей 

определяли методом газо-адсорбционного хроматографического анализа на CHN-

анализаторе в двух повторностях [122].  

Концентрацию хлорофиллаа в пробах определяли спектрофотометрически 

на спектрофотометре Specord UV-VIS (Karl Zeiss Jena). Расчет концентрации 

пигмента проводили по общепринятой формуле [135]. 

Удельную скорость роста водорослей в разных фазах накопительной 

культуры рассчитывали по приросту углерода или численности клеток в пробе по 

формулам (2.2, 2.3) [57]. 
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t

CCt 0lnln 


       (2.2) 

t

NN t 0lnln 


      (2.3) 

 

где  

µ- удельная скорость роста, сут.-1;  

Co и Ct–исходная концентрация углерода и его количество через время t, 

мг∙л-1;  

No и Nt – исходная численность клеток и ее количество через время t, кл∙мл-1;  

t – время между измерениями в сутках. 

Численность и линейные размеры клеток Сhaetoceros affinis, Skeletonema 

costatum определяли методом прямого счета в капле объемом 0,01 мл под 

световым микроскопом ZEISS Primo Star [9]. Объем клеток вычисляли по методу 

геометрического подобия на основе измерений линейных размеров не менее 100-

300 клеток [5, 199].  

 

2.3 Условия проведения экспериментов 

 

Эксперименты с культурами микроводорослей 

Во всех экспериментах альгологически чистые культуры выращивали на 

среде f/2 [124] и освещали люминесцентными лампами (Philips TLRS 20W/54765) 

холодного свечения непрерывно в течение 3–30 сут. Освещённость измеряли 

люксметром Ю-116. Для перевода освещённости в энергетические единицы 

принимали, что 1клк = 17,2 мкЭ м-2.с-1 [38]. Эксперементы проводили в двух 

повторностях. Было разработано 6 серий экспериментов. Общий объем 

проведенных экспериментов составил 42 опыта.  

Первая серия экспериментов. Исследование динамики физиологически 
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активных и неактивных клеток микроводорослей. 

Культуры Phaeodactylum tricornutum, Nitzschia sp. № 3 выращивали в колбах 

объёмом 500 мл в течение 21 суток, при температуре 20 ºС и освещенности 103 

мкЭ м-2 с-1. 

Для цитометрического анализа из культивационных сосудов отбирали 

аликвоты объёмом 3 мл в 3-х повторностях. Динамику соотношения 

физиологически активных и неактивных клеток исследовали в период роста, в 

стационарной стадии и стадии отмирания клеток. 

Вторая серия экспериментов. Соотношение мёртвой и живой компоненты 

взвеси в культурах микроводорослей в зависимости от стадии роста и 

освещённости. 

Эксперименты проводили с культурами: Chlorella vulgaris suboblonga, 

Phaeodactylum tricornutum, Isochrysis galbana, черноморский вид цианобактерий- 

Synechococcus sp. штамм BS 9001.  

Chlorella vulgaris suboblonga и Phaeodactylum tricornutum выращивали в 

накопительном, непрерывном режиме культивирования при двух интенсивностях 

света: 258 мкЭ м-2 ·с-1 и 17 мкЭ м-2 ·с-1. Температура поддерживалась в диапазоне 

18-20 ºС. 

Проведено исследование действия интенсивности света 900 мкЭ м-2 ·с-1 

после адаптации Phaeodactylum tricornutum, Isochrysis galbana, Synechococcus sp. 

штамм BS 900 к освещенности 20 мкЭ м-2 ·с-1. Время экспозиции составило 24 

часа. Температура поддерживалась в диапазоне 18-20 ºС. 

Третья серия экспериментов. Оценка функционального состояния 

микроводорослей методами проточной цитометрии и относительной переменной 

флюоресценции хлорофилла. 

Накопительную культуру Chlorella vulgaris suboblonga выращивали в 

течение 22 суток при постоянном свете 43 мкЭ м-2 с-1, затем после разведения 

переставляли на три освещенности 250, 50 и 20 мкЭ м-2 с-1  и выращивали в 

течение 12 суток. Температура поддерживалась в диапазоне 18-20 ºС. 

Четвертая серия экспериментов. Исследовали адаптационные изменения 
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водоросли Phaeodactylum tricornutum и флуоресцентных показателей в различных 

условиях среды. Культуру выращивали в двух повторностях при температуре 20 

ºС и интенсивности света 34 мкЭ м-2 с-1 в течение 14 суток с двукратно 

уменьшенным содержанием азота относительно исходный среды. Интенсивность 

света определяли на уровне дна культивационным зондирующим 4П датчиком 

квантометра QSL 2101 (Biospherical Instruments Inc., США), диапазон, которого 

составляет 400-700 нм (ФАР).  

Для исследования влияния светового фактора Phaeodactylum tricornutum 

адаптировали дискретно к освещенностям от 14 до 1720 мкЭ м-2 с-1 при 

температуре 20 ºС в конических 250 мл колбах в течение периода времени, 

достаточного для соответствующей стабилизации роста при данной освещенности 

(3-7 суток). Облучение осуществлялось светодиодами белого света (4000 ºК), 

различные уровни которого достигались изменением расстояния до источника 

света и применением затеняющих фильтров.  

Температурную акклимацию проводили в диапазоне от 3 до 27 ºС при 

постоянной освещенности 34 мкЭ м-2 с-1 в течение периода времени, достаточного 

для соответствующей стабилизации роста при данной температуре (3-6 суток). 

Для создания необходимых температурных условий использовали 

термостатированный бокс с регулируемой температурой. Практически 

достигнутая точность поддержания температуры была + 0,1 ºС. 

Концентрация клеток культуры поддерживалась примерно на одном уровне 

в экспоненциальной фазе роста путем периодического (1 раз в сутки) разбавления 

свежей питательной средой. Текущий контроль осуществлялся путем измерения 

оптической плотности суспензии. Оптическая плотность суспензии определялась 

на спектрофотометре СФ 26 ЛОМО на длине волны 750 нм в 10-ти сантиметровой 

цилиндрической кювете, закрепляемой внутри кюветного отделения в специально 

изготовленном держателе. Возможность использования оптической плотности, 

как показателя биомассы для разных видов, была исследована ранее, и получена 

линейная зависимость между этой величиной и концентрацией клеток [59]. 

Стандартное отклонение (S) измерения оптической плотности определялось 
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путем статистической обработки серии измерительных процедур (n=12) и 

составляла 0,047 опт.ед. При минимальных экспериментальных плотностях 

измеряемых суспензий равных 0,3 опт. ед. коэффициент вариации не превышал 16 

%. Величина рН культуральной среды контролировалась и находилась в пределах 

8,2 – 8,5. 

Для цитометрического анализа из культивационных сосудов отбирали 

аликвоты объёмом 3 мл. 

Пятая серия экспериментов. Исследование вариабельности размерного 

спектра клеток микроводорослей при разных световых и температурных 

условиях. 

Объектом исследования служили диатомовые водоросли: Сhaetoceros 

affinis, Skeletonema costatum, Phaeodactylum tricornutum, динофитовые: 

Heterocapsa triquetrum, Prorocentrum pusillum, и зелёная Chlorella vulgaris 

suboblonga. Сhaetoceros affinis, Skeletonema costatum, Heterocapsa triquetrum, 

Prorocentrum pusillum, которые выращивали в накопительном режиме при двух 

интенсивностях света: 43 и 206 мкЭ м-2 с-1, температуру поддерживали в 

диапазоне 19-20 ºС. Phaeodactylum tricornutum, Chlorella vulgaris suboblonga 

адаптировали к температурам 10 ºС и 20 ºС при интенсивности света 34 мкЭ м -2 с-

1. Продолжительность опытов составила от 5 до 25 суток, в зависимости от 

исследуемого вида. 

Численность клеток Сhaetoceros affinis, Skeletonema costatum измеряли 

методом прямого счета в капле 0,01 мл под световым микроскопом ZEISS PRIMO 

STAR. Расчет численности Heterocapsa triquetrum, Prorocentrum pusillum, 

Phaeodactylum tricornutum и Chlorella vulgaris suboblonga производили с помощью 

проточного цитометра CytomicsTM FC 500. Цитометрические измерения 

проводили в 3-х повторностях в пробах объёмом 2 мл. Расчет объёмов клеток 

водорослей производили в соответствии с калибровкой (рисунок 2.2). 

Для оценки уровня изменчивости клеточных размеров на основании 

коэффициента вариации использовали шкалу А. С. Мамаева [28]. Достоверность 

результатов исследований определяли с помощью критерия Стьюдента [26]. 
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Эксперименты с пробами in situ 

Полевую апробацию метода витальной окраски водорослей диацетатом 

флуоресцеина и исследование сезонной динамики биомассы, хлорофилла а и 

флуоресцентных показателей клеток пико и нанофитопланктона проводили на 

модельной станции глубиной 5 метров, расположенной в Севастопольской бухте с 

внутренней стороны южного заградительного мола (рисунок 2.5). Пробы 

отбирали в поверхностном слое (0,1 м) раз в неделю с января по декабрь 2014 г. 

Наличие мола обуславливает затрудненный водообмен и защиту от волнового 

воздействия Севастопольской бухты. Не менее чем в 60 м от станции ближе к 

входу в бухту находится мидийная плантация [58]. Всего собрано и обработано 

150 проб. В работе также использованы данные по содержанию биогенных 

элементов в Черном море, полученные сотрудником отдела аквакультуры и 

морской фармакологии в указанный период. Гидрохимические параметры 

определяли согласно [35]: минеральный фосфор – по Морфи и Райли, аммоний – 

по Гроссгофу-Юхансену, нитраты – восстановлением до нитритов омедненным 

кадмием с последующим их определением единым «цветным» реактивом, 

кремнекислоту – по голубому кремнево-либденовому комплексу. 

Температуру воды определяли непосредственно в момент отбора пробы. 

Освещенность измеряли в течение всего светового дня, каждый час с помощью 

люксметра Ю-116. Переходный коэффициент от освещенности в люксах к 

интенсивности солнечной радиации (ФАР) принимали равным 1000 лк=20 мкЭм-

2∙с-1 [38]. Для цитометрического анализа отбирали аликвоты объемом 3 мл в 3 

повторностях.  

 

Рисунок 2.5 – Схема 

расположения станции отбора 

проб  
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2.4 Статистическая обработка данных 

 

Рассчитывали средние арифметические (М), стандартные отклонения (SD), 

ошибки средней (m), достоверность различий выборочных средних c помощью 

парного t-критерия (α), коэффициенты корреляции (R). Для получения уравнений 

корреляции использовали линейный регрессионый анализ Р (99 % и 95 %). 

Статистическая обработка данных выполнялась по стандартным программным 

пакетам “Microsoft Exel 7.0”, “Statistica-5” и “Grapher-7” для персонального 

компьютера. 

 

2.5 Объем проанализированного материала 

 

Данные были получены в период работ 2008-2017 годов. Количество 

обработанных проб представлено в таблице 2.1.  

 

Таблица 2.1 – Количество обработанных проб 

 Общее 

количество проб 

Из них 

микроскопия 

Из них проточная 

цитометрия 

Экспер. №1 280 - 280 

Экспер. №2 470 25 445 

Экспер. №3 580 30 550 

Экспер. №4 370 130 240 

Экспер. №5 490 200 290 

Другие  150 - 150 

Всего обработано проб  2340 
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ГЛАВА 3 ДИНАМИКА ЧИСЛЕННОСТИ ЖИВЫХ, НЕАКТИВНЫХ И 

МЁРТВЫХ КЛЕТОК МИКРОВОДОРОСЛЕЙ 

 

3.1 Оценка доли физиологически активных и неактивных клеток в 

культурах микроводорослей 

 

Среди малоизученных вопросов – насколько отличаются оптимальные 

условия окраски разных видов микроводорослей витальным красителем FDA, и 

каким образом таксономический состав микроорганизмов в пробе может влиять 

на эффективность её окрашивания. 

В связи с этим, были проведены следующие эксперименты (выбор 

оптимальных условий): а) окраска FDA двух видов микроводорослей, 

Phaeodactylum tricornutum и Nitzschia sp. № 3. б) последующего определения доли 

физиологически активных клеток с помощью проточной цитометрии.  

С увеличением продолжительности окрашивания проб FDA интенсивность 

флуоресценции клеток возрастала (смещение пика вдоль оси абсцисс на рисунке 

3.1), а её вариабельность снижалась (более высокий и узкий пик). После 10 мин 

окрашивания характер флуоресценции водорослей менялся незначительно, за 

исключением небольшого роста пика у P. tricornutum (рисунок 3.1, А) и его 

смещения у Nitzschia sp. № 3. (рисунок 3.1, Б). При продолжительности окраски 

более 50 мин оценки численности FDA клеток оказывались завышенными, 

вероятно, за счёт неспецифической окраски мёртвых клеток. Таким образом, 

требовалась стандартизация процедуры окрашивания обеих культур для того, 

чтобы обеспечить корректное сопоставление результатов, полученных на разных 

этапах эксперимента.  

В соответствии с результатами, представленными на рисунке 3.1 

оптимальное время окрашивания обеих культур составляло около 20 мин, 

поскольку при этом достигалась максимальная интенсивность окраски клеток 
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(пик смещен вправо достаточно далеко, чтобы избежать недооценки окрашенных 

клеток) и её наименьшая вариабельность (узкий пик). Наши результаты хорошо 

согласуются с опубликованным протоколом 20-минутной окраски FDA разных 

видов микроводорослей для их исследования с помощью эпифлуоресцентной 

микроскопии [166]. Вместе с тем, нет полной уверенности, что методы окраски 

моновидовых культур окажутся столь же эффективными и в цитометрическом 

исследовании природного фитопланктона [63].  

 

 

Рисунок 3.1 – Зависимость интенсивности и характера окраски микроводорослей 

от её продолжительности (время указано в минутах) в культурах Phaeodactylum 

tricornutum (А) и Nitzschia sp. № 3 (Б)  

 

На рисунке 3.2 представлены некоторые из цитограмм, которые 

иллюстрируют конфигурацию кластера клеток, её изменение и смещение кластера 

в координатах FL4-FL1 на разных стадиях роста обеих культур. По мере старения 

культур снижалось внутриклеточное содержание пигментов (накопление FL4−) и 

ферментативная активность (FL1−), увеличивалось количество мёртвых клеток 

(смещение кластеров вниз и влево, рисунок 3.2). 
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Рисунок 3.2 – Снижение ферментативной активности (FL1 – флуоресценция FDA) 

и содержания пигментов (FL4 - автофлуоресценция) в клетках культур 

микроводорослей. А – кластер, соответствующий клеткам культуры 

микроводорослей. Прерывистыми линиями обозначены границы четырёх 

субпопуляций клеток: живых и физиологически активных клеток (FL1+); 

малоактивных и мёртвых клеток (FL1); клеток с высоким (FL4+) и низким (FL4-) 

содержанием пигментов 

Динамика общей численности и доли малоактивных и мёртвых клеток 

(FL1−) в накопительных культурах представлена на рисунке 3.3. Выход культур в 

стационарную фазу наблюдали через 4 суток – у Nitzschia № 3 и 15 суток – у P. 

tricornutum. В экспоненциальной фазе роста доля мёртвых и малоактивных (FL1−) 

клеток не превышала 10 % в обеих культурах, тогда как в стационарной фазе она 

возрастала почти до 100 % у Nitzschia sp. № 3 и 70 % – у P. tricornutum, что 

показано на рисунке 3.4. На 15-е сутки культура Nitzschia sp. № 3 переходила в 
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стадию отмирания, и доля FL1− в общей численности микроводорослей снижалась 

в результате лизиса мёртвых клеток.  

 

 

Рисунок 3.3 – Динамика общей численности и доли малоактивных и мёртвых 

клеток (FL1) в накопительных культурах микроводорослей 

Однако, растянутость кластеров клетокна рисунке 3.2 вдоль оси FL1, когда 

культуры находились в стационарной фазе роста, к сожалению, не даёт четкого 

представления о количестве мёртвых клеток, так как в большей степени данная 

культура представляет «субпопуляцию» из мертвых и малоактивных клеток. 

Расчёт непосредственно мёртвых клеток может быть затруднён и вследствие 

лизиса самих клеток, который по данным [29] при благоприятных условиях может 

составлять 2-3 часа. Решить эту задачу позволяет метод оценки доли живых и 

мертвых клеток по интенсивности флуоресценции хлорофилла а клеток в красной 

(FL4, 675 нм) области спектра. 
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3.2 Соотношение мёртвой и живой компоненты взвеси в культурах 

микроводорослей в зависимости от стадии роста в разных условиях 

освещённости 

 

В живых активных клетках микроводорослей молекула хлорофилла а 

показывает красную флуоресценцию, в то время как мёртвые и разрушенные 

клетки характеризуются отсутствием автофлуоресценции. Накапливаемое в 

результате разрушения живых клеток органическое вещество в виде частиц 

взвеси, с малым содержанием хлорофилла, в литературе было определено, как 

«debris» (обломки, мусор) – частицы с размерами меньше размеров живых клеток 

водорослей, с низкой или отсутствующей автофлуоресценцией [87]. При этом 

количество, скорость образования и динамика содержания этих частиц могут 

быть способом исследования функционального состояния популяции 

микроводорослей в тех или иных условиях, т.к. характеризуют количество 

мёртвых клеток и позволяют оценить вклад детритной компоненты, связанной с 

разрушением клеток. 

Для более точного выяснения количества и динамики мёртвых 

(фотосинтетически неактивных) клеток проведены эксперименты, в которых 

оценивали связь ФНВ (фотосинтетически неактивная взвесь) с плотностью 

культуры и световыми условиями.  

На рисунке 3.4А представлена цитограмма, показывающая распределение 

частиц в культуре Phaeodactylum tricornutum, где каждая точка соответствует 

регистрируемому событию в координатах рассеяния и красной 

автофлуоресценции. На рисунке 3.4Б и 3.4В представлены распределения частот 

событий отдельно по величине рассеяния и автофлуоресценции. Как видно из 

этих рисунков, исследуемая культура может быть разделена на две группы 

частиц: частицы с высоким (область А) и низким (область Б) содержанием 

пигментов, различающаяся по размерной структуре. Область А в данном случае 

соответствует клеткам водорослей, а также, возможно, крупным фрагментам 
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клеток, содержащих неразрушенные пигменты. В области Б регистрируются 

бесхлорофилльные остатки или же фрагменты клеток водорослей. 

Для более точного определения суммарного объёма весь размерный 

диапазон, в котором наблюдались частицы, был разбит на 6 участков AA, Z, Y, X, 

T, M, что показано на рисунке 3.4А, в каждом из которых измерялся средний 

размер частиц и их количество. Объём рассчитывался по формуле сферы, где 

размер частиц рассматривался как её диаметр. Сумма этих величин представляла 

общий объём взвеси частиц в 1 мл исследуемой суспензии. Таким же образом 

определяли объём (в мкм3·мл-1) взвеси, содержащейся в используемой 

культуральной среде (профильтрованная и стерилизованная морская вода), 

который учитывали как фон. 

 

 

Рисунок 3.4 – Распределение частиц взвеси Phaeodactylum tricornutum в 

координатах: прямое светорассеивание (FS) и автофлуоресценция (FL4) (А). А – 

кластер, соответствующий клеткам исследуемой культуры, Б – частицы с низким 

содержанием пигментов (ФНВ). Размерный спектр культуры (Б). Частотный 

спектр культуры по автофлуоресценции (В) 

 

При выращивании водорослей на низкой интенсивности света, 

относительная доля ФНВ составляла 1-2 % в начальной и экспоненциальной 

фазах роста. Для обеих культур наблюдалась тенденция к повышению ФНВ по 
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мере увеличения плотности культуры. В стационарной фазе отмечается 

увеличение доли ФНВ на фоне некоторого снижения численности клеток как для 

P. tricornutum, так и для C. vulgaris suboblonga, что показано на рисунке 3.5.  

 

 

 

Рисунок 3.5 – Динамика изменения суммарного объёма клеток и 

фотосинтетической неактивной взвеси (ФНВ, %) в процессе роста накопительных 

культур Phaeodactylum tricornutum и Chlorella vulgaris suboblonga при двух 

освещённостях  

 

В условиях роста культур, при освещённости 258 мкЭ м-2·с-1 наблюдается 

более высокое процентное содержание ФНВ на всех стадиях роста и 

существенное накопление частиц в поздних стадиях роста. Интенсивное 

освещение приводит к повышению метаболической активности клеток (высокая 

скорость роста) и одновременно вызывает возрастание относительной доли 
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разрушенных фрагментов клеток.  

Возможно, используемый уровень освещённости (258 мкЭ·м-2·с-1) являлся 

избыточным для этих видов, в 3-5 раз превышая Ik (насыщающая рост клеток 

интенсивность света), что и является возможной причиной увеличения 

смертности водорослей, приводящей к повышению концентрации ФНВ. 

Показано, что высокий уровень освещённости может ингибировать рост и 

вызывать гибель клеток, однако такие эффекты наблюдаются при существенно 

более высоких значениях интенсивности света [14]. 

В стационарной фазе происходит снижение обеспеченности водорослей 

элементами минерального питания до уровня, при котором рост клеток 

останавливается [100]. Другим фактором, влияющим на состояние клеток в 

стационарной фазе, может являться их чрезмерная плотность, при которой 

возможны эффекты самоинтоксикации. 

Известно, что отрицательное влияние на жизнеспособность P. tricornutum 

оказывают метаболиты, выделяемые культурой в стационарной фазе роста. 

Ингибирование роста обнаружено и для других диатомовых водорослей, а также 

для культур рода Chlorella [1, 2]. 

Проведен эксперимент с целью оценки влияния этих факторов на величину 

относительного содержания ФНВ взвеси в культуре P. tricornutum. Для этой цели 

была прослежена динамика изменения численности клеток и доли ФНВ в 

культурах водорослей, находящихся в стационарной фазе при высокой 

концентрации клеток (13·106 кл. мл-1), и тех же водорослей, после десятикратного 

разведения стерильной профильтрованной водой (1,3·106 кл. мл-1), что показано на 

рисунке 3.6. 
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Рисунок 3.6 – Динамика численности клеток водорослей и относительного 

содержания объёма ФНВ для стационарного состояния в плотной (А) и 

разведённой (Б) культурах Phaeodactylum tricornutum, рисунки В, Г – 

цитограммы распределения частиц для этих культур на 8 сутки  

 

В плотной культуре наблюдалась тенденция к снижению концентрации 

клеток, при этом доля ФНВ возрастала. В разведенной культуре отмечалось 

повышение концентрации клеток сразу после разведения и с последующей 

остановкой скорости роста. В этом случае доля ФНВ оставалась на низком уровне 

в течение всего эксперимента. На рисунках 3.6В и 3.6Г представлены цитограммы 

распределения частиц исследуемых суспензий для этих двух случаев. Обращает 

на себя внимание больший диапазон распределения событий, как по размерам, так 
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и по флуоресценции для густой культуры P. tricornutum, по сравнению с 

разведённой. 

Высокая вариабельность этих величин в зоне А, которая соответствует 

непосредственно активным клеткам и, возможно, их крупным обломкам, 

сохранившим фотосинтетические пигменты, указывает на большую 

физиологическую неоднородность популяции и косвенным образом 

свидетельствует об ухудшении состояния водорослей. Так, в литературе подобное 

расширение области распределения частиц сопутствовало возрастанию 

количества мёртвых и малоактивных клеток в популяции [49]. Полученные нами 

данные в определенной степени подтверждают тот тезис, что плотностной фактор 

имеет негативное значение для водорослей, безотносительно к дефициту 

минерального питания.  

В природных условиях водоросли зачастую подвергаются действию 

высокой освещенности (800 – 1000 мкЭ м-2 ·с-1). Это может происходить на 

мелководье или когда они обитают в поверхностной плёнке. 

Проведено исследования действия высокой освещенности (900 мкЭ м-2 ·с-1) 

при 24 часовой экспозициипосле адаптации водорослей к 20 мкЭ∙м-2∙с-1. 

Исследования проводили на следующих видах водорослей: диатомовой – P. 

tricornutum, примнезиофитовой – I. galbana и, одном виде сине-зеленнных 

(черноморский вид цианобактерий - Synechococcus sp. штамм BS 9001). 

Результаты эксперимента представлены на рисунке 3.7.  

Действие света 900 мкЭ∙м-2 ∙с-1 во всех случаях приводило к ингибированию 

роста клеток и возрастанию доли ФНВ, однако степень воздействия различается 

для отдельных видов (рисунок 3.7). У P. tricornutum наблюдалось увеличение 

прироста биомассы клеток при экспозиции на высоком свету, а доля ФНВ 

возрастала до 25 % относительно общей биомассы клеток в течение суток. У I. 

galbana и Synechococcus sp. штамм BS 9001 отмечалась убыль суммарного объёма 

клеток водорослей (биомасса водорослей) при увеличении доли ФНВ. Важно 

отметить, что уровни уменьшения клеточного объёма и прироста объёма ФНВ 

частиц несоизмеримы по величине.  
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Так при практически полном лизисе клеток I. galbana и уменьшении 

плотности биомассы на 20 мкм3 мл-1 суммарный объём ФНВ увеличился почти в 

два раза (от 0,1·106 мкм3 до 0,22·106 мкм3), однако это изменение составило 1 % от 

изменения плотности водорослей. Synechococcus sp. штамм BS 9001 в этом 

отношении занимает промежуточное положение: убыль клеточной компоненты 

была равна 6 мкм3, а прирост суммарного объёма ФНВ за сутки составлял порядка 

15 % от этой величины.  

 

  

 

Рисунок 3.7 – Динамика суммарного 

объёма клеток трех видов водорослей 

и суммарного объёма частиц ФНВ 

при изменении световых условий с 

20 мкЭ м-2·с-1 (1-2 сутки) на 900 мкЭ 

м-2с-1 (2-3 сутки). Синей стрелкой 

обозначено начало изменения 

световых условий 

 

Индуцируемое светом ингибирование роста водорослей и лизис клеток 

показывает различную устойчивость исследованных видов к экстремальной 

освещённости. В то же время, для них характерна различная степень накопления 
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разрушенных компонент клеток и мёртвых клеток. Накопление ФНВ является 

следствием лизиса и отмирания клеток с одной стороны, и последующей 

дезинтеграции и растворения − с другой. Оба эти процесса в значительной 

степени связаны с морфологическими особенностями клеток исследуемых видов 

микроводорослей, и особенностями строения их внешних оболочек. Так P. 

tricornutum и C. vulgaris suboblonga характеризуются наличием жестких структур 

в составе клеточных оболочек: кремнеземная оболочка, называемая «панцирем» 

характерна для P. tricornutum [6] и целлюлозоподобная структура, входящая в 

состав клеточной оболочки – для C. vulgaris suboblonga [165]. Лизис клеток этих 

видов приводит к образованию и накоплению клеточных фрагментов устойчивых 

к разложению и дезинтеграции. У клеток водорослей I. galbana отсутствует 

клеточная оболочка, окружающая цитоплазматическую мембрану, поэтому в 

условиях лизиса плазмалемма составляет незначительную часть общего вещества 

в клетке [150]. Суммарное содержание бесхлорофилльных клеток для этого вида 

не превышало 0,5 %. Лизис в результате действия светового фактора приводил к 

возрастанию этой величины до 2 % от исходной концентрации клеток. Можно 

предположить, что лизис клеток сопровождался растворением и быстрой 

дезинтеграцией плазмалеммы и других мембранных структур клетки до 

фрагментов, нерегистрируемых цитофлуориметром. Наблюдалось также быстрое 

обесцвечивание фотосинтетических пигментов, которое связано, с разрушением 

хлоропластов, как целостных структур.  

Скорость перехода взвешенного органического вещества в растворенное и 

бактериальная минерализация являются важными процессами трансформации 

вещества в морских экосистемах. Показано, что лизис клеток происходит в 

течение 2-3 ч [29], при этом пятидесяти процентная бактериальная минерализация 

растворенной органики имеет порядок десятка часов, а минерализация 

взвешенного вещества (50 %) - несколько суток для детрита из различных видов 

водорослей [164].  

Рассчитано процентное соотношение вкладов частиц ФНВ различных 

размерных групп (АА, Z, X, Y, T, M) (см. рисунок 3.4) в общей биомассе взвеси 
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для культуры P. tricornutum, растущей на низком свету и после суточной 

экспозиции на интенсивности света 900 мкЭ м-2 ·с-1, что показано на рисунке 3.8.  

 

  

 

Рисунок 3.8 – Соотношение суммарных объёмов частиц ФНВ в различных 

размерных суммарных диапазонах (АА, Z, X, Y, T, M) (см. рисунок 3.4А) для 

культуры P. tricornutum, растущей на низком свету (А) и после суточной 

экспозиции на интенсивности света 900 мкЭ м-2 ·с-1 (Б) 

 

Верхняя граница размеров ФНВ частиц соответствует среднему размеру 

клеток данной популяции. Присутствует также незначительное количество частиц 

большого размера, которые могут быть следствием агрегации более мелких 

единиц.  

Максимальный объём взвеси культуры, растущей при умеренной 

освещенности, приходится на мелкие фракции клеток, объёмом меньше 1 мкм3. 

Быстрое повышение общего содержания ФНВ у P. tricornutum в условиях 

экстремальных освещённостей приводит к изменению размерного состава этой 

взвеси. При сравнении рисунков 3.8А и 3.8Б можно отметить повышение доли 

крупных частиц после суточной экспозиции на высокой освещенности, что 

свидетельствует об определенной последовательности процесса разрушения 
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клеточного вещества.  

В ряде работ также показано, что увеличение бесхлорофилльных клеток 

водорослей при действии токсических веществ, свидетельствует об изменении 

функционального состояния исследуемых видов [104, 121, 131, 163, 180]. 

Воздействие на Chlamydomonas moewusii химических веществ (пестициды, 

лекарственные препараты) и тяжёлых металлов (медь) вызвало быстрое 

ингибирование природной флуоресценции клеток, с появлением 

бесхлорофилльных клеток или «debris» (без эмиссии флуоресцентного 

хлорофилла) после трехчасовой выдержки в самых высоких концентрациях 

тестируемых веществ. Процент таких клеток резко увеличивался после 24 часовой 

экспозиции и достигал 90 % в случае воздействия меди и имазалила 

(действующее вещество пестицидов). Клетки с низкой или отсутствующей 

флуоресценцией у Chlorella vulgaris наблюдались только при воздействии 

высокой концентрации меди [181]. 

Таким образом, в культурах водорослей присутствуют мёртвые частицы, 

которые являются продуктом лизиса клеток и последующей дезинтеграции 

клеточных структур. Относительная доля этих мёртвых клеток для водорослей, 

растущих в благоприятных условиях, при невысокой освещённости, зависит от 

вида водорослей (структуры их клеточных оболочек) и физиологического 

состояния культуры. Для клеток с жесткими целлюлозоподобными (C. vulgaris 

suboblonga) и кремниевыми (P. tricornutum) оболочечными структурами эта 

величина составляет 1-2 % от объёма всей клеточной биомассы, для клеток, 

окруженных только цитоплазматической мембраной, не превышает 0,5 %.  

Структура клеточных оболочек определяет и скорость последующего 

растворения и минерализации клеточных компонент. Для I. galbana и 

Synechococcus sp. штамм BS 9001 наблюдается быстрое растворение клеточных 

фрагментов после лизиса клеток в условиях стрессового светового воздействия, в 

то время как для C. vulgaris suboblonga и P. tricornutum отмечается существенное 

накопление органической взвеси при депрессии скорости роста. Доля частиц ФНВ 

увеличивается при переходе культуры в стационарную фазу роста и при 
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избыточной интенсивности света. При освещенности 900 мкЭ∙м-2 ∙с-1 наблюдается 

ингибирование роста P. tricornutum и интенсивный лизис клеток I. galbana и 

Synechococcus sp. штамм BS 9001, что сопровождается возрастанием количества 

ФНВ. В условиях стационарной фазы роста повышенная смертность водорослей 

P. tricornutum и увеличение доли ФНВ в большей степени вызывается факторами, 

связанными с чрезмерной плотностью культуры, чем дефицитом минерального 

питания. 

 

Таким образом, результаты, представленные в этом разделе, позволяют 

сделать ряд обобщений. 

Накопительные культуры Phaeodactylum tricornutum и Nitzschia sp. № 3 

хорошо окрашивались диацетатом флуоресцеина (FDA) на разных стадиях роста, 

что позволяло эффективно оценивать долю живых и физиологически активных 

клеток в них с помощью проточной цитометрии. Оба исследованных вида 

показали удовлетворительные результаты окраски FDA и, следовательно, такой 

подход возможен для определения доли живых клеток в природных популяциях.  

Оптимальное время окраски составило 20 минут. В экспоненциальной фазе 

роста доля мёртвых и малоактивных клеток не превышала 10 % в обеих 

культурах, тогда как в глубокой стационарной фазе она возрастала почти до 100 

% у Nitzschia sp. № 3 и 70 % – у P. tricornutum.  

Исследована мёртвая взвесь в культурах планктонных водорослей, 

выращенных при различных освещённостях с разной плотностью. Наряду c 

живыми, активными клетками водорослей, в культурах присутствует также слабо 

флуоресцирующая составляющая, частицы которой представляют собой продукт 

отмирания и лизиса клеток водорослей (ФНВ – фотосинтетически неактивная 

взвесь). При благоприятных условиях роста объёмная доля этой взвеси составляет 

1-2 % от общей биомассы водорослей для видов, имеющих ригидные кремне - или 

целлюлозосодержащие оболочки, и не превышает 0,5 % для клеток, окруженных 
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цитоплазматической мембраной.  

Установлено, что в стационарной фазе роста, а также при высоких 

интенсивностях света, доля мёртвых и разрушенных клеток возрастает до 10-20 % 

для C. vulgaris suboblonga и P. tricornutum. Для водорослей Synechococcus sp. 

штамм BS 9001 и I. galban накопление ФНВ существенно меньше, даже на фоне 

интенсивного лизиса клеток, что говорит о быстрой дезинтеграции и растворении 

разрушенных фрагментов клеток. 

Показано, что в условиях длительного стационарного состояния повышение 

доли ФНВ, вероятно, связано с высокой плотностью культуры, а не с дефицитом 

минерального питания. Размер частиц ФНВ (P. tricornutum) варьирует в широких 

пределах: от величин, превышающих размер самих клеток до частиц менее 1 

мкм3. Доля мелких фракций в общем объёме взвеси была максимальна при росте 

на невысокой освещённости, а при 900 мкЭ м-2 ·с-1 возрастала доля частиц 

объёмом от 10 до 50 мкм3.  
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ГЛАВА 4 ОЦЕНКА ФИЗИОЛОГИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ ВОДОРОСЛЕЙ 

В КУЛЬТУРАХ 

 

4.1 Оценка функционального состояния водорослей методами проточной 

цитометрии и относительной переменной флуоресценции хлорофилла а 

 

Метод проточной цитометрии и относительной переменной флуоресценции 

хлорофилла а широко используются в практике гидробиологических 

исследований и позволяют изучать отдельные стороны функциональной 

активности водорослей в тех или иных условиях. 

В связи с этим был проведён ряд экспериментов с целью, исследовать 

физиологическое состояние культуры Chlorella vulgaris suboblonga с помощью 

указанных методов. 

Динамика общей численности и удельная скорость роста µ накопительной 

культуры Chlorella vulgaris suboblonga представлена на рисунке 4.1, изменение 

метаболической активности FDAfl и относительного коэффициента переменной 

флуоресценции хлорофилла а на рисунке 4.2. Максимальные значения 

исследуемых параметров наблюдались в экспоненциальной фазе роста, на вторые 

– третьи сутки эксперимента, после лаг - периода, связанного с разведением 

культуры. Затем наблюдалось быстрое падение удельной скорости роста µ 

водорослей и относительной переменной флуоресценции хлорофилла а (Fv/Fm). 

Значения FDAfl оставались высокими до наступления стационарной фазы роста.  

По мере развития стационарной фазы (старение культуры) на фоне 

снижения концентрации клеток происходило более быстрое падение показателя 

FDAfl, однако не столь значительное, как для параметров Fv/Fm и µ 

соответственно. 
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Рисунок 4.1 - Динамика общей численности, удельной скорости роста в 

накопительной культуре Chlorella vulgaris suboblonga 

 

 

Рисунок 4.2 - Изменение показателей FDAfl и Fv/Fm в накопительной культуре 

Chlorella vulgaris suboblonga 

 

 



61 

 

Между удельной скоростью роста водорослей и относительной переменной 

флуоресценции хлорофилла а наблюдается положительная корреляционная связь 

(R2=0,9, рисунок 4.3А). Достоверной линейной связи между удельной скоростью 

роста и FDAfl не наблюдалось (рисунок 4.3Б); возможно, это связано с тем, что 

при отсутствии роста клетки водорослей остаются живыми, но переходят в 

малоактивное состояние. 

 

 

Рисунок 4.3 - Зависимость удельной скорости роста µ (сут.-1) от коэффициента 

относительной переменной флуоресценции хлорофилла (А); удельной скорости 

роста µ (сут.-1) от метаболической активности FDAfl (Б) в накопительной культуре  

 

После разведения стационарной культуры свежей средой в 20 раз 

наблюдали рост водорослей и динамику параметров Fv/Fm и FDAfl на трех 

освещённостях: насыщающей фотосинтез (250 мкЭ∙м∙-2с∙-1) и двух лимитирующих 

(50 мкЭ∙м-2с∙-1 и 20 мкЭ∙м-2с∙-1). На рисунке 4.4 представлены кривые роста 

культуры Chlorella vulgaris suboblonga при трех интенсивностях света. Как видно 

из данного рисунка, за период эксперимента водоросли достигли стационарной 

фазы на 250 мкЭ∙м-2с-1, при 50 мкЭ∙м∙-2с∙-1 находились близко к стационарной фазе 

и в экспоненциальной фазе роста - при 20 мкЭ∙м∙-2с∙-1. 
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Рисунок 4.4 - Динамика численности клеток культуры Chlorella vulgaris 

suboblonga при трех уровнях освещенности 

 

На рисунке 4.5 представлена динамика изменения FDAfl, относительной 

переменной флюоресценции хлорофилла а и удельной скорости роста µ (сут.-1) 

непосредственно после разведения стационарной культуры. Наиболее быстрый 

рост скорости деления водорослей происходил в условиях высокой освещенности, 

где максимальные значения наблюдались на первые - вторые сутки; при 

освещенности 50 мкЭ∙м∙-2с∙-1 экспоненциальный рост отмечался на третьи сутки, а 

в условиях сильного светового лимитирования (20 мкЭ∙м∙-2с∙-1) - на седьмые-

восьмые сутки эксперимента. 

Восстановление FDAfl запаздывает по отношению к росту других 

исследуемых параметров. Наиболее быстрый рост FDAfl наблюдался при 250 

мкЭ∙м∙-2с∙-1. При этой интенсивности света максимум FDA активности достигается 

на четвертые сутки, а на двух других освещенностях - примерно на восьмые. Во 

всех опытах наблюдается лаг-фаза в течение первых двух суток после изменения 

условий. После периода восстановления значения FDA флуоресценции остаются 

высокими в течение эксперимента, с тенденцией к снижению в условиях 

стационарной фаза при 250 мкЭ∙м∙-2с∙-1и повышению в экспоненциальной фазе 
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роста при 20 мкЭ∙м∙-2с∙-1. 

 

 

 

Рисунок 4.5 - Показатели удельной 

скорости роста µ, относительной 

ферментативной активности FDAfl  и Fv/Fm 

Chlorella vulgaris suboblonga, 

адаптированной к интенсивности света 250 

мкЭ∙м∙-2с∙-1 (А), 50 мкЭ∙м∙-2с∙-1 (Б) и 20 

мкЭ∙м∙-2с∙-1 (В) 

 

 

 

Как и в случае исходной, накопительной культуры наблюдается 

положительная корреляция между значениями удельной скорости роста и 

относительной переменной флуоресценции хлорофилла а, что показано на 

рисунке 4.6 
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Рисунок 4.6 - Связь между удельной скоростью роста водорослей µ (сут.-1) и 

Fv/Fm при двух интенсивностях света  

 

Рассматриваемые в работе параметры представляют разные стороны 

функциональной активности водорослей. Относительная переменная 

флюоресценция хлорофилла отражает эффективность самых первых стадий 

трансформации световой энергии в химическую макроэргических связей. 

Флуоресценция FDA показывает активность ферментов группы эстераз, которые 

участвуют в более поздних стадиях преобразования запасенной химической 

энергии. 

Полученные результаты свидетельствует о высокой чувствительности 

параметра Fv/Fm к факторам, ингибирующим рост водорослей в накопительной 

культуре. Снижение этого параметра происходит после выхода исследуемой 

популяции из экспоненциальной фазы роста и падает до значений 0,2 при 

отсутствии скорости роста водорослей. Эти значения указывают на 

продолжающийся процесс утилизации световой энергии, хотя и с низкой 

эффективностью.  

В накопительном режиме роста водорослей увеличение концентрации 

клеток происходит на фоне снижения концентрации питательных веществ в 
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среде, приводящим к лимитированию фотосинтеза и скорости роста культуры 

водорослей. В этой связи можно отметить, что характер наблюдаемых изменений 

величины Fv/Fm аналогичен тем, которые отмечаются в литературе в 

экспериментах при дефиците биогенных элементов в среде. В ряде работ 

показано, что уровень обеспеченности биогенами влияет на величину 

относительной переменной флуоресценции хлорофилла и эффективность работы 

ФС2. В частности, отмечается падение показателя относительной переменной 

флюоресценции хлорофилла при недостатке минерального азота в среде для 

культур водорослей [138, 140], азотаи железа - для природных популяций [123]. 

После переноса водорослей в свежую питательную среду f/2, происходит быстрое 

восстановление работы ФС2. Скорость роста также возрастает, однако, с 

некоторым запозданием по отношению к параметру Fv/Fm. Это соответствует 

последовательности событий – сначала восстановление эффективности 

фотосинтеза, затем рост клеток. Аналогичная закономерность наблюдалась в 

частности для Thalassiosira weissflogii, где росту клеток предшествует  увеличение 

относительной переменной флюоресценции хлорофилла а [20]. Характер 

динамики и быстрота восстановления относительной переменной флуоресценции 

хлорофилла а и скорости роста позволяют сделать заключение, что после 

улучшений условий наблюдается быстрое восстановление активности 

реакционных центров ФС2 и роста водорослей, что показано на рисунке 4.5.  

Принципиально другой характер изменений наблюдался при измерении 

активности ферментов группы эстераз. Факторы, приводящие к снижению 

скорости роста и коэффициента Fv/Fm, в условиях накопительного роста мало 

влияли на активность этих ферментов, хотя некоторое воздействие условий 

стационарного состояния все же наблюдалось. Максимальное снижение удельной 

ферментативной активности (всего в два раза) наблюдалось при существенном 

старении культуры, когда происходило снижение общей концентрации клеток, 

вероятно, вследствие лизиса (рисунок 4.2). Аналогичные результаты были 

получены [112], когда падение ферментативной активности клеток Thalassiosira 

weissflogii, адаптированной к различным температурным и световым условиям, 
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отмечали после выхода культуры в стационарную фазу роста. 

После разведения культуры на всех освещенностях наблюдался 

двухсуточной лаг-период, после которого ферментативная активность возрастала 

примерно, в те же два раза, во сколько она упала в исходной накопительной 

культуре. Скорость восстановления зависела от уровня заданной освещенности: 

при интенсивности света 250 мкЭ∙м-2с-1 наблюдали увеличение флуоресценции 

FDA на 2–3 сутки, тогда как при освещенности 20 мкЭ∙м-2с-1 – на 5–7 сутки 

эксперимента. В опытах хорошо видна устойчивость величины FDAfl после 

периода восстановления. Во всем диапазоне изменения плотности культур (и при 

переходе к стационарному состоянию) отмечались незначительные изменения 

FDAfl, которые соответствовали степени развития стационарного состояния: 

понижение при 250 мкЭ∙м∙-2с∙-1 и, наоборот, повышение при 20 мкЭ∙м-2с-1(рисунок 

4.5). При этом FDAfl, как показатель ферментативной активности не коррелирует с 

функциональными изменениями, которые связаны со скоростью роста. Нам 

представляется, что величина FDAfl может служить индикатором только 

летальных воздействий на клетки водорослей и оценки соотношения живых и 

неактивных, мёртвых клеток в популяции, что согласуется и с литературными 

данными [118, 166, 151]. 

 

4.2 Исследование изменчивости параметров флуоресценции при 

различных условиях культивирования Phaeodactylum tricornutum 

 

В настоящем разделе работы представлены результаты исследования 

возможности применения относительного коэффициента переменной 

флуоресценции хлорофилла а и флуоресценции FDAfl для оценки состояния 

Phaeodactylum tricornutum в различных условиях роста культуры, а также их 

сопоставление с показателями, полученными стандартными методами, такими как 

скорость роста и структурные внутриклеточные соотношения. 
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На рисунке 4.7 представлена временная динамика изменений концентрации 

органического углерода и удельной скорости роста Phaeodactylum tricornutum в 

накопительной культуре. На рисунке 4.8 представлены изменения относительных 

внутриклеточных концентраций хлорофилла а и азота (С/Хл, С/N) и 

максимальной квантовой эффективности фотосинтеза Fv/Fm в процессе такого 

роста. На участке экспоненциального роста и в фазе его начального замедления 

наблюдались минимальные значения отношений С/Хл и С/N, характеризующие 

высокое внутриклеточное содержание хлорофилла и азота, а также высокий 

коэффициент квантовой эффективности фотосинтеза.  

Начиная с 6-8 суток роста, наблюдалось 2-х и 4-х кратное возрастание 

отношений С/Хл и С/N соответственно при достижении стационарной фазы, что 

свидетельствует о критическом уровне азотного лимитирования [192]. В этот же 

период развития накопительной культуры наблюдалось снижение Fv/Fm до 

значений 0,2.  

 

 

Рисунок 4.7 - Динамика концентрации органического углерода и удельной 

скорости роста P. tricornutum в накопительном режиме (стандартные отклонения 

по четырем повторностям, p<0,05, непарный t-test) 
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Рисунок 4.8 - Изменение относительных внутриклеточных концентраций 

хлорофилла а и азота (С/Хл а, С/N) и величины Fv/Fm в процессе накопительного 

роста P. tricornutum (стандартные отклонения по четырем повторностям, p<0,05, 

непарный t-test) 

 

Данные, представленные на рисунке 4.9, показывают соотношения между 

величиной Fv/Fm, флуоресценции FDA и удельной скоростью роста (рисунок 

4.9А), а также отношений С/Хл и С/N и удельной скоростью роста (рисунок 4.9Б). 

Как видно из рисунков, удельное содержание хлорофилла а и величина Fv/Fm 

слабо изменяются в диапазоне скоростей роста водорослей от 1,7 до примерно 0,5 

сут.-1, а при дальнейшем увеличении плотности культуры и замедлении скорости 

роста быстро падают.  

Взаимосвязь между величиной отношения С/N и скоростью роста имела вид 

близкий к логарифмической зависимости; заметное уменьшение внутриклеточной 

концентрации азота наблюдалось при скоростях роста меньше 1 сут.-1 
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Рисунок 4.9 - Соотношения между Fv/Fm и удельной скоростью роста, FDAfl (А), 

отношениями С/N, С/Хл а и удельной скоростью роста (Б) (стандартные 

отклонения по четырем повторностям, p<0,05, непарный t-test) 

 

Таким образом, величина максимальной квантовой эффективности 

фотосинтеза может служить индикатором начала азотного голодания при 3-х - 4-х 

кратном снижении скорости роста, что связано с изменениями внутриклеточных 

концентраций азота и хлорофилла на этом уровне лимитирования (рисунок 4.10).  

 

 

Рисунок 4.10 - Связь между отношениями С/N, С/Хл и Fv/Fm 
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Такой же характер взаимосвязи относительной переменной флуоресценции 

хлорофилла а и лимитирующими концентрациями содержания азота в среде 

отмечается в литературе и для других видов водорослей, в частности для  

Phaeodactylum tricornutum [116, 149, 11, 24]. Вместе с тем, [172] установлено, что 

в условиях непрерывной культуры и при достаточно длительной акклимации 

водорослей и стабилизации скорости роста, связь между показателем квантовой 

эффективности фотосинтеза и степенью лимитации азотом может отсутствовать. 

При этом авторы отмечают, что в природных условиях такая стабилизация 

недостижима в силу непрерывной изменчивости внешних факторов и указывают 

на возможную роль методических аспектов в этом вопросе. 

Величина FDAfl сохраняла высокие значения в широком диапазоне 

накопительного режима, вплоть до полной остановки роста и последующего 

лизиса клеток на поздней стадии стационарной фазы. В разделе 4.1 настоящей 

главы для Chlorella vulgaris suboblonga также показано, что падение активности 

внутриклеточных эстераз происходит лишь на поздних стадиях старения и лизиса 

культуры. Использование методов флуоресценции FDA, как показателя 

жизнеспособности водорослей в условиях дефицита элементов минерального 

питания описано в ряде работ [83, 101]. Так в работе [145] для трех видов 

водорослей наблюдалось длительное поддержание ферментативной активности в 

стационарной фазе, при дефиците как азота и фосфора, определяемой методом 

FDA флуоресценции. Как и в нашем случае, авторы наблюдали снижение 

параметра Fv/Fm на фоне высокого уровня флуоресценции FDA. 

Влияние светового фактора 

В диапазоне интенсивности света от 14 до 150∙мкЭ∙м-2∙с-1 у Phaeodactylum 

tricornutum сохранялись высокие значения квантовой эффективности ФС2 (0,63–

0,70). Эти величины близки к максимальным значениям этого параметра, 

приводимым в литературе, как для культур водорослей, так и для природных 

сообществ фитопланктона, вегетирующего в оптимальных условиях [142, 172]. 

Повышение освещенности от 150 до 600 мкЭ∙м-2∙с-1 приводило к снижению 
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значений коэффициента переменной флуоресценции хлорофилла а до 0,45–0,55, 

при освещенности выше 800 мкЭ∙м-2∙с-1 наблюдалось еще более быстрое 

снижение величины Fv/Fm до 0,2 – 0,3 (рисунок 4.11).  

 

Рисунок 4.11 - Зависимость Fv/Fm и FDAfl активности Phaeodactylum tricornutum 

от интенсивности света (стандартные отклонения по четырем повторностям, 

p<0,05, непарный t-test) 

 

Отметим, что освещенность порядка 150 мкЭ∙м-2∙с-1является насыщающей 

для роста и фотосинтеза многих видов водорослей [57]. Уровень световой энергии 

выше этих значений может считаться избыточным (адаптивное снижение 

удельного содержания хлорофилла а), а затем и ингибирующим при 600-1000 

мкЭ∙м-2∙с-1, вызывающим интенсивное фотоокисление и деструкцию, как 

светопоглощающих пигментов, так и реакционных центров [139, 178]. Это, как 

видно, находит свое отражение в усиливающемся падении эффективности 

первичных фотохимических стадий фотосинтеза при увеличении светового 

фактора. В работе [188] снижение величины отношения Fv/Fm для одного из вида 

динофитовых водорослей наблюдалось при освещенностях выше 100-300 мкЭ∙м-

2∙с-1. 

На рисунке 4.12 представлены световые зависимости скорости роста и 

отношения С/Хл водорослей. В диапазоне от 14 до 900 мкЭ∙м-2∙с-1 отношение 
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С/Хл увеличивалось от 15 до 85 по параболической зависимости. При 

освещенностях выше 900 мкЭ∙м-2∙с-1 наблюдалось более резкое снижение 

концентрации хлорофилла и скорости роста водорослей. Из сопоставления 

рисунков 4.11 и 4.13 можно видеть, что, как и в случае накопительной культуры, 

наблюдаемые изменения величин С/Хл и Fv/Fm имеют разнонаправленный 

характер, однако в этом случае снижение относительной квантовой 

эффективности не было связано с падением скорости роста (до 900 мкЭ∙м-2∙с-1). 

По данным [23] снижение квантовой эффективности в таких случаях вызывается 

снижением количества реакционных центров ФС2, а также увеличением 

нефотохимического тушения флуоресценции. 

 

 

Рисунок 4.12 - Зависимость удельной скорости роста и отношения С/Хл а от 

интенсивности светау P. tricornutum (стандартные отклонения по четырем 

повторностям, p<0,05, непарный t-test) 

 

Флуоресценция FDAfl слабо зависела от освещенности в диапазоне от 14 до 

900 мкЭ∙м-2∙с-1. При 1200 мкЭ∙м-2∙с-1 наблюдалось снижение данного показателя, 

однако, не столь значительное, как для коэффициента переменной флуоресценции 

хлорофилла а (рисунок 4.11). Аналогичные изменения наблюдаются в 

исследованиях по влиянию стрессовых значений различных факторов, в 

частности, ядов и загрязнений, не всегда связанных с изменениями 
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функционального состояния водорослей в толерантной зоне [48, 98, 146, 179, 180, 

184]. 

Влияние температурного фактора 

Данные, представленные на рисунке 4.13, показывают значения 

коэффициента переменной флуоресценции хлорофилла а, удельной 

флуоресценции FDAfl и удельной скорости роста при культивировании 

водорослей в различных температурных условиях. Зависимость удельной 

скорости роста имела одновершинный характер с максимумом при 20-24 °С и 

сильным ингибированием при 27 °С.  

 

 

Рисунок 4.13 - Зависимость удельной скорости роста, Fv/Fm, флуоресценции FDA 

от температуры у P. tricornutum (стандартные отклонения по четырем 

повторностям, p<0,05, непарныйt-test) 

 

Значения удельной флуоресценции FDAfl и коэффициента переменной 

флуоресценции хлорофилла Phaeodactylum tricornutum сохранялись на высоком, 

относительно постоянном уровне в диапазоне выращивания 5-24 °С. При 

температуре 27 °С культура деградирует, что приводит к остановке роста и 
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падает, как ферментативная активность, так и эффективность переноса энергии 

ФС2. Пролонгированное воздействие этой температуры имело летальный 

характер. При 3°С длительное культивирование приводило к замедлению 

скорости роста и снижению максимальной эффективности фотосинтеза, что, 

однако, не сказывалось на жизнеспособности водорослей и, в отличие от 27 °С, 

имело обратимый характер для обоих показателей. Имеющиеся в литературе 

данные подтверждают, что коэффициент переменной флуоресценции хлорофилла 

а не зависит, или слабо изменяется в толерантном диапазоне температур и для 

других видов водорослей (Scenedesmus obliquus, Navicula pelliculosa, два штамма 

Microcystis aeruginosa) [88], но приводятся и другие результаты, где показан 

куполообразный вид зависимости с максимумом при оптимальных температурах 

[219]. В отличие от переменной флуоресценции хлорофилла а, активность FDAfl 

сохраняла высокие значения при низкой температуре, что косвенно подтверждает 

поддержание жизнеспособности водорослей в этих условиях.  

 

Таким образом, было проведено исследование относительной переменной 

флуоресценции хлорофилла а водорослей, связанной с первичными 

фотохимическими реакциями (Fv/Fm) и аккумулированной флуоресценции FDA 

(активность внутриклеточных эстераз) в широком диапазоне светового и 

температурного факторов, а также в условиях азотного лимитирования, как 

возможных индикаторов контроля физиологического состояния водорослей (на 

примере Phaeodactylum tricornutum и Chlorella vulgaris suboblonga).  

Результаты экспериментов показали, с одной стороны, устойчивость 

коэффициента переменной флуоресценции в широком диапазоне световых 

(рисунок 4.11) и температурных (рисунок 4.13) условий, а с другой - высокую 

реактивность этого параметра под влиянием экстремальных значений этих 

факторов. Освещённость выше насыщающей (до 900 мкЭ∙м-2∙с-1) вызывает 

примерно пропорциональное снижение Fv/Fm при сохранении максимальной 

скорости роста. При более высоких уровнях освещенности и температуры (выше 
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1200 мкЭ∙м-2∙с-1и 27 °С соответственно) переменная флуоресценция хлорофилла а 

падает значительно, и это сопряжено с ингибированием роста водорослей и 

фотоокислением хлорофилла а.  

В накопительном режиме, при изменении уровня азотного лимитирования 

величина Fv/Fm начинает отклик при 3-х, 4-х кратном снижении роста, что 

связано и ссопутствующим снижениям внутриклеточных пулов азота и 

хлорофилла. В этом отношении коэффициент переменной флуоресценции 

хлорофилла а может служить параметром контроля использования 

лимитирующего фактора среды.  

Показано, что величина флуоресценции FDA - более устойчивый параметр 

по сравнению с коэффициентом переменной флуоресценции хлорофилла а. 

Относительно высокий уровень ферментативного гидролиза в клетках 

сохраняется при значительном исчерпании внутриклеточных запасов азота, 

остановки скорости роста и синтеза хлорофилла а. Величины светового и 

температурного факторов начинают влиять на FDAfl при крайних значениях, 

имеющих летальный или близкий к ним характер. Это позволяет  использовать 

метод флуоресценции FDA как индикатор жизнеспособности водорослей при 

экстремальных условиях культивирования. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



76 

 

ГЛАВА 5. ОЦЕНКА ФИЗИОЛОГИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ 

МИКРОВОДОРОСЛЕЙ ПО ВАРИАБЕЛЬНОСТИ РАЗМЕРНОГО 

СПЕКТРА КЛЕТОК 

 

5.1 Влияние интенсивности света на вариабельность размерного спектра 

водорослей 

 

Размер клеток фитопланктона и их внутриклеточный состав являются 

физиологическими признаками, отражающими функциональное состояние 

водорослей. Различие в размерном составе клеток может свидетельствовать об их 

функциональной неоднородности в пределах одной популяции. В пионерской 

работе [56] на примере цианобактерийпоказана неоднородность популяций, 

обусловленная отмиранием клеток в культурах. 

Для описания морфологических изменений в культурах водорослей в 

процессе их роста использовались такие параметры, как средняя длина и ширина 

клеток, объем клеток, вариабельность которого может косвенным путем 

указывать на изменение функционального состояния клеток. 

Цель экспериментов заключалась в определении вариабельности объемов 

клеток водорослей в зависимости от освещённости и температуры. 

У культуры Chaetoceros affinis, адаптированной к 43 мкЭ∙м-2∙с-1 и 206 мкЭ∙м-

2∙с-1 (таблица 5.1), изменялись длина и ширина клеток. Средняя длина клеток при 

низкой освещённости составила 21+6 мкм, ширина – 10+4 мкм; при высокой 

освещённости – 27+7 мкм, и 21,5+3,6 мкм соответственно. Наиболее значительное 

увеличение клеточного объёма водорослей наблюдалось в стационарной фазе 

роста при адаптации к 206 мкЭ∙м-2 ∙с-1  (рисунок 5.1А, таблица 5.1). 

Гетерогенность объёма клеток микроводорослей зависела от их длины и ширины. 

Стационарная фаза роста культуры: на пятые сутки при низкой, и на третье сутки 



77 

 

при высокой интенсивностях света, привела к максимальным значениям 

коэффициента вариации 40 % и 55 % соответственно (таблица 5.1). 

 

  

Рисунок 5.1 – Динамика общей численности в накопительных культурах 

Chaetoceros affinis (А) и Skeletonema сostatum (Б) при двух освещённостях 

У Skeletonema сostatum наблюдали вариабельность размерного спектра 

клеток при низкой и высокой интенсивностях света только по высоте клеток, 

однако средние значения высоты клеток не отличались при заданных в 

эксперименте уровнях света и составили 15+4,2 мкм и 17+4,5 мкм 

соответственно. Максимальные значения CV объема клеток наблюдали в начале 

стационарной фазы роста (таблица 5.1).  

В зависимости от интенсивности света и стадии роста у Heterocapsa 

triquetrum средний объём клеток варьировал от 1·103±0,3·103 до 2,5·103±1,2 103 

мкм3. Наибольший средний объём клеток 2,5·103 мкм3 получен при насыщающем 

уровне освещенности, когда культура находилась в глубокой стационарной фазе 

роста (рисунок 5.2, таблица 5.2). У водоросли, адаптированной к низкой 

интенсивности света, средний объём клеток был в 2 раза ниже и практически не 

изменялся в течение всего эксперимента (таблица 5.2). 
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Таблица 5.1 – Изменение объёмов клеток диатомовых водорослей 

Chaetoceros affinis 

Сут. Е1, 

мкЭ·м-2с-1 

V, мкм3 +SD СV, 

% 

Е2, 

мкЭ·м-2·с-1 

V, мкм3 +SD СV, % 

1  

 

 

43 

5·10³+1·103 20  

 

 

206 

5·10³+1·10³ 20 

2 5·10³+1·10³ 20 6·10³+2·103 30 

3 5·10³+2·103 30 10·10³+5·10³ 55 

4 6·10³+2·103 33 10·10³+3·103 43 

5 7·10³+3·103 40 9·10³±1·103 15 

8 7·10³+2·103 27 9·10³±1·103 15 

Skeletonema сostatum 

1  

 

 

43 

309+82 18  

 

 

206 

341+97 28 

2 342+93 27 455+130 28 

3 437+114 26 463+132 28 

4 443+116 26 470+151 32 

5 450+135 30 472+156 33 

8 458+138 30 488+162 33 
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Рисунок 5.2 – Динамика численности Heterocapsa triquetrum 

 

Метод проточной цитометрии позволяет определить дисперсию у 

исследуемых групп водорослей, как по размерам (боковое рассеяние FS), так и по 

автофлуоресценции клеток (FL4). Об увеличении размеров клеток водорослей 

свидетельствуют сдвиги кластеров вправо в системе координат FS-FL4 (рисунки 

5.3, 5.4). О величине дисперсии исследуемых параметров можно судить по 

«вытянутости» кластера по осям абсцисс (FS) и ординат (FL4). 

Следует отметить, что анализировалась группа клеток в области А, так как 

область Б представляет собой клеточные осколки и мёртвые клетки. По мере 

роста культуры снижалось внутриклеточное содержание пигментов: при 

освещённости 206 мкЭ∙м-2 ∙с-1 падение средних значений автофлуоресценции 

составило три раза (с 164 от. ед. до 60 от. ед.), при 43 мкЭ∙м-2 ∙с-1 отмечалось 

незначительное падение данного параметра (с 184 от. ед. до 158 от. ед.). 

Снижение автофлуоресценции клеток водорослей при насыщающей 

интенсивности света, возможно, связано с фотоокислением и высокими 

скоростями разрушения пигментов в клетках. 
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Таблица 5.2 – Изменение объёмов клеток динофитовых водорослей 

Heterocapsa triquetrum 

Сут. Е1, 

мкЭ·м-2с-1 

V, мкм3 

+SD 

СV, % Е2, 

мкЭ·м-2·с-1 

V, мкм3 +SD СV, 

% 

1  

 

 

43 

1,7±0,4 21  

 

 

206 

3±0.8 25 

2 1,4±0,3 22 1±0.3 26 

3 1,4±0,3 22 1,6±0,7 45 

4 1,4±0,3 21 1,8±0,8 44 

5 1,5±0,4 26 2±0,6 30 

6 1,6±0,5 31 2,3±0,5 23 

7 1,6±0,5 33 2,5±1,2 24 

Prorocentrum pusillum 

1  

 

 

43 

66±15 23  

 

 

206 

72±20 28 

2 46±14 30 60±18 30 

3 47±14 30 47±16 33 

4 46±15 31 51±24 47 

7 72±23 31 40±19 48 

8 79±25 35 40±17 42 

14 45±16 35 41±17 40 
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Рисунок 5.3 – Цитограммы распределения культуры Heterocapsa triquetrum в 

координатах FS LOG (прямое рассеяние) FL4 LOG (автофлуоресценция) при 

высокой интенсивности света 

 

При лимитирующей освещенности изменчивость клеточного объёма, 

согласно шкале Мамаева [28], была невысокой (таблица 5.2). Однако при 

адаптации культуры к насыщающей освещённости CV варьировал от 25 % - 

экспоненциальная фаза роста, до 45 % - стационарная фаза, что говорит об 

одинаковой ответной реакции с вышеописанными диатомовыми видами: 

наступление стационарной фазы роста культуры H. triquetrum явилось причиной 

физиологической неоднородности клеток, входящих в её состав. В глубокой 

стационарной фазе роста (фаза отмирания) наблюдалось уменьшение дисперсии 

по значениям FS и FL4.  
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Рисунок 5.4 – Цитограммы распределения культуры Heterocapsa triquetrum в 

координатах FS LOG (прямое рассеяние) FL4 LOG (автофлуоресценция) при 

низкой интенсивности света 

 

У Prorocentrum pusillum объём клеток варьировал от 40 до 79 мкм3 (таблица 

5.2). Максимальные значения данного параметра отмечались на первые и восьмые 

сутки – для 43 мкЭ м-2·с-1и первые, четвёртые сутки - для 206 мкЭ м-2·с-1. 

Увеличение объёмов клеток впервые сутки эксперимента при двух 

интенсивностях света связано с лаг – фазой (задержка клеточного деления и 

адаптация к новым условиям), на четвёртые и восьмые - с наступлением 

стационарной фазы роста (рисунок 5.5). При этом более высокие значения 

объёмов клеток получены при акклимации культуры к 43 мкЭ м-2 ·с-1 (рисунок 

5.6). 

Гетерогенность размерного спектра клеток водорослей, как и в случае с 

ранее описанными видами, определялась стадией роста культуры. Насыщающая 
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освещённость приводила к более быстрому угнетению роста водорослей и к более 

высокой вариабельности объёмов клеток в начале стационарной фазы роста (CV 

47 %), что показано на рисунке 5.6. 

 

Рисунок 5.5 – Динамика численности Prorocentrum pusillum 

 

 

Рисунок 5.6 – Примеры гистограмм распределения по размерам (прямое 

рассеяние FS) клеток Prorocentrum pusillum при двух освещенностях (ось абсцис – 

боковое рассеяние FS в относительных единицах; ось ординат – количество 

клеток) 
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5.2 Влияние температуры на вариабельность размерного спектра 

водорослей 

 

В данном подразделе представлены результаты, полученные для двух видов 

микроводорослей, которые были выбраны, исходя из, их особенностей расти в 

широком температурном диапазоне [47, 68] и достигать высоких плотностей в 

условиях культивирования. Также данные виды водорослей являются 

перспективными объектами массового культивирования, активно используются в 

биотехнологической промышленности [208]. Выбор двух температур (10 °С и 20 

°С) обусловлен, тем, что температура 20 °С является оптимальной для Chlorella 

vulgaris suboblonga [68] и Phaeodactylum tricornutum [47] соответственно. 

Температура равная 10 °С выбрана в качестве минимальной, где сохраняется 

устойчивый рост водорослей.  

Динамика концентрации клеток в культурах C. vulgaris suboblonga и Р. 

tricornutum, адаптированных к температурам 10 °С и 20 °С приведена на рисунке 

5.7 Во всех вариантах опыта временной ход увеличения концентрации клеток 

описывается типичной S-образной кривой. Объёмы клеток вычисляли согласно 

калибровке, приведенной в главе 2 (рисунок 2.2).При температуре 20 °С лаг-фаза 

была минимальной, тогда как при адаптации к 10 °С период лаг-фазы водорослей 

составил восемь и семь суток для C. vulgaris suboblonga и Р. tricornutum 

соответственно. Изменение объёмов клеток представлено в таблице 5.3. 

При акклимации C. vulgaris suboblonga к температуре 20 °С не наблюдалось 

существенных различий в объёмах клеток. При экспоненциальном росте 

культуры средний объём клеток составил 45±9 мкм3. Отмечалось небольшое 

уменьшение объёмов клеток в стационарной фазе. Среднее значение объёма 

клеток C. vulgaris suboblonga при адаптации к температуре 10 °С было в 1,5 раза 

выше в лаг-фазе, что связано с задержкой клеточного деления микроводорослей. 

По мере роста численности культуры объём клеток оставался неизменным. 
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Рисунок 5.7 – Динамика численности в культуре Chlorella vulgaris suboblonga (А) 

Phaeodactylum tricornutum (Б) 

Среднее значение объёма клеток водоросли Р. tricornutum, адаптированной 

к низкой температуре, было в 2 раза выше, чем при температуре 20 °С, что, 

возможно, также объясняется задержкой клеточного деления, как и в ранее 

описанных случаях (таблица 5.3). 

Изменение флуоресценции хлорофилла а (FL4) при низкой температуре 

было незначительное для исследуемых видов, тогда как при 20 °С наблюдали 

падение показателя практически в два раза (рисунки 5.8, 5.9). 

 

Рисунок 5.8 – Изменение автофлуоресценции FL4 клеток C. vulgaris suboblonga 

при температуре 20 °С (А) и 10 °С (Б) 
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Рисунок 5.9 – Изменение автофлуоресценции FL4 клеток Р. tricornutum при 

температуре 20 °С (А) и 10 °С (Б) 

На рисунке 5.10 приведены цитограммы C. vulgaris suboblonga в 

стационарной фазе роста при акклимации к 10 и 20 °С (численность клеток в 

пробах была одинаковая 16·106 кл.·мл-1). Высокая изменчивость объёмов клеток 

при низкой температуре и в начале стационарной фазы роста исследуемых видов 

водорослей свидетельствует об изменении морфологии клеток водорослей и 

перестройках в метаболических процессах, вызванных низкой температурой и, 

возможно, высокой плотностью. 

 

Рисунок 5.10 – Цитограммы распределения культуры C. vulgaris suboblonga в 

координатах FSLOG (прямое рассеяние) FL4LOG (автофлуоресценция) при 

низкой (А) и высокой (Б) температурах 
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Таблица 5.3 Изменение объёмов клеток водорослей в зависимости от температуры 

Вид - Chlorella vulgaris suboblonga 

Сут. Т, °С V, мкм 3 +SD СV, % Сут. Т, °С V, мкм 3 +SD СV, % 

1  

 

 

20 

45±9 20 1  

 

 

10 

40±14 35 

2 47±9 19 2 86±28 34 

3 45±9 20 3 88±20 33 

4 42±9 22 4 90±20 35 

8 45±16 35 8 40±10 35 

10 42±17 40 10 45±21 42 

14 35±14 40 14 45±19 47 

17 32±11 33 17 45±19 42 

Вид - Phaeodactylum tricornutum 

0  

 

 

20 

55±13 23 0  

 

 

10 

94±26 28 

1 35±11 30 1 117±26 32 

2 35±11 30 3 97±23 34 

3 25±8 31 4 65±14 32 

4 33±11 31 7 84±25 39 

9 46±16 34 8 82±27 40 

11 50±20 40 10 81±28 42 

12 31±10 41 11 89±40 42 

13 30±9 45 16 90±41 45 

14 29±11 45 22 90±29 32 

15 58±20 44 24 85±28 33 

 

В работе [74] показано, что объем клеток протистов (44 вида) (биомасса и 

сухой вес) уменьшается с увеличением температуры, что согласуется с нашими 

данными. В исследовании [187] объем клеток Nannochloropsis sp.и двух штаммов 

Isochrysis galbana также уменьшался с увеличением температуры, однако у двух 
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других штаммов Isochrysis galbana не наблюдалось достоверной зависимости 

между объемами клеток водорослей и температурой. Отсутствие зависимости 

между температурой и изменениями объемов клеток Coscinodiscus sp., 

Skeletonema costatum, Chaetoceros simplexvar. calcitrans, Isochrysis galban 

aпоказано в работе [160], в то время как, для Cyclotella cryptica, Ditylum 

brightwelii, Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira eccentrica, Thalassiosira 

weissflogii авторами, наоборот, отмечено уменьшение объемов клеток водорослей 

с ростом температуры. 

У Isochrysis galbana, Pleurochrysis carterae, Chaetoceros gracilis, Dunaliella 

tertiolecta, Thalassiosira weissflogii, Coscinodiscus sp. отмечен рост средних 

размеров клеток с возрастанием интенсивности света от 190 до 750 мЭм–2c–1 , при 

увеличении освещенности с 25 до 90 мЭм–2c–1для тех же видов водорослей 

наблюдалось уменьшение их клеточных объемов [110]. Объём клеток 

Phaeodactylum tricornutum уменьшался почти в три раза в ответ на снижение 

уровня облученности от 400 до 30 мкЭ·м–2·с-1 [108]. В работе [94] показано 

уменьшение объёма клеток Hymenornonas elongata на 25% при росте водорослей 

на низкой интенсивности света, в то время как, для Isochrysis galbana не 

наблюдалось изменение объемов клеток в зависимости от интенсивности света. В 

связи с чем, можно предположить, что изменение объёмов клеток водорослей не 

является показателем, указывающим на потерю культур микроводорослей их 

жизнеспособностии, не может характеризовать изменения их физиологического 

состояния. 

Полученные данные позволяют сделать вывод, что для оценки состояния 

водорослей целесообразней использовать коэффициент вариабельности их 

клеточных размеров. Для всех исследуемых видов показано возрастание CV при 

неблагоприятных условиях выращивания (низкая температура, высокая 

освещенность, наступление стационарной фазы роста). Стрессовые условия 

окружающей среды приводят к деструктивным изменениям в мембранах 

хлоропласта – слипанию фотосинтетических мембран, увеличению 

интрамембранного пространства, а также к разбуханию пластид, 
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прогрессирующей вакуолизации, результатом чего является деплазмолиз и 

изменение формы клеток [40, 81]. 

В литературе крайне мало работ, где по вариабельности размерного спектра 

клеток оценивали физиологическое состояние водорослей. Подобный подход 

продемонстрирован в работе [101], для Emiliania huxleyi и Thalassiosira 

pseudonana получена высокая дисперсия по значениям FS (боковое 

светорассеяние) и SS (прямое светорассеяние) при переходе культур в 

стационарную фазу роста. Увеличение CV параметра FS в два раза трактовалось 

автором, как отклик Phaeodactylum tricornutum на высокое содержание меди в среде 

и свидетельствовало о резком снижении жизнеспособности культуры [104]. 

Марушкиной Е.В. также отмечено, что при влиянии хлорида меди на размер 

клеток Scencdesmtis quadricauda их средняя ширина оставалась примерно на том 

же уровне. Было установлено, что медь оказывает влияние на характер 

распределения. Если на первые сутки во всех концентрациях и контроле 

дисперсия ширины составляла 1-1,8 при средней ширине клеток 4,8-5 мкм, то в 

конце опыта ее значение снижалось до 0,1-1,6 при низких концентрациях меди и 

значительно увеличивалось по сравнению с контролем при высоких [29]. Для D. 

viridis выявлена достаточно высокая вариабельность форм клеток при адаптации 

культуры к среде с повышенным содержанием меди, что являлось отражением 

изменения функционального состояния клеток в процессе развития водоросли [22]. 

После 96 – часового действия параквата на клетки Chlamydomonas eugametos сигнал 

FS стал более разнородным, тем самым, указывая на гибель культуры, о чем 

свидетельствовало и сильное падение значений флуоресценции хлорофилла а [104]. 

В работе [25] показано, что неоднородность объемов клеток A. ussurensi 

sвызвана двойным стрессом: изменением солёности и присутствием конкурента. 

Также автором отмечено, что при всех солёностях и в моно-, и в смешанных 

культурах СVmax  наблюдался в начале стационарной фазы роста.  

Появление в культуре Euglena gracilis мутированных клеток при стрессовых 

условиях культивирования привело к увеличению гетерогенности популяции 

[210]. При неблагоприятных условиях среды Chlamydomonas reihardtii образует 
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многоклеточные агрегаты известные, как «пальмеллоиды», результатом чего 

явилась высокая неоднородность культуры по структурным и функциональным 

показателям [137]. 

 

 

Таким образом, Отмечено, что изменение объёмов клеток водорослей не 

является существенным показателем, указывающим на деградацию культур или 

потерю их жизнеспособности. Коэффициент вариации объемов клеток 

представляет собой более чувствительный параметр при рассмотрении гибели 

культуры и может лежать в основе косвенного критерия, используемого для 

оценки физиологического состояния водорослей. Высокие значения 

гетерогенности объемов клеток культур получены в стационарной фазе роста, при 

освещённости 206 мкЭ·м-2·с-1, и при температуре 10 0С, что свидетельствует о 

переходе водорослей из состояния гомеостаза в стрессовое состояние и о 

возрастании количества мертвых и неактивных клеток. Данный подход в 

сочетании с проточной цитометрией является быстрым и простым, а также 

позволяет анализировать состояние микроводорослей без окрашивания 

флуоресцентными красителями. 
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ГЛАВА 6 СТРУКТУРНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ И ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ 

СОСТОЯНИЕ ПИКО- И НАНОФИТОПЛАНКТОНА В ПРИБРЕЖНЫХ 

ВОДАХ ЧЕРНОГО МОРЯ 

 

Результаты исследований с тестовыми видами микроводорослей, 

представленные в предыдущих разделах, показали, что при потере водорослями 

своей жизнеспособности, клетки в большей степени не отмирают, возрастает доля 

малоактивных клеток, процент мёртвых клеток не велик и зависит от 

морфологических особенностей вида и степени воздействия факторов среды. 

Обоснованный на монокультурах одноклеточных водорослей подход 

использования количества жизнеспособных клеток и параметр FDAfl в качестве 

индикаторов функционального состояния водорослей апробировали на 

природном фитопланктоне, в частности для оценки физиологического состояния 

пико- и нанофракцийв прибрежных водах Черного моря с помощью проточной 

цитометрии с учётом того, что ранее в Черном море такие исследования не 

проводились. 

Для этих целей были использованы методы проточной 

цитофлуорометрии, позволяющие работать с нативными пробами. Окраску 

пико – и нанофитопланктона флуорохромом FDA производили в соответствии с 

протоколом, описанным ранее для культур Phaeodactylum tricornutum и 

Nitzschia sp.№ 3 [49].  

На рисунке 6.1 представлены типичные цитограммы неокрашенных 

(рисунок 6.1А) и окрашенных FDA проб воды (рисунок 6.1Б), где кластеры 

точек С и Е соответствуют исследуемым размерным группам пико – и 

нанофитопланктона до окраски флуоресцеином диацетата, кластеры D, F 

соответственно после окраски FDA.  

Диапазон колебания значений FL1LOG (ось ординат, рисунок. 6.1Б) 

достаточно велик, что говорит о неоднородности клеток исследуемых групп по 

интенсивности флуоресценции FDA, тем самым, свидетельствуя о наличие 
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клеток с различным функциональным состоянием в рамках одной размерной 

группы. 

 

 
 

Рисунок 6.1 – Типичные цитограммы неокрашенных (слева) и окрашенных FDA 

проб фитопланктонного сообщества (справа) (С – пикофракция, Е – 

нанофракция) (D и F клетки пико- и нано фитопланктона окрашенные FDA) 

 

Минимальные значения концентрации хлорофилла а и суммарной биомассы 

пико и нанофитопланктона наблюдались в исследуемой акватории (схема станции 

изображена на рисунке 2.4) в зимний и ранневесенний периоды – 0,5-0,7 мгм-3 и 

100-200 мгС м-3 соответственно. Синхронное повышение этих параметров 

происходило в течение весеннего периода до июня при температурах 9-18 ºС 

(примерно в 2,5 раза). Максимальные величины биомассы фитопланктона 

наблюдались в июне (450 мгС м-3) (рисунок 6.2А). По мере дальнейшего прогрева 

воды и увеличении инсоляции в июле содержание хлорофилла а водорослей 

снижалось в среднем в 1,4 раза по сравнению с июньским и сохранялось в 

пределах 0,9-1,5 мг м-3. При понижении температуры в октябре и ноябре и 

разрушении стратификации содержание хлорофилла а повышалось до 1,5-1,7 мг 

м-3, при этом рост биомассы водорослей был незначительным и в среднем она 

составила 220 мгС м-3. Следует отметить, что биомасса водорослей определялась 
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на проточном цитометре, а концентрация хлорофилла а стандартным 

спектрофотометрическим методом [135], где учитывались клетки размером 

свыше 35 мкм. Возможно, этим и объясняются полученные более высокие 

значения хлорофилла а по сравнению с биомассой в осенний период, когда по 

данным [58] доминировали крупные размерные фракции и нитчатые колонии 

диатомовых водорослей. 

 

 

Рисунок 6.2 – Сезонные изменения концентрации хлорофилла а и биомассы 

водорослей (А), биомассы выделенных групп водорослей (Б)  

 

Между величинами суммарной автофлуоресценцией клеток водорослей 

(канал FL4, 675 нм), определяемой  на проточном цитофлуориметре и 

содержанием хлорофилла а наблюдалась линейная корреляция (R2=0,81). Между 

биомассой исследуемых групп водорослей и содержанием хлорофилла а также 

получена линейная корреляция, с коэффициентом детерминации R2=0,8 (рисунок 

6.3). Биомасса пикофитопланктона (Synechococcus и эукариотический 

пикофитопланктон) практически не изменялась в течение годового цикла и 

составила в среднем 18±9 мгС м-3(рисунок 6.2Б). На протяжении всего периода 

исследования данная группа водорослей вносила минимальный вклад в 

суммарную биомассу пико- и нанофитопланктона: от 8 % в теплый период года 

(температура воды >15º C) до 26 % в холодный период года (температуры воды 
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<15º C). Основной вклад в биомассу составлял нанофитопланктон, обилие 

которого имело тенденцию повышения от зимы к лету (рисунок 6.2Б). Второй пик 

биомассы нанофитопланктона отмечен в осенний период. 

 

 

Рисунок 6.3 – Взаимосвязь хлорофилла а и автофлуоресценции клеток водорослей 

(А), хлорофилла а и биомассы (Б) 

 

В таблице 6.1 представлены коэффициенты корреляции, рассчитанные 

между абиотическими факторами среды и биомассой исследуемых групп 

водорослей. Интерпретация полученных коэффициентов должна проводиться с 

учетом возможных причинно-следственных связей между сравниваемыми 

величинами. Так, низкая корреляция обилия пико - и нанофитопланктона с 

температурой воды и содержанием нитратов в водной толще может быть 

следствием слабо выраженной сезонности этих параметров или значительными 

различиями в их сезонной динамике. Значимая обратная корреляция между 

биомассой пикоэукариотических водорослей и облученностью отражает 

закономерность того, что в теплый период года избыточная инсоляция приводит к 

снижению биомассы пикоэукариотических водорослей. 

Также получены значимые положительные величины R2 между биомассой 

нанофитопланктона и содержанием фосфора в морской среде. Однако более 

достоверная интерпретация согласованности этих величин может быть выполнена 

с учетом совместного действия абиотических факторов путем расчета частных 
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коэффициентов корреляций или применения одного из методов многомерного 

статистического анализа (например, канонический корреляционный анализ). 

 

Таблица 6.1 Коэффициенты парной корреляции между исследуемыми 

переменными* 

Биомасса, мгС/м3 I, 

Э/м2∙день 

Т, ºС NO3 NH4 PO4 Si Числ., 

103 

кл/мл 

Synechococcus -0,16 0,37 -0,25 0,06 0,25 0,67 0,97 

пикоэукариотические 

водоросли 

-0,75 -0,53 0,18 0,03 -0,47 0,35 0,98 

нанофитопланктон. 0,46 0,53 -0,28 -0,4 0,63 0,11 0,87 

*Подчеркнуты статистически значимые (p < 0,05) показатели.  

 

В период исследований в прибрежных водах, доля жизнеспособных клеток 

пико и нанофитопланктона изменялась от 70 до 100 %, составляя в среднем 80 %, 

что указывает на отсутствие сезонной её вариабельности, что показано на рисунке 

6.4. Следует отметить, что FDA окрашивает не только живые, активные клетки, 

но и малоактивные, находящиеся в покоящейся стадии, с неразрушенной 

цитоплазматической мембраной. Флуоресценция таких клеток значительно слабее 

по сравнению с живыми активными клетками.  

Поэтому для исследуемых групп водорослей мы используем параметр 

величина средней флуоресценции FDA на клетку. Исходя из данных, 

представленных на рисунке 6.5 в зимне-весенний период величина 

флуоресценции FDA для пикофитоплантона (Synechococcus и 

пикоэукариотические водоросли) имела низкие значения, для нанофитопланктона 

данный параметр сохранял высокие значения при низкой температуре. По мере 

прогрева воды в середине мая значение показателя флуоресценции FDA 

увеличивалось в среднем в 2-3 раза для пикофитопланктона и практически не 

изменялось вплоть до октября месяца. При понижении температуры в осенне-
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зимний период величина флуоресценции FDA значительно снижалась у 

пиководорослей. Для нанофитопланктона получена обратная зависимость 

флуоресценции FDA от температуры (рисунок 6.6). Однако полученные высокие 

проценты живых клеток для всех групп водорослей в исследуемый период 

говорят о сохранении жизнеспособности водорослей, несмотря на снижение 

активности внутриклеточной эстеразы в клетках.  

 

 

Рисунок 6.4 – Сезонная динамика доли живых клеток исследуемых групп 

водорослей 
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Рисунок 6.5 – Сезонный ход величины флуоресценции FDA выделенных групп 

фитопланктона 

 

 

 

Рисунок 6.6 – Связь между величиной флуоресценции FDA и температурой воды 

для пикофитопланктона (А) и для нанофитопланктона (Б) 
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Другие абиотические факторы среды не оказывали существенного влияния 

на величину флуоресценции FDA.  

Полученные в данном разделе результаты позволили подтвердить гипотезу, 

выдвинутую в более ранних исследованиях, об отсутствии существенного вклада 

крупных клеток водорослей в суммарный хлорофилл прибрежной зоны Черного 

моря. Так был сделан анализ сезонных размерных спектров фитопланктона по 

измерениям хлорофилла а в Черном море в Севастопольской бухте и показано 

доминирование мелкоразмерного фитопланктона (клетки от 0,2 до 10 мкм) на 

большей части периода исследования [36]. Автором была отмечена общая 

тенденция повышения роли мелких клеток в структуре фитопланктона бухты, 

которая была особенно наглядна при рассмотрении величин совокупных 

относительных вкладов пико - и нанофитопланктона, составлявших от 64 до 75 % 

в суммарной концентрации хлорофилла a в зависимости от района и до 70 % для 

бухты в целом. Это, возможно, и объясняет достоверно положительная 

корреляция между величинами биомассы, измеренными на проточном цитометре 

и концентрацией хлорофилла а определенной спектрофотометрическим методом. 

Диапазоны изменения количественных показателей пикофитопланктона, 

полученные нами для прибрежных черноморских вод, в целом, соответствовали 

ранее опубликованным данным для Черного моря [33, 36, 51]. Так Л. В. Стельмах 

[51] показано, что на долю пикофитопланктона в Севастопольской бухте 

приходилось от 18 % до 44 % первичной продукции и от 20 % до 40 % 

хлорофилла a в течение года. Характер сезонных изменений биомассы 

нанофитопланктона, основу которой, по данным [58] составляла 

кокколитофорида Emiliania huxleyi и мелкие диатомовые виды (Skeletonema 

costatum, водоросли рода Chaetoceros) соответствует сложившимся ранее 

представлениям о продуктивности шельфовой части Черного моря [50, 56]. 

В литературе не раз отмечалось, что низкая температура и интенсивность 

света зимой обеспечивают преимущество для развития пикоэукариотических 

водорослей, тогда как более высокие значения температуры и интенсивности 

света благоприятны для цианобактерий [173, 213]. В работе [191] автором 
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выдвинуты основные гипотезы, которые указывают на особенности 

цианобактерий, позволяющие им конкурировать с пикоэукариотическими 

водорослями и вносить свой вклад в развитие фитоценоза: а) цианобактерии 

развиваются при высокой температуре воды в широком световом диапазоне б) 

наблюдаются вспышки развития цианобактерий в водах с низким содержанием 

биогенных элементов. Возможность Synechococcus расти в широком диапазоне 

интенсивностей света и при лимитировании водорослей биогенными элементами 

в воде, что формирует его развитие в летний и раннеосенний периоды, 

обеспечивается благодаря содержащемуся в них пигменту - фикоэритрину, 

который они используют как внутренний источник азота [214] и при адаптации к 

различным световым условиям [120, 201].  

Отмечено, что температура и содержание нитратов в водной толще не 

оказывали значительного влияния на обилие пикопланктона, что подтверждено в 

работе [213], в том числе и для исследуемого района [33]. Однако большинство 

авторов придерживаются теории, что температура является одним из основных 

факторов, который регулирует численность пиководорослей [62, 176]. Что 

касается нано- и микрофитопланктона, то в литературе не раз отмечалось, что 

температура не является главным фактором определяющим величину первичной 

продукции в Мировом океане [85]. Карты распределения продуктивности вод 

Мирового океана показывают, что величина первичной продукции связана в 

основном с гидрологическими процессами различного масштаба, вызывающими 

обогащение поверхностных вод питательными элементами [21, 85]. На сезонную 

динамику биомассы нанофитопланктона в толще воды оказывает влияние 

большой комплекс факторов. Из физических факторов следует отметить: 

интенсивность света, температуру и роль физических процессов в формировании 

химической структуры вод в исследуемом регионе. Основной вклад в биомассу 

нанофитопланктона Черного моря вносят мелкие виды диатомовых водорослей, 

флагелляты и кокколифорида Emiliania huxleyi. По данным [58] в период с апреля 

по август и в осенний период 2014 года в фитопланктонном сообществе массово 

развивалась кокколитофорида Emiliania huxleyi (клетки диаметром 6-11 мкм). 
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Именно в этот период года нами получены максимумы биомассы 

нанофитопланктона. «Цветение воды» в результате вспышек развития Emiliania 

huxleyi в основном связано с вертикальной циркуляцией вод и поступлением в 

эвфотическую зону большого количества минерального фосфора. [32] в своих 

исследованиях показали, что наиболее значимым фактором массового развития E. 

huxleyi в Черном море является концентрация фосфатов в среде, что 

подтверждается полученной нами статистически значимой корреляцией между 

биомассой нанофитопланктона и концентрацией неорганического фосфора.  

Дифференцирующим критерием для распознавания живых и мёртвых 

клеток могут служить любые признаки живого, такие как способность клеток к 

делению и образованию колоний, подвижность, проявления метаболической 

активности, ферментативные реакции, состояние барьера проницаемости, 

накопление АТФ, морфологические признаки и т.д. В исследованиях культур 

микроводорослей и природного фитопланктона для маркирования живых клеток 

широко применяется диацетат флуоресцеина (FDA) [96, 118]. В исследуемой 

акватории (рисунок 2.4) процент живых клеток пико и нанофитопланктона не 

проявлял сезонной вариабельности и в течение года в среднем составил 80 %. 

Однако следует учитывать, что диацетат флуоресцеина окрашивает не только 

живые, активные клетки, но и живые - малоактивные, находящиеся в покоящейся 

стадии. [193] в своих исследованиях показали, что наряду с живыми, активными 

клетками в течение года в фитопланктонном сообществе присутствуют 

«бездействующие» неактивные клетки, которые не имеют морфологических 

модификаций и остаются жизнеспособными - «физиологически покоящиеся 

клетки». [147] также отмечено, что зимой, несмотря на низкие значения 

температуры воды, у бентосных цианобактерий наблюдался низкий уровень 

эстеразной активности, которая, по мнению авторов, была эквивалентна 

состоянию покоя водорослей. Такое состояние покоя присуще многим видам 

водорослей из разных таксономических групп [158, 211]. В связи с этим, в 

исследовании функционального состояния природных сообществ 

микроводорослей целесообразно использование средней флуоресценции FDA на 
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клетку. В проводимом нами исследовании показано, что величина флуоресценции 

FDA на клетку имела достоверную положительную корреляцию с температурой 

воды в Черном море для пикофитопланктона и отрицательную взаимосвязь для 

нанофитопланктона. Другие факторы среды не оказывали существенного влияния 

на сезонную динамику величины флуоресценции FDA. Максимальные значения 

флуоресценции FDA пикофитопланктона в летний период могут быть связаны с 

предположением, выдвинутым [61], что в летние месяцы скорость деления клеток 

данной размерной группы значительно выше, чем в остальной период года, 

результатом чего может быть полученная максимальная биомасса (35 мгС/м3) в 

сентябре месяце. В холодный период года при повышенных концентрациях 

биогенных элементов в прибрежных водах Черного моря более активен 

нанофитопланктон, основными представителями которого выступают мелкие 

диатомовые водоросли, в частности S. сostatum и водоросли рода Chaetoceros, а 

также кокколитофорида Emiliania huxleyi [50], что подтверждают и наши 

результаты, показывающие высокие значения эстеразной активности в клетках 

нанофитопланктона. 

 

 

Таким образом, результаты, представленные в этом разделе, позволяют 

сделать ряд обобщений. 

Предложенный критерий оценки функционального состояния водорослей с 

помощью флуоресцентного красителя FDA и проточной цитометерии может 

применяться как для культур водорослей, так и на природных сообществах 

фитопланктона. 

Сезонная динамика биомассы пико- и нанофитопланктона и хлорофилла а 

характеризовалась высокими осенними показателями и июньским максимумом. 

Вклад пикофитопланктона (Synechococcus и эукариотические пиководоросли) в 

суммарную биомассу в среднем составил 20 %.  

Получена статистически значимая корреляция между содержанием 

хлорофилла а, определяемым стандартным спектрофотометрическим методом, и 
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суммарной автофлуоресценцией хлорофилла а и биомассой, определяемыми на 

проточном цитометре.  

Показано, что процент живых клеток не проявлял сезонной вариабельности 

и в течение года в среднем составил 80 %. Величина флуоресценции FDA на 

клетку имела достоверную положительную корреляцию с температурой воды в 

Черном море для Synechococcus и пикоэукариотических водорослей и 

отрицательную взаимосвязь для нанофитопланктона, что еще раз подтверждает 

тот факт, что холодный период года характеризуется активностью и развитием 

нанофитопланктона, тогда как в теплый период года пиководоросли способны 

конкурировать и давать вспышки развития в фитоценозе. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Настоящая работа была проведена с целью усовершенствования и 

отработки методов экспресс-контроля физиологического состояния водорослей в 

разных условиях роста в культурах и прибрежных водах Чёрного моря и поиска 

новых, более консервативных маркеров, позволяющих характеризовать состояние 

морских биоценозов, что может быть важно для прогностических целей и 

построения экологических моделей.  

Нами, в качестве таких методов экспресс-контроля применены: метод 

проточной цитометрии в комбинации с флуорохромом диацетатом флуоресцеина 

(FDA) [136], а также метод исследования флуоресцентных параметров 

водорослей, характеризующий эффективность переноса и утилизацию энергии в 

первичных фотохимических процессах (Fv/Fm) [171, 177]. Комбинирование 

данных методов позволило оценить физиологическое состояние 

микроводорослей, как в культурах при различных условиях выращивания, так и в 

прибрежном районе Черного моря с использованием более оперативных 

индикаторов, таких как: 

 соотношение живых и мёртвых клеток;  

 величина флуоресценции FDA; 

 максимальная квантовая эффективность фотосинтеза;  

 вариабельность размерного спектра клеток. 

Данные маркеры физиологического состояния водорослей можно 

представить, как количественные и качественные показатели, отражающие 

адаптационные, компенсаторные возможности и летальные воздействия на клетки 

микроводорослей, так и косвенные, которые лишь указывают на снижение 

жизнеспособности в результате «старения» клеток или их отклик на действие 

меняющихся факторов окружающей среды (рисунок 1). 
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Рисунок 1 – Экспресс - индикаторы физиологического состояния 

микроводорослей 
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компонентов. Также основным недостатком данного маркера является 

невозможность его использования для оценки состояния водных альгоценозов. 

Коэффициент переменной флуоресценции хлорофилла (Fv/Fm)  

Величина переменной флуоресценции – параметр, характеризующий 

эффективность переноса энергии света в первичных фотохимических процессах 

(максимальный квантовый выход разделения зарядов фотосистемы 2) [4]. Эта 

величина является чувствительным показателем функционального состояния 

водорослей [30, 31,45, 71]. Кроме того флуоресцентные параметры используются 

для оценки фотосинтетической активности и продукции фитопланктона в 

природных условиях и культурах [25, 100, 116, 123].  

У исследуемых видов водорослей показана устойчивость коэффициента 

переменной флуоресценции хлорофилла в широком диапазоне световых и 

температурных условий, и реактивность этого параметра под влиянием 

экстремальных значений этих факторов. При высоких уровнях освещенности и 

температуры (выше 1200 мкЭ м-2 с-1 фотосинтетически активной радиации и 27 

°С) относительная переменная флуоресценция хлорофилла а значительно 

снижается, что сопряжено с ингибированием роста водорослей и фотоокислением 

хлорофилла. При изменении уровня азотного лимитирования Fv/Fm начинает 

отклик при 3-х, 4-х кратном торможении роста, что связано со снижением 

внутриклеточных пулов азота и хлорофилла. В условиях накопительного роста 

культуры Chlorella vulgaris suboblonga отмечена положительная корреляция 

(R2=0,9) между величиной Fv/Fm и удельной скоростью роста (µ) водорослей. 

Наблюдалась высокая скорость восстановления (менее суток) данного показателя 

при улучшении условий культивирования. В этом отношении коэффициент 

относительной переменной флуоресценции хлорофилла а может служить 

параметром контроля использования лимитирующего фактора в управляемом 

процессе.  

В связи с тем, что в данной работе коэффициент относительной переменной 

флуоресценции хлорофилла а использовался как индикатор состояния водорослей 
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в условиях культур, мы высказываем предположение о применимости данного 

маркера для оценки функционального состояния природных сообществ. В целом 

имеющиеся литературные данные можно разделить условно на два типа: параметр 

Fv/Fm неэффективен в исследованиях природных сообществ фитопланктона в 

виду его видоспецифичности, коэффициент переменной флуоресценции 

хлорофилла зависит от таксономической принадлежности водорослей [144, 216] и 

исследования где, оценка состояния водных альгоценозов проведена с 

применением показателя Fv/Fm без учета видового состава фитопланктона [30, 

31, 45, 53, 154, 155, 198]. В нашей работе [68] исследованы температурные 

зависимости скорости роста и величины относительной переменной 

флуоресценции хлорофилла а основных представителей планктонных водорослей 

Черного моря и показано, что значения Fv/Fm в толерантной зоне для диатомовых 

водорослей выше, чем для динофитовых и были равны соответственно 0,68±0,04 

и 0,54±0,07, поэтому, для применения данного индикатора необходим контроль 

видового состава черноморского фитопланктона. 

Изменение активности внутриклеточных эстераз - величина 

флуоресценции FDA (FDAfl). 

Величина флуоресценции FDA более устойчивый параметр по сравнению с 

коэффициентом относительной переменной флуоресценции хлорофилла а. 

Высокий уровень эстеразной активности в клетках сохраняется при значительном 

исчерпании внутриклеточных запасов азота, остановки роста и синтеза 

хлорофилла. Величины светового и температурного факторов начинают влиять на 

флуоресценцию FDA при крайних значениях, имеющих летальный или близкий к 

ним эффект, что позволяет использовать метод флуоресценции FDA как 

индикатор жизнеспособности водорослей при экстремальных условиях 

культивирования. Восстановление этого параметра зависит от скорости 

регенерации нового клеточного материала лишь в том случае, когда значения 

данного показателя не снижаются до минимальных. Применение удельной 

флуоресценции FDA, как показателя метаболической активности водорослей, 
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практически не отражено в исследованиях морских фитоценозов, встречаются 

лишь единичные работы [147, 174], для оценки физиологического состояния 

фитопланктона Черного моря такие результаты получены впервые. Нами 

отмечено, что данный маркер может применяться для фитопланктонных 

сообществ без видовой дифференциации. Проведенные исследования показали, 

что в течение годового цикла интенсивность света и содержание питательных 

веществ в морской среде не оказывали существенного влияния на величину 

флуоресценции FDA у трех выделенных размерных фракций фитопланктона 

(Synechococcus, эукариотические пиководоросли, нанофитопланктон). Значения 

параметра FDAfl имели достоверную положительную корреляцию с температурой 

воды в Черном море для пикофитопланктона и отрицательную взаимосвязь для 

нанофитопланктона, т.е. в теплый период года в черноморском биоценозе 

наиболее активен пикофитопланктон, в то время как, холодный период года 

благоприятен для развития нанофитопланктона.  

Соотношение живых и мёртвых клеток водорослей  

По мере роста культур и перехода их в стационарную фазу доля 

покоящихся (неактивных) и мёртвых клеток в них возрастает. У Phaeodactylum 

tricornutum и Nitzschia sp. № 3 в экспоненциальной фазе роста доля мёртвых и 

неактивных клеток не превышала 10 % в обеих культурах, тогда как в 

стационарной фазе она возрастала почти до 100 % у Nitzschia sp. № 3 и 70 % – у P. 

tricornutum. При этом процент именно мёртвых клеток при благоприятных 

условиях роста в экспоненциальной фазе составляет 1-2 % от общей биомассы 

водорослей для видов, имеющих ригидные кремне - или целлюлозосодержащие 

оболочки, и не превышает 0,5 % для клеток, окруженных цитоплазматической 

мембраной. В стационарной фазе роста, а также при высоких интенсивностях 

света и низкой температуре доля мёртвых и разрушенных клеток возрастает до 

20-40 % для видов, имеющих клеточную оболочку и существенно меньше для 

видов без неё. Доля малоактивных клеток, с пониженной ферментативной 

активностью, в разные моменты роста культур составляет от 40 % до 80 %. 
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Главным образом малоактивные клетки служат для сохранения популяции в 

неблагоприятных условиях, при наступлении же благоприятных условий среды 

они способны перейти к размножению. При улучшении условий культивирования 

у исследуемых видов водорослей наблюдали рост параметров Fv/Fm и FDAfl и 

восстановление функционального состояния культур, при условии, что уровень 

фактора не приводил к летальному воздействию. Таким образом, возможно, 

жизнестойкость модельных культур в меняющихся условиях среды 

обеспечивалась количеством малоактивных клеток. Такой подход в оценке 

функционального состояния микроводорослей позволяет разделить клетки в 

рамках одной популяции (культуры) на группы относительно их 

физиологического состояния: от живых, метаболически активных до мёртвых, 

которые в основном представлены клеточными фрагментами (рисунок 2). 

 

 

Рисунок 2 – Группы клеток внутри популяции микроорганизмов по 

гетерогенности функционального состояния  
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проводились исследования, где по количеству жизнеспособных клеток 

оценивалось функционирование фитопланктонных сообществ [61, 63, 69, 206], 

однако такой индикатор для анализа физиологического состояния альгоценоза 

Черного моря применен впервые, за исключением работ [46, 43]. Однако в 

отличие от ранее выполненных исследований в настоящей работе подсчет 

количества жизнеспособных клеток сделан с применением современных 

методов измерений, в частности проточной цитометрии в комбинации с 

витальным красителем FDA, что позволило дать количественную оценку 

состоянию выделенных размерных фракций фитопланктона, а не отдельным 

видам водорослей. Показатель количества жизнеспособных клеток не проявлял 

сезонной вариабельности у пико- и нанофитопланктона и в среднем составил 

80 %, что говорит об относительной стабильности физиологического состояния 

черноморского альгоценоза.  

Настоящая работа расширяет имеющиеся представления о возможностях 

оценки и контроля функционального состояния микроводорослей в культурах и при 

исследовании морских биоценозов. Комплексное применение методов проточной 

цитометрии, относительной переменной флуоресценции хлорофилла а и 

стандартных методов определения ростовых показателей водорослей и их 

основных внутриклеточных компонентов позволило выделить ряд экспресс–

индикаторов, которые обеспечивают интегральную характеристику состояния 

культур водорослей, выращенных в различных условиях, а также природного 

сообщества фитопланктона (на примере пико- и нанофракций) на протяжении всего 

годового цикла его развития в прибрежном районе Черного моря. Сравнительные 

исследования, выполненные в настоящей работе, показали, что такие параметры 

как FDAfl, Fv/Fm и количество жизнеспособных клеток в популяции могут быть 

использованы в качестве перспективных маркеров в целях диагностики 

состояния первично-продукционного звена водных экосистем. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Успешно апробирован в экспериментах с модельными культурами 

водорослей и в полевом исследовании сообществ черноморского пико- и 

нанофитопланктона метод окрашивания водорослей диацетатом флуоресцеина 

(FDA) для дифференциации клеток с разной функциональной активностью, 

который позволил впервые использовать параметр удельной флуоресценции 

(FDAfl) для экспресс контроля функционального состояния водорослей. 

2. В культурах водорослей присутствуют клетки с разной 

функциональной активностью: активные, малоактивные и мертвые. Процент 

мёртвых клеток при оптимальных условиях роста составляет 1-2 % от общей 

биомассы водорослей для видов, имеющих ригидные кремне - или 

целлюлозосодержащие оболочки, и не превышает 0,5 % для клеток, окруженных 

цитоплазматической мембраной. При неблагоприятных условиях роста доля 

мёртвых и разрушенных клеток возрастает до 30 % для видов, имеющих 

клеточную оболочку и существенно меньше для видов без неё. Доля 

малоактивных клеток в разные моменты роста культур составляет от 40 % до 80 

%. 

3. Показана возможность применения параметра FDAfl и максимальной 

квантовой эффективности фотосинтеза (Fv/Fm) как возможных индикаторов 

контроля физиологического состояния водорослей в широком градиенте условий 

среды: от оптимальных до экстремальных условий. При высокой интенсивности 

света и высокой температуре, а также в условиях азотного лимитирования 

коэффициент переменной флуоресценции хлорофилла значительно снижается, 

тогда как величина флуоресценции FDA - более устойчивый параметр. Высокий 

уровень эстеразной активности в клетках сохраняется при исчерпании 

внутриклеточных запасов азота, и практически при отсутствии скорости роста 

водорослей  и синтеза хлорофилла а. Действие светового и температурного 
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факторов на флуоресценцию FDA проявляется только при крайних значениях, 

имеющих летальный или близкий к ним характер, что позволяет  использовать 

этот показатель как индикатор жизнеспособности водорослей при экстремальных 

условиях. 

4. В стационарной фазе роста при высокой интенсивности света и 

низкой температуре наблюдается высокая степень гетерогенности клеточных 

объемов водорослей. Коэффициент вариации объема клеток водорослей может 

служить показателем физиологического состояния популяции. 

5. Доля жизнеспособных клеток в пико и нанофитопланктоне в 

прибрежных водах Черного моря составила  в среднем 80 %, что указывает на 

относительную стабильность функционирования сообщества в годовом цикле. В 

теплый период года в черноморском альгоценозе наиболее активен 

пикофитопланктон, в то время как холодный период благоприятен для развития 

нанофитопланктона. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



112 

 

ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

N – численность микроводорослей 

V – объем клеток водорослей 

H – высотаклеток водорослей 

D– диаметр клеток водорослей 

FL1 –флуоресценция клеток в зеленой области спектра (525 нм) 

FL2–флуоресценция клеток в оранжевой области спектра (575 нм) 

FL4 -флуоресценция клеток в красной области спектра (675 нм) 

FS – прямое рассеяние 

SS – боковое рассеяние 

FDA – диацетат флуоресцеина 

Т – температура 

I – интенсивность света 

ФАР – фотосинтетически активная радиация 

ФСА – фотосинтетический аппарат 

μ, сут-1– удельная скорость роста  

DMSO (ДМСО) – диметилсульфоксид 

НАДН – восстановленный никотин амидаденин динуклеотид 

НАДФН – восстановленный никотин амидаденин динуклеотид фосфат 

НАД – никотин амидаденин динуклеотид 

АТФ – аденозинтрифосфорная кислота 

кл. – клетки  

мг – миллиграмм  

мин – минута  

мкг – микрограмм  

мкм – микрометр 

ФНВ – фотосинтетически неактивная взвесь 
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С/Хл–отношение между органическим углеродом и хлорофиллом а в 

фитопланктоне 

С/N–атомарное отношение между органическим углеродом и азотом 

Хл а – хлорофилл а 

Fo – интенсивность флуоресценции при открытых реакционных центрах 

Fm – интенсивность флуоресценции при закрытых реакционных центрах 

Fv – переменная флуоресценция хлорофилла равная Fm - Fo 

Fv/Fm – относительная переменная флуоресценция хлорофилла а 

ФС1 – фотосистема 1 

ФС2 – фотосистема 2 
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