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Исследовано влияние цинка и железа в концентрациях 50 и 100 мкг/л на численность клеток, флу-
оресценцию хлорофилла а, содержание фотосинтетических пигментов и активных форм кислоро-
да, а также нейтральных липидов у рафидофитовой водоросли Heterosigma akashiwo. Обнаружено,
что цинк действует на физиологические и биохимические процессы, не влияя при этом на динами-
ку численности микроводоросли. Выявлено негативное воздействие железа на флуоресценцию хло-
рофилла а, содержание фотосинтетических пигментов, активных форм кислорода и нейтральных
липидов. Наиболее токсичным металлом для H. akashiwo оказалось железо. Показано, что исполь-
зуемые концентрации исследованных металлов не способствуют развитию “цветений” H. akashiwo.
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Исследования влияния тяжелых металлов на
растительные организмы, в том числе и микрово-
доросли, проводятся на протяжении многих лет.
Несмотря на то, что механизмы воздействия ме-
таллов в целом выяснены, изучение данного во-
проса остается актуальным (Nagajyoti et al., 2010).
Известно, что тяжелые металлы в высоких кон-
центрациях токсичны для растений, однако мно-
гие из них необходимы для жизнедеятельности
растительного организма. Так, цинк (Zn2+) вы-
ступает как кофактор ферментов, важен для под-
держания целостности митохондрий, участвует в
синтезе углеводов, включен в процесс фиксации
углекислого газа (Masmoudi et al., 2013). Железо
(Fe3+) необходимо для работы электрон-транс-
портной цепи, участвует в фиксации углерода,
синтезе хлорофиллов и формировании хлоропла-
стов, входит в состав белков и является катализа-
тором окислительно-восстановительных реак-
ций (Nagajyoti et al., 2010). Его низкое содержание
лимитирует развитие фитопланктона (Rana, Pra-
japati, 2021).

В последние десятилетия в разных акваториях
Мирового океана отмечается увеличение количе-
ства вредоносных “цветений”, вызываемых ра-
фидофитовой водорослью Heterosigma akashiwo,
приводящих к массовой гибели рыб и беспозво-

ночных (Bornman et al., 2022). Ряд исследователей
связывает учащение “цветений” водорослей с
возрастанием загрязнения окружающей среды
(Dursun et al., 2016; Lemley et al., 2020).

Цель настоящей работы заключалась в оценке
действия цинка и железа на численность клеток
микроводоросли H. аkashiwo, их размер и внут-
реннюю структуру, фотосинтетический аппарат,
содержание активных форм кислорода и ней-
тральных липидов. В работе использованы кон-
центрации металлов, регулярно регистрируемые
в прибрежных водах России. Концентрации Zn2+,
Fe3+ составляли 50 и 100 мкг/л, что соответствует
предельно допустимой концентрации (ПДК и
2ПДК) (Качество…, 2021).

Объектом исследования служила культура од-
ноклеточной водоросли Heterosigma akashiwo
MBRU_HAK-SR11 (Y. Hada) Y. Hada ex Y. Hara &
M. Chihara, 1987 (Raphidophyceae). Водоросль вы-
ращивали на среде f (Guillard, Ryther, 1962), при-
готовленной на основе фильтрованной и стери-
лизованной морской воды соленостью 32‰ в 250 мл
колбах Эрленмейера с объемом культуральной
среды 100 мл, при температуре 18°C, интенсивно-
сти освещения 70 мкмоль/м2/с в области видимо-
го света и свето-темновым периодом 14 ч свет : 10 ч
темнота. В качестве инокулята использовали
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культуру на экспоненциальной стадии роста.
Продолжительность экспериментов составляла 7 сут.
Пробы для анализа показателей отбирали на третьи и
седьмые сутки. Zn2+ добавляли в виде ZnSO4 · 7H2O,
Fe3+ в виде FeCl3 · 6H2O, с пересчетом на ионы ме-
талла, в день постановки эксперимента.

Подсчет численности клеток водоросли, опре-
деление показателей прямого и бокового свето-
рассеяния производили на проточном цитометре
CytoFLEX (Beckman Coulter, США). В течение
каждого измерения записывали 10000 событий
(регистрируемых в пробе частиц). Выбор клеток
водоросли из общего числа событий, записывае-
мых цитометром, проводили по флуоресценции
хлорофилла а (Hyka et al., 2013). Прямое светорас-
сеяние, косвенно характеризующее размер кле-
ток водоросли, регистрировали на канале FSC;
боковое, характеризующее внутреннюю структуру,
гранулярность, на канале SSC. Интенсивность
флуоресценции хлорофилла а регистрировали
при длине волны 690 нм, длина волны возбужде-
ния составляла 488 нм – канал PC 5.5 (Hyka et al.,
2013). Продукцию активных форм кислорода
(АФК) оценивали с помощью флуоресцентного
красителя 2',7'-дихлородигидрофлуоресцеин ди-
ацетата, окрашивание проводили в течение одно-
го часа при комнатной температуре в темноте.
Показатель флуоресценции окисленного и ди-
ацетилированного 2',7'-дихлородигидрофлуорес-
цеин диацетата определяли при длине волны 525 нм,
длина волны возбуждения – 488 нм, канал FITC
(Gomes et al., 2005). Содержание нейтральных ли-
пидов (НЛ) определяли по флуоресценции флуо-
рохрома Nile Red в концентрации 1 мкг/мл. Окра-
шивание проводили в течение 15 мин при ком-
натной температуре в темноте. Длина волны
возбуждения составляла 488 нм, испускания –
580 нм, канал PE (Alemán-Nava et al., 2016).

Для анализа содержания фотосинтетических
пигментов (хлорофилла а и общего содержания
каротиноидов) суспензию водоросли собирали на
мембранах МФАС-ОС-2 путем фильтрации. Из
собранных клеток пигменты экстрагировали
90%-ным ацетоном, полученный экстракт цен-
трифугировали в течение 15 мин при 7000 об./мин.
Супернатант отбирали и определяли его оптиче-
скую плотность с помощью спектрофотометра
Shimadzu-UV 2550 (Япония) при следующих дли-
нах волн: 480, 630, 647, 664 и 750 нм. Расчет кон-
центраций пигментов проводили по стандартным
формулам (Jeffrey, Humphrey, 1975).

Показатели в контроле приняты за 100%. Экс-
перименты проведены в трех биологических по-
вторностях. Статистическую обработку выполня-
ли с помощью программы Excel. Достоверность
различий между выборками оценивали по крите-
рию Манна–Уитни при уровне значимости p ≤ 0.05.

Цинк в концентрациях 50 и 100 мкг/л не вызы-
вал отклонений в динамике численности клеток,
в показателях прямого и бокового светорассея-
ния (рис. 1а, 1в). Флуоресценция хлорофилла а
уменьшалась на седьмые сутки опыта (рис. 1г).
Содержание хлорофилла а возрастало на третьи
сутки и снижалось на седьмые (рис. 1д). Для каро-
тиноидов зафиксирована такая же тенденция, од-
нако колебания показателей были менее выра-
женными (рис. 1е). Содержание АФК достоверно
снижалось на третьи сутки и возрастало на седь-
мые, особенно при концентрации цинка 100 мкг/л
(рис. 1ж). На седьмые сутки при концентрации
металла 50 мкг/л обнаружено наибольшее содер-
жание НЛ (рис. 1з).

Внесение железа в концентрации 50 и 100 мкг/л
приводило к слабой стимуляции роста популяции
водоросли (рис. 2а). Показатель прямого свето-
рассеяния на третьи сутки стал ниже контрольного
на протяжении всего опыта (рис. 2б). Показатель
бокового светорассеяния значительно отклонялся от
контроля на седьмые сутки эксперимента (рис. 2в).
Такая же тенденция отмечена для флуоресценции
хлорофилла а (рис. 2г). Содержание хлорофилла а
и каротиноидов существенно увеличивалось к
третьим суткам и падало на седьмые, особенно
при концентрации железа 100 мкг/л (рис. 2д, 2е).
При этом слабо снижалась концентрация АФК
(рис. 2ж). Содержание НЛ к завершению экспе-
римента значительно повышалось по сравнению
с контрольным при концентрации металла 50 мкг/л
и снижалось при 100 мкг/л (рис. 2з).

В проведенном нами опыте цинк не оказал
действия на рост численности клеток и показате-
ли прямого и бокового светорассеяния. Однако
ранее у динофлагелляты Prorocentrum micans отмече-
но ингибирование роста в присутствии 100 мкг/л
цинка (Kayser, 1977). При этом у H. akashiwo про-
исходило снижение флуоресценции хлорофилла
а наряду со снижением содержания фотосинтети-
ческих пигментов. Ранее на Isochrysis galbana по-
казано, что при внесении 5000 мкг/л металла чис-
ленность клеток не менялась, но содержание хло-
рофилла а снижалось (Kumar et al., 2015).
Содержание АФК возрастало к концу экспери-
мента, что также свидетельствует о негативном
действии металла на состояние H. akashiwo. Цинк
в токсичных концентрациях приводит к увеличе-
нию содержания липидов (Yang et al., 2015), по-
добный эффект зафиксирован на седьмые сутки
нашего опыта.

У H. akashiwo при концентрациях железа 50 и
100 мкг/л отмечена стимуляция роста. В целом,
железо оказало более токсическое действие на
H. akashiwo по сравнению с цинком: происходило
изменение всех исследованных показателей, осо-
бенно фотосинтетических пигментов. При ток-
сическом воздействии железа в первую очередь
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страдают хлоропласты и митохондрии (Rana, Pra-
japati, 2021). Однако содержание АФК снижалось
по сравнению с контролем. Механизм генериро-
вания АФК у микроводорослей под воздействием
железа изучен слабо (Rana, Prajapati, 2021).

К седьмым суткам, при концентрации 50 мкг/л
происходило увеличение содержания НЛ, а при
100 мкг/л, напротив, уменьшение. При стрессо-
вых условиях липиды синтезируются и аккумули-
руются как источник энергии и углерода, а при

Рис. 1. Рост популяции и физиологическое состояние Heterosigma akashiwo при воздействии цинка. * – различия до-
стоверны при p ≤ 0.05.
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Рис. 2. Рост популяции и физиологическое состояние Heterosigma akashiwo при воздействии железа. * – различия до-
стоверны при p ≤ 0.05.
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особенно неблагоприятном состоянии – расходу-
ются (Wan et al., 2014).

Таким образом, при воздействии цинка чис-
ленность клеток H. akashiwo, их размер и грану-
лярность не изменялись. Однако происходило
нарушение физиологических и биохимических
процессов микроводоросли. Железо оказало сла-
бое стимулирующее действие на рост H. akashiwo,
но значительные отклонения от контрольных
размера клеток, флуоресценции хлорофилла а,
содержания фотосинтетических пигментов, АФК
и НЛ свидетельствуют о неблагоприятном влия-
нии металла. На основании полученных данных
можно предположить, что цинк и железо в кон-
центрациях 50 и 100 мкг/л не являются причиной
“цветений” H. akashiwo.
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Influence of Zinc and Iron on Population Growth and Physiological State of Microalgae 
Heterosigma akashiwo (Raphidophyceae)

Zh. V. Markinaa and A. V. Ognistayaa

aZhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences,
Vladivostok, 690041 Russia

It was studied the influence of zinc and iron at concentrations of 50 and 100 μg/L on cell number, chlorophyll
a f luorescence, content of photosynthetic pigments and reactive oxygen species, as well as neutral lipids in
the raphidophyte algae Heterosigma akashiwo. Zinc has been found to act on physiological and biochemical
processes without affecting the population dynamics of microalgae. It was revealed the negative effect of iron
on the f luorescence of chlorophyll a, number of photosynthetic pigments, reactive oxygen species and neutral
lipids. The most toxic metal for H. akashiwo turned out to be iron. It was shown that the concentrations of the
studied metals do not contribute to the development of H. akashiwo “blooms”.

Keywords: zinc, iron, Heterosigma akashiwo, cell cells, f luorescence, photosynthetic pigments, reactive oxy-
gen species, neutral lipids


