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Метод проточной цитометрии более 30 лет успешно применяют для быстрой и качественной оценки
физиологического состояния, химического состава и численности клеток микроводорослей, в том
числе в исследованиях фитопланктона. В обзоре обсуждаются возможности этого метода в решении
фундаментальных и прикладных задач, связанных с изучением микроводорослей; параметры ос-
новных флуоресцентных красителей, применяемых для данного метода; особенности микроводо-
рослей как объектов исследования, а также сложности, связанные с использованием метода.
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Морские микроводоросли как первичные про-
дуценты и основной источник кислорода для
обитающих в воде животных всесторонне изучают на
протяжении долгого периода. В настоящее время
возросла их роль как объектов биотехнологии. Мор-
ские одноклеточные водоросли используют в каче-
стве корма для нужд аквакультуры, как источник для
получения биотоплива, противоопухолевых и анти-
вирусных препаратов, антибиотиков, каротиноидов,
фикоэритрина, омега-3 жирных кислот, белка и
многих других веществ, а также как объекты биоре-
медиации. В связи с этим объемы культивирования
микроводорослей ежегодно увеличиваются (Vigani
et al., 2015; Hamed, 2016; Chew et al., 2017).

Чтобы точно оценить численность клеток во-
дорослей, их физиологическое состояние и хими-
ческий состав, необходим метод, обеспечиваю-
щий быстрое получение данных. Для мониторинга
численности фитопланктона, проводимого в разных
районах Мирового океана, также требуется точ-
ный экспресс-метод оценки. Среди множества
способов решения этих задач все чаще применяют
проточную цитометрию (ПЦ). Данный метод
первоначально был разработан для анализа фор-
менных элементов крови как лучшая альтернатива
микроскопическому анализу (Shapiro, 2003).
С 1970-х гг. его применяют не только для клини-
ческой диагностики, но и для решения таких
фундаментальных научных задач, как определе-
ние пролиферативной активности клеток, анализ

содержания ДНК и параметров клеточного цикла
(Picot et al., 2012). С 1980-х гг. этот метод исполь-
зуют и для исследования микроводорослей (Cun-
ningham, Leftley, 1986; Jamers et al., 2009). Совре-
менная ПЦ базируется на всем арсенале методов
флуоресцентного анализа компонентов клеток и
происходящих в них процессов. Высокая произ-
водительность метода позволяет за одну минуту
исследовать до тысячи и более клеток. В каждый
момент времени через луч лазера проходит только
одна клетка, благодаря чему регистрируются не
усредненные характеристики клеточной популяции,
а параметры отдельной клетки. Это дает возмож-
ность изучать конкретные популяции клеток, ба-
зируясь на выбранных стратегиях гейтирования с
целью дальнейшего исследования конкретной
популяции или проведения клеточного сортинга
(Picot et al., 2012). Подробные сведения о клеточном
сортинге клеток микроводорослей с необходи-
мыми характеристиками приведены в работе Пе-
рейра с соавторами (Pereira et al., 2018).

Для проточно-цитометрического анализа не-
обходим небольшой объем суспензии водорослей
(около 70 мкл культуры на экспоненциальной фазе
роста). Преимуществом этого метода является
возможность оценки содержания от 100 клеток в
1 мл (Franklin et al., 2001; Eleršek, 2012; Chioccioli
et al., 2014); имеется указание и на более низкий
предел определения – 50 клеток (Børsheim et al.,
1989). Благодаря использованию нескольких лазе-

УДК 582.26/27:576.3

ОБЗОР



292

БИОЛОГИЯ МОРЯ  том 45  № 5  2019

МАРКИНА

ров и каналов детекции, существует возможность
одновременно измерить несколько параметров.
В настоящее время ПЦ стала рутинным методом
для изучения микроводорослей; количество публи-
каций с ее использованием увеличивается с каждым
годом, в то время как первый обзор по данной теме
насчитывал всего 28 ссылок (Cunningham, Leftley,
1986). Более продвинутым вариантом метода явля-
ется ПЦ с визуализацией, получившая широкое
распространение для изучения популяций природ-
ного фитопланктона (Dashkova et al., 2017).

Цель настоящего обзора заключается в анализе
накопленных данных по применению ПЦ для ис-
следования морских одноклеточных водорослей
в условиях лабораторной культуры и в природных
популяциях.

Пробоподготовка одноклеточных водорослей
к анализу методом проточной цитометрии
Подсчет численности клеток микроводорослей

не требует какой-либо подготовки образца, глав-
ным условием, как и при работе с любыми другими
объектами, является отсутствие агрегатов (Shapiro,
2003). Основная сложность метода, особенно для
океанографических исследований, – сохранение
образцов до момента их анализа. Для этого пред-
лагались быстрая заморозка без добавления реак-
тивов; медленная заморозка с добавлением глутар-
альдегида для образцов, содержащих в основном
синезеленые водоросли; добавление глицерина с
глутаральдегидом или только детергента Pluronic
F68, а также добавление его совместно с глутар-
альдегидом (Marie et al., 2014). Известно, что глу-
таральдегид вызывает флуоресценцию, регистри-
руемую на длине волны 515–560 нм. Фиксация
ацетоном, метанолом или этанолом приводит к из-
менению клеточной ультраструктуры и морфоло-
гии, к появлению дебриса и к уменьшению авто-
флуоресценции хлорофилла (Hyka et al., 2013).
Однако эти же авторы отмечают, что парафор-
мальдегид и формальдегид не оказывают негативные
эффекты и незначительно снижают автофлуорес-
ценцию хлорофилла. Очевидно, лучшим вариан-
том остается как можно более быстрый анализ
образца (Koch et al., 2014).

Подсчет численности клеток
С помощью статистических методов неодно-

кратно доказана хорошая корреляция между дан-
ными проточной цитометрии и подсчетом клеток
под световым микроскопом (Børsheim et al., 1989;
Stauber et al., 2005; Stauffer et al., 2008; Forget et al.,
2010; Eleršek, 2012). Более того, автоматизированный
процесс снижает количество возможных ошибок
при подсчете (Jamers et al., 2009). Для упрощения
оценки роста популяций микроводорослей в ла-
боратории и в условиях биотехнологического
производства предложен спектрофотометриче-
ский метод определения оптической плотности
суспензии клеток. Однако он имеет ряд ограничений,

поэтому данные, полученные с его помощью, не
всегда корректны (Børsheim et al., 1989; Chioccioli et
al., 2014; Günerken et al., 2017). Для контроля роста
популяций неоднократно предлагалось использо-
вать определение сухой массы. Недостатками этого
метода являются зависимость массы от накопления
веществ клетками и то, что соли, попадающие в
пробу при анализе морских микроводорослей, ис-
кажают результаты измерений (Günerken et al.,
2017). Таким образом, проточная цитометрия оста-
ется самым быстрым и точным методом по сравне-
нию с другими методами, предложенными для
оценки численности популяций микроводорослей.

Высокая скорость анализа позволяет быстро
оценить профили распределения фитопланктона
(Cunningham, Leftley, 1986). Так, ПЦ использовали
для подсчета клеток Chrysochromulina polylepis во
время цветения (Børsheim et al., 1989). На основе
данных по флуоресценции фотосинтетических
пигментов и прямому/боковому светорассеянию,
полученных с помощью ПЦ, показано распреде-
ление видов родов Prochlorococcus и Synechococcus
по глубине в зависимости от факторов среды (van
den Engh et al., 2017). С тех пор как ПЦ была адап-
тирована для океанологических исследований,
этот метод применяют для быстрого и точного
подсчета пикопланктона – клеток размером ме-
нее 2 мкм в диаметре, что невозможно сделать под
световым микроскопом (Jochem, 2000).

Использование показателей прямого и бокового 
светорассеяния для изучения клеток 

одноклеточных водорослей
Проточные цитометры сконструированы так,

что за счет гидродинамического фокусирования
через луч лазера единовременно проходит одна
клетка. Как только клетка пересекает луч источ-
ника света, детектор начинает регистрацию сиг-
нала, который достигает максимума при попада-
нии клетки в центр луча. Когда клетка покидает
луч, сигнал исчезает. Проходящие через луч лазе-
ра клетки рассеивают свет под разными углами.
Рассеяние света зависит от диаметра клетки и
сложности ее внутренней структуры. Регистрация
рассеянного света под малыми углами (до 19°, так
называемое прямое светорассеяние) используется
для определения относительного диаметра клетки
(Shapiro, 2003). Это сигнал, определяемый как
свет того же цвета, что и освещающий поток, т.е.
показывающий способность отражать свет по
сравнению с окружающей клетку жидкостью
(Диагностика…, 2017). Для регистрации внутри-
клеточных структур используется боковое свето-
рассеяние, при котором значительное количество
света рассеивается под углом 90°. Использование
этого параметра позволяет косвенно судить о внут-
риклеточных изменениях (Cunningham, Buonna-
corsi, 1992; Shapiro, 2003). В целом процедура ре-
гистрации прямого и бокового светорассеяния
микроводорослей не отличается от таковой для
других типов клеток и не требует специальной
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пробоподготовки, за исключением клеток в коло-
ниях, цепочках, пленках и т.д. (Hyka et al., 2013).
В первых исследованиях микроводорослей с по-
мощью ПЦ использовали только показатели пря-
мого и бокового светорассеяния (Cunningham,
Leftley, 1986). В настоящее время данные пара-
метры также применяются в альгологических ис-
следованиях с помощью проточных цитометров
(Jamers et al., 2009; Соломонова, Акимов, 2014;
Esperanza et al., 2017; Seoane et al., 2017). Более того,
Франклин с соавторами (Franklin et al., 2001)
предложили использовать эти показатели в каче-
стве обязательных параметров в токсикологиче-
ских экспериментах. На прямое светорассеяние
оказывает влияние индекс преломления частиц,
проходящих через луч лазера, в результате этого
более крупные клетки могут быть зарегистриро-
ваны как более мелкие и наоборот (Shapiro, 2003).
Для точного определения размеров частиц при-
меняются наборы калибровочных бусин с заданным
диаметром. Индекс преломления (ИП) клеток
водорослей составляет 1.41–1.43, поэтому для опре-
деления их размеров рекомендуется использовать
бусы из кремния (ИП = 1.4.), а не из полистирола
(ИП = 1.9) (Chioccioli et al., 2014). Нарушение струк-
туры поверхностной мембраны приводит к тому,
что при одинаковом размере клеток проточный ци-
тометр регистрирует мертвые клетки как более
крупные, что связано с их менее ярким отраженным
сигналом прямого светорассеяния по сравнению с
таковым у живых клеток (Диагностика…, 2017).

Использование флуоресцентного анализа
для изучения клеток одноклеточных водорослей

Флуоресценция обусловлена тем, что клеточные
структуры взаимодействуют с красителями. Про-
точный цитометр собирает флуоресцентные сиг-
налы в один или несколько каналов в соответ-
ствии с возбуждением лазера и длиной волны света,
испускаемой флуорохромом (Диагностика…,
2017). Некоторые клетки, в том числе микроводо-
росли, способны к автофлуоресценции за счет со-
держащихся в них веществ (Shapiro, 2003). В на-
стоящее время проточная цитометрия работает с
огромным количеством флуоресцентных зондов,
применяемых в зависимости от решаемой задачи
и объекта исследования (Зурочка и др., 2014). Од-
новременная регистрация количества клеток и
показателей физиологического состояния водо-
рослей – необходимая составляющая оценки
культур водорослей, так как численность клеток
может оставаться неизменной при физиологиче-
ских изменениях (Levy et al., 2007; Eleršek, 2012).
Взаимодействие красителя со структурами клетки
микроводорослей зависит от вида и отдела водо-
росли, но в пределах штаммов одного вида красители
связываются со структурами клетки одинаково.
В образцах природных вод содержится огромное
количество видов, и проблема подбора красите-
лей заключается в получении ложноотрицатель-
ных результатов, так как клетки некоторых видов

плохо окрашиваются или вовсе не окрашиваются
(Peperzak, Brussaard, 2011).

Фотосинтетические пигменты. Особенностью
одноклеточных водорослей как растительных ор-
ганизмов является присутствие хлорофилла а, об-
ладающего выраженной флуоресценцией. Другим
видам хлорофиллов свойственна слабая флуорес-
ценция, которую не учитывают при анализе фи-
зиологического состояния. Флуоресценция до-
полнительных пигментов каротиноидов еще слабее,
однако опубликованы сведения о выраженной
флуоресценции β-каротина у Dunaliella salina, за-
регистрированной с помощью конфокального
микроскопа (Hejazi et al., 2004; Kleinegris et al.,
2010). Присутствие фотосинтетических пигментов,
способных флуоресцировать, с одной стороны,
усложняет процедуру детекции и сужает спектр
применяемых красителей, с другой стороны, дает
преимущества в изучении физиологического со-
стояния микроводорослей. Интенсивность флуо-
ресцентного сигнала отчасти связана с количе-
ством пигмента, содержащегося в клетке, но зависит
и от ее физиологического состояния (Jamers et al.,
2009; Forget et al., 2010). Измерение флуоресценции
хлорофилла а интактных клеток позволяет полу-
чить информацию об абсорбции, распределении
и утилизации энергии фотосинтеза (Franqueira et al.,
2000). Однако известно, что флуоресценция хло-
рофилла а – самый нечувствительный показатель
у микроводорослей при определении токсического
действия веществ (Franklin et al., 2001). Для обес-
печения более точной детекции флуоресценции
красителей при работе с микроводорослями была
предложена методика фотообесцвечивания фо-
тосинтетических пигментов с помощью 24-часо-
вой экспозиции суспензий на свету и экстракции
пигментов (Yentsch et al., 1983). Предлагалось так-
же экстрагировать хлорофилл смесью метанола и
уксусной кислоты в соотношении 3 : 1 (Hong et al.,
2016). Однако эти методы не получили широкого
распространения из-за несовместимости с ви-
тальными красителями и, вероятно, в связи с уве-
личением видов производимых красителей.

Автофлуоресценция позволяет отделить мик-
роводоросли от детрита и других частиц как в
культуре, так и в природных водах (Trask et al.,
1982). В разных таксономических группах микро-
водорослей автофлуоресценция различается, по-
этому по соотношению флуоресценции хлоро-
филла а к таковой фикоэритрина и аллофикоциа-
нина из общего числа водорослей можно выделить
криптомонады, синезеленые и красные водоросли
(Cunningham, Leftley, 1986; Günerken et al., 2017). Не-
которые представители синезеленых настолько
малы, что их сложно подсчитать под световым
микроскопом, в этом случае ПЦ дает огромные
возможности для оценки численности пикофи-
топланктона (Eleršek, 2012). На основе анализа
соотношения пигментов с помощью ПЦ были об-
наружены виды рода Prochlorococcus (Veldhuis,
Kraay, 2000) и вид Ostreococcus tauri (Shapiro, 2003).
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Этот метод был применен при изучении действия
меди на природные сообщества фитопланктона,
в которых преобладали представители рода Syn-
echococcus (Debelius et al., 2009).

Исследование базовых показателей ПЦ (прямое
светорассеяние, боковое светорассеяние и авто-
флуоресценция хлорофилла а) позволило обнару-
жить агрегирование частиц микропластика с клет-
ками водорослей и выявить один из путей его ми-
грации в экосистемах (Long et al., 2017).
Совокупность базовых параметров используют и
для оценки действия веществ на микроводоросли
(Franqueira et al., 2000; Маркина, Айздайчер, 2018).

Анализ содержания нуклеиновых кислот и па-
раметров клеточного цикла. Первым опытом ис-
пользования ПЦ стал анализ таких внутриклеточных
компонентов, как ДНК и РНК, что привело к раз-
работке новых методов исследования параметров
клеточного цикла (Зурочка и др., 2014). Изучение
клеточного цикла микроводорослей с помощью
ПЦ началось в 1980-е гг. (Vaulot et al., 1986). Ис-
пользованные в этих исследованиях красители
Hoechst 33343 и йодид пропидия востребованы и
в настоящее время; их применяют также для
определения соотношения живых и мертвых клеток
(Зурочка и др., 2014). Известно более 80 красителей,
связывающихся с ДНК и РНК. Для изучения
природных популяций микроводорослей, как
правило, используется SYBR Green, для лабора-
торных популяций микроводорослей применя-
ются DAPI, SYTOX Green и йодид пропидия
(Segovia, Berges, 2009; Zetsche, Meysman, 2012; Hyka
et al., 2013). Проблема с использованием послед-
него состоит в перекрывании спектра эмиссии с
эмиссией фотосинтетических пигментов водо-
рослей (Veldhuis et al., 2001), хотя его применяют в
исследованиях с микроводорослями без указания
на какие-либо затруднения, связанные с данным
фактом (Cid et al., 1997; Franquiera et al., 2000; Marie
et al., 2000; Князев и др., 2018). В качестве заменителя
йодида пропидия рекомендован SYTOX Green
(Veldhuis et al., 2001). Краситель DAPI разрабаты-
вался как препарат, действующий на ДНК пара-
зитов домашних животных, однако была обнару-
жена его флуоресценция при связывании с ДНК.
Сложность использования DAPI обусловлена за-
висимостью взаимодействия этого красителя от
конденсации хроматина, в свою очередь зависящей
и от пробоподготовки. Красители линейки Hoechst
обладают схожими спектральными свойствами и ме-
ханизмами связывания с ДНК (Kapuscinski, 1995).

В альгологических исследованиях с помощью
ПЦ сложность заключается в том, что при анализе
параметров клеточного цикла коэффициент ва-
риации (CV) полученных данных не должен пре-
вышать 5%, а это достигается не на всех морских
водорослях. Особенно трудно работать в данном
направлении с диатомовыми водорослями, по-
видимому, из-за наличия кремниевых створок
(Figueroa et al., 2010; Mazálova et al., 2011). Количество
ДНК, оцененное с помощью йодида пропидия,

применяется в качестве дополнительного показа-
теля при определении видов родов Alexandrium и
Karlodinium как в лабораторных, так и в полевых
исследованиях (Figueroa et al., 2010), а также вида
Kohlodinium polykrikoides (Hong et al., 2016). Однако в
клетках растительных организмов может содер-
жаться более значительное количество ДНК, чем
в клетках млекопитающих, что приводит к иска-
жению результатов; кроме этого в клетках микро-
водорослей одного вида может быть разное количе-
ство ядер и содержание ДНК не всегда соотносится
с фазой клеточного цикла (Trask et al., 1982). Вероят-
но, указанные обстоятельства – это одна из причин
не столь активного использования данного метода в
подобных исследованиях на микроводорослях. Тем
не менее применение йодида пропидия позволило
выявить нарушение клеточного цикла у Thallasiosira
weisflogii и Hymenomonas carterae в условиях пони-
женной освещенности (Vaulot et al., 1986), а у Pro-
rocentrum minimum – при пониженной солености
(Skarlato et al., 2018) и температурном стрессе
(Князев и др., 2018).

Оценка активности ферментов. Известно, что
активность ферментов пропорциональна интен-
сивности флуоресценции красителей, которая за-
висит от внутриклеточной концентрации детек-
тируемых веществ, от количества красителя, про-
никшего в клетку и экскретировавшегося из нее,
от времени и стандартных условий окрашивания
(Зурочка и др., 2014).

Эстеразная активность – показатель, наиболее
часто используемый для морских микроводорос-
лей. Как правило, его определяют с применением
флуоресцеин диацетата – ФДА (Hyka et al., 2013).
Этот краситель не обладает собственной флуо-
ресценцией, но, проникнув в клетку, подвергает-
ся действию неспецифических эстераз, а продукт,
полученный в результате его гидролиза, способен
флуоресцировать (Зурочка и др., 2014). Первона-
чально краситель был разработан для дифферен-
циации метаболически активных бактерий в раз-
ных средах (Jochem, 2000). Для морских микрово-
дорослей ФДА впервые использовали Дорси с
соавторами (Dorsey et al., 1989). В то же время на
Chlorella vulgaris f. suboblonga установлено, что
флуоресценция ФДА как показатель фермента-
тивной активности не коррелирует с функцио-
нальными изменениями, связанными с возрас-
том культуры и скоростью ее роста, если при этом
не наблюдается необратимой деструкции клеток.
Следовательно, этот показатель может служить
только для выявления живых и мертвых клеток в
популяции, но не для оценки их метаболической
активности (Peperzak, Brussaard, 2011; Соломоно-
ва, Акимов, 2012), а протоколы исследований тре-
буют доработки. ФДА может быстро покидать
клетку, а также вызывать ее гибель, поэтому раз-
работаны другие красители, связывающиеся с эс-
теразами: Calcein-Am и CMFDA (Cell Tracker
Green), которые характеризуются более яркой,
чем ФДА, флуоресценцией (Peperzak, Brussaard,
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2011). Исследование 24 видов морских водорос-
лей разных отделов показало, что Dunaliella tertio-
lecta, Amfidinium carterae и Synechococcus elongatus
не окрашиваются ФДА, а для некоторых незави-
симо от таксономической принадлежности полу-
чены ложнопозитивные и ложнонегативные ре-
зультаты (MacIntyre, Cullen, 2016). Несмотря на
вышеизложенное, ФДА часто используют в аль-
гологических исследованиях, например, для
оценки состояния микроводорослей в культурах
и токсикологических опытах (Hyka et al., 2013), а
также для изучения природного фитопланктона
(Соломонова, 2016).

Содержание липидов. Определение содержа-
ния липидов методом проточной цитометрии
имеет преимущества в скорости определения и
соответствует данным, полученным с помощью
других методов, что подтверждено на разных
представителях микроводорослей (Cooksey et al.,
1987; de la Jara et al., 2003; Guzmán et al., 2010; Hal-
lenbeck et al., 2015; Satpati, Pal, 2015). Наряду с ис-
пользованием флуоресцентных красителей суще-
ствует подход, основанный на применении боко-
вого светорассеяния как показателя внутренней
структуры клеток: при накоплении липидов дан-
ный параметр возрастает (Hyka et al., 2013; Satpati,
Pal, 2015). Двумя основными флуоресцентными
красителями для определения содержания липи-
дов являются Nile Red (NR) и BODIPY 505/515
(Govender et al., 2012; Balduyck et al., 2015; Alemán-
Nava et al., 2016). Они легко проникают в клетки
микроводорослей. NR способен связываться с
нейтральными и полярными липидами, давая со-
ответственно желтую и красную флуоресценцию
(Doan, Obbard, 2011; Govender et al., 2012). Крас-
ная флуоресценция перекрывается с флуоресцен-
цией хлорофилла а, поэтому для водорослей оце-
нивают только содержание нейтральных липидов
(Satpati, Pal, 2015). Огромное преимущество кра-
сителя NR в том, что при окрашивании он не тре-
бует отмывки, так как его флуоресцентный выход
в полярных средах очень низкий и фоновое окра-
шивание отсутствует (Cooksey et al., 1987). Краси-
тель BODIPY 505/515 дает фоновую флуоресцен-
цию (Alemán-Nava et al., 2016), но при его исполь-
зовании клетки сохраняются в жизнеспособном
состоянии (Govender et al., 2012). Содержание ли-
пидов коррелирует с содержанием каротиноидов,
поэтому окрашивание NR можно использовать в
качестве косвенного метода определения содер-
жания каротиноидов, что показано на D. salina
(Mendoza et al., 2008). Окрашенные NR клетки
микроводорослей остаются жизнеспособными,
что позволяет использовать этот краситель для
сортинга липидогенных штаммов (Carrier et al.,
2018). Данный метод применялся не только для
решения вопросов, связанных с биотехнологией
микроводорослей, но и для выполнения такой
фундаментальной задачи, как выявление меха-
низмов, определяющих формирование цветения
Heterosigma akashiwo (Tobin et al., 2013).

Исследования мембранного потенциала. Свя-
зываясь с внутренней мембраной митохондрий,
липофильные красители накапливаются в этих
органеллах, позволяя определить их мембранный
потенциал. При снижении мембранного потен-
циала свечение красителей снижается (Зурочка и
др., 2014). Для микроводорослей используют кра-
сители Rhodamine 123 и DiOC6. С их помощью
получено прямое свидетельство действия меди на
мембраны митохондрий Phaeodactylum tricornutum
(см.: Cid et al., 1996). На примере D. tertiolecta
предложена оценка дыхания фитопланктона с
использованием DiOC6, применимая и для иссле-
дования природного фитопланктона. Недостаток
этого красителя в том, что он воздействует непо-
средственно на дыхательную цепь и при непра-
вильно подобранной концентрации окрашивает
не только митохондриальные мембраны, но и все
остальные мембраны клетки (Grégori et al., 2002).
Для определения мембранного потенциала кле-
точной мембраны также используют DiBaC4(3),
флуоресценция которого увеличивается при де-
поляризации мембран (Peperzak, Brussaard, 2011).

Содержание активных форм кислорода. Оцен-
ка содержания активных форм кислорода – одно
из важнейших направлений исследований по
влиянию факторов среды на живые организмы.
В связи с процессом фотосинтеза растительные
организмы выделяют больше активных форм
кислорода, чем животные (Peréz-Peréz et al., 2012).
Некоторые микроводоросли, например предста-
вители рафидофитовых, способны выделять их в
количестве, приводящем к массовой гибели жи-
вотных (Oda et al., 1997). Существует большое
разнообразие красителей для определения актив-
ных форм кислорода (Gomes et al., 2005), однако в
альгологических исследованиях наиболее часто
применяют 2'7'-дихлородигидрофлуоресцеин ди-
ацетат, дигидрородамин 123 (DHR123) и дигидро-
этидин (Hyka et al., 2013). Эти вещества сами по
себе не флуоресцируют, но, попав в клетку, реа-
гируют с активными формами кислорода и обра-
зуют флуоресцирующие вещества (Зурочка и др.,
2014). При использовании данных красителей не-
обходим позитивный контроль – суспензия водо-
рослей, в которую добавлен пероксид водорода
(Hyka et al., 2013).

Настоящее состояние и перспективы
проточной цитометрии

С помощью ПЦ в той или иной степени иссле-
довано более 50 видов морских одноклеточных
водорослей разных отделов, представляющих ин-
терес как объекты биотехнологии, аквакультуры
или водной токсикологии. Помимо подсчета клеток
как базового показателя наиболее часто оценива-
ются содержание липидов и жизнеспособность
клеток водорослей. Меньше внимания уделено
содержанию активных форм кислорода при под-
боре оптимальных условий культивирования или
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оценке токсичности веществ. Автофлуоресцен-
ция фотосинтетических веществ чаще всего оце-
нивается для определения состава фитопланк-
тонного сообщества в природных водах.

Основная сложность применения метода ПЦ в
альгологии – это подбор протоколов окраски, так
как большинство красителей разработано для
клеток человека и млекопитающих. Количество
возможных красителей для оценки физиологиче-
ского состояния уменьшается в связи с тем, что
часть протоколов окраски предполагает манипу-
ляции при 37°С, но такая температура является
стрессовой или губительной для морских микрово-
дорослей. Существует сложность трактовки резуль-
татов базовых показателей – прямого и бокового
светорассеяния, так как в отличие от элементов кро-
ви клетки водорослей обладают огромным разнооб-
разием форм. Ряд одноклеточных водорослей, фор-
мирующих колонии, агрегаты и пленки, не подходит
для ПЦ или требует пробоподготовки для разделе-
ния на одиночные клетки. Автофлуоресценция кле-
ток микроводорослей также ограничивает выбор
флуоресцентных красителей, не позволяя использо-
вать красители с эмиссией от 650 нм. Для синезеле-
ных, красных и криптофитовых водорослей, облада-
ющих фикобилинами, применение ограничивается
красителями с эмиссией от 560 нм.

Важным аспектом ПЦ является стандартиза-
ция настроек приборов, особенно при сравнении
результатов исследований разных лабораторий.
И если для решения прикладных и фундамен-
тальных задач медицины работа в данном направ-
лении активно ведется, то для альгологических
исследований подобная стандартизация развива-
ется крайне слабо. В настоящее время проточные
цитометры остаются достаточно дорогим оборудо-
ванием, хотя производители разрабатывают более
дешевые аналоги с сохранением необходимых пара-
метров и свойств для проведения качественного ана-
лиза, например, BD Accuri C6 и BD Accuri C6 Plus.

При указанных сложностях ПЦ обладает рядом
неоспоримых преимуществ, присущих только
этому методу: быстрая оценка численности, вы-
живаемости и физиологического состояния клеток;
минимальный объем пробы для анализа; прове-
дение исследований даже при низком содержа-
нии клеток в образце; возможность обнаружения
клеток с необходимыми характеристиками для
дальнейшей селекции штаммов с заданными
свойствами или выделения необходимых водо-
рослей в культуру из природных сообществ. Для
улучшения метода ПЦ и его более активного
внедрения в альгологическую практику в первую
очередь необходимо решить проблемы стандар-
тизации настроек и разработать больше красителей
для микроводорослей.
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Flow Cytometry as a Method to Study Marine Unicellular Algae: Development, 
Problems, and Prospects

Zh. V. Markinaa, b

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

bFar Eastern Federal University, Vladivostok 690091, Russia

For more than past three decades, f low cytometry has been successfully applied in various, including phyto-
plankton, studies that require rapid qualitative assessment of physiological condition, chemical composition, and
number of microalgal cells. The potential of this method for solving applied and fundamental problems in microal-
gae research, the parameters of main fluorescent dyes used for this method, the features of microalgae as study ob-
jects, as well as the challenges associated with the use of the method, are discussed in the present review.
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