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В течение семи суток исследовали влияние меди в концентрациях 100 и 200 мкг/л на динамику чис-
ленности популяции, размер и ультраструктуру клеток, флуоресценцию хлорофилла а, мембран-
ный потенциал митохондрий и содержание нейтральных липидов у микроводоросли Picochlorum
maculatum (Chlorophyta). Показано, что в присутствии меди рост популяции ингибировался; размер
и ультраструктура клеток не изменялись. Флуоресценция хлорофилла а была ниже контрольной в
течение всего эксперимента; мембранный потенциал митохондрий снижался на третьи сутки, а на
седьмые сутки восстанавливался. Содержание нейтральных липидов уменьшалось и к завершению
опыта не достигало контрольного уровня.
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Микроводоросли – это первичные продуцен-
ты, привлекающие внимание исследователей на
протяжении длительного времени. Экологиче-
ские аспекты пресноводных зеленых микроводо-
рослей изучены довольно хорошо, а морским од-
ноклеточным водорослям уделяется меньше вни-
мания (Tragin, Vaulot, 2018). Актуальным является
исследование влияния тяжелых металлов, в част-
ности меди, на жизнедеятельность микроводо-
рослей. Интерес к меди обусловлен тем, что в
определенном количестве она необходима для
нормального роста микроводорослей, входит в
состав ряда ферментов, например, пластоциани-
на и цитохромоксидазы, участвующих в работе
электрон-транспортных цепей хлоропластов и
митохондрий (Adams et al., 2016). Опубликованы
сведения о динамике численности популяции и
фотосинтетическом аппарате микроводорослей –
главном поставщике энергии растению. В то же
время состоянию митохондрий уделяется меньше
внимания (Cid et al., 1996). Известно, что основ-
ные задачи митохондрий (электронный транс-
порт и окислительное фосфорилирование) дуб-
лируются в хлоропластах, а их функционирова-

ние зависит от условий среды и энергетических
потребностей клетки (Machado, Soares, 2014).

Одним из последствий стресса является ин-
тенсивное продуцирование микроводорослями
нейтральных липидов, которые при благоприят-
ных условиях в небольшом количестве присут-
ствуют в мембранах клетки. Нейтральные липи-
ды выполняют сигнальную функцию, участвуют
в поддержании энергетического гомеостаза кле-
ток и перестройках клеточных мембран. Метабо-
лизм липидов тесно связан с фотосинтезом, дыха-
нием и другими физиологическими процессами
(Соловченко, 2012; Pyc et al., 2017).

В практике изучения влияния факторов среды
на одноклеточные водоросли все чаще использу-
ется проточная цитометрия. Данный метод поз-
воляет определить численность клеток, их раз-
мерную структуру и оценить физиологическое
состояние микроводорослей (Hyka et al., 2013).
Работ с результатами исследования ультраструк-
турных изменений водорослей при воздействии
меди с помощью этого метода немного, что, воз-
можно, связано с его трудоемкостью. Так, пока-
зано, что при токсических концентрациях тяже-
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лых металлов у водорослей происходит уменьше-
ние крист в митохондриях (El-Nagger, Sheikh,
2014), наблюдаются дезинтеграция тилакоидов и
их разрушение (Gouveia et al., 2013; Martínez-Ruiz,
Martínez-Jerónimo, 2015; Chen et al., 2016), а также
утолщение клеточной стенки (Shanab et al., 2012).

Цели настоящей работы – изучить рост и раз-
мерную структуру популяции, функционирование
фотосинтетического аппарата и митохондрий, а
также определить содержание и ультраструктуру
клеток у зеленой микроводоросли Picochlorum mac-
ulatum (Butcher) Henley, Hironaka, Guillou, M. Bu-
chheim, J. Buchheim, M. Fawley & K. Fawley, 2004.
Она применяется в биотехнологии как источник
липидов и незаменимых жирных кислот (Klin-
thong et al., 2015; Augustine et al., 2017) и в мари-
культуре в качестве корма для животных (Kumar
et al., 2017), в связи с этим изучение ее биологии и
экологии является актуальным.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Объектом исследования служила культура од-

ноклеточной водоросли Picochlorum maculatum,
выделенная из вод зал. Восток (Японское море).
Водоросль была выращена в 100 мл культураль-
ной f среды, приготовленной в колбах Эрленмей-
ера объемом 250 мл на основе фильтрованной и
стерилизованной морской воды соленостью 32‰
при температуре 18°С и интенсивности освеще-
ния 70 мкмоль/м2/с в области видимого света с фо-
топериодом 14 ч свет : 10 ч темнота (Орлова и др.,
2011). В качестве инокулята использовали культу-
ру на экспоненциальной стадии роста. Начальная
концентрация клеток микроводоросли во всех
опытах составляла 10 × 104 кл/мл, продолжитель-
ность экспериментов – 7 сут. Пробы для проточ-
но-цитометрического анализа отбирали через трое
и семь суток опыта, для ультраструктурного – через
семь суток. Медь добавляли в виде CuSO4 ⋅ 5H2O;
концентрации (100 и 200 мкг/л) указаны в пере-
счете на ионы меди.

Все показатели измеряли на проточном цито-
метре CytoFLEX (Beckman Coulter, США). Для
анализа записано 10 тыс. событий (частиц, реги-
стрируемых в пробе) в течение каждого измере-
ния. Клетки водоросли из общего числа событий,
регистрируемых цитометром, выбирали по флуо-
ресценции хлорофилла а (Hyka et al., 2013). Диаметр
клеток определяли с помощью калибровочных бу-
син (Molecular Probes, США) по показателю прямого
светорассеяния. Значения показателя бокового све-
торассеяния использовали для относительной
оценки внутренней структуры клеток (Jamers et al.,
2009; Hyka et al., 2013).

Интенсивность флуоресценции хлорофилла а
регистрировали на длине волны 690 нм, длина вол-
ны возбуждения составляла 488 нм (Hyka et al.,

2013). Для определения мембранного потенциала
митохондрий использовали флуоресцентный кра-
ситель DiOC6(3) в течение 30 мин; длина волны
возбуждения составляла 488 нм, испускания – 525 нм
(Зурочка и др., 2014). Содержание нейтральных
липидов определяли по флуоресценции флуоро-
хрома Nile Red, окрашивание проводили в течение
15 мин при комнатной температуре в темноте; дли-
на волны возбуждения составляла 488 нм, испус-
кания – 580 нм (Aleman-Nava et al., 2016).

Для электронно-микроскопического анализа
клетки P. maculatum фиксировали в течение 2 ч в
2.5% глютаральдегиде, приготовленном на фос-
фатном буфере (pH 7.4), а затем в течение 1 ч в 1%
четырехокиси осмия на этом же буфере. Матери-
ал обезвоживали в серии спиртов возрастающей
концентрации и ацетона, заливали в смесь эпона
и аралдита (Fluka, Швейцария) по стандартной
методике (Luft, 1961). Срезы толщиной 70 нм изго-
тавливали на ультрамикротоме Ultracut R LEICA
(Австрия), контрастировали 2% раствором ура-
нилацетата и цитратом свинца по стандартной
методике Рейнольдса (Reynolds, 1963). Срезы ис-
следовали на трансмиссионном электронном мик-
роскопе (ТЭМ) Libra 120 (Carl Zeiss, Германия).

Эксперименты проведены в трех повторно-
стях, данные выражены в процентах к контролю
(контроль − показатели, полученные без добавле-
ния меди). На графиках и в таблице представлены
средние значения и стандартные отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Концентрация меди 100 мкг/л не оказывала
влияния на численность клеток Picochlorum macu-
latum через трое суток опыта, а на седьмые сутки
снижалась до 52% от контрольной (рис. 1а). Флу-
оресценция хлорофилла а, мембранный потен-
циал митохондрий и содержание нейтральных
липидов незначительно снижались на третьи сут-
ки (рис. 1б–1г). К завершению эксперимента
мембранный потенциал митохондрий значимо не
отличался от контрольного, остальные физиоло-
гические показатели оставались на прежнем
уровне. Размер клеток не изменялся в течение
экспозиции (табл. 1).

В контроле клетки P. maculatum имели оваль-
ную форму, типичную ультраструктуру, характер-
ную для представителей зеленых водорослей
(рис. 2а). Сравнительно крупный пристеночный
хлоропласт содержал пластоглобулы. Ядро оваль-
ной формы диаметром 0.7–1.0 мкм располагалось
на периферии, в апикальной части клетки нахо-
дилась крупная вакуоль с электронно-светлым
содержимым. Исследование ультраструктуры
P. maculatum не выявило различий в строении
протопласта и его элементов в контроле и при воз-
действии меди в концентрации 100 мкг/л (рис. 2б).
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При концентрации меди 200 мкг/л числен-
ность клеток была в 2 раза ниже, чем в контроле;
к окончанию эксперимента на третьи сутки опы-
та она составляла 13% от контроля (рис. 1а). Зна-
чения физиологических показателей снижались
и, за исключением мембранного потенциала ми-
тохондрий, не восстанавливались в течение опы-
та. Размер клеток (табл. 1) и их ультраструктура
(рис. 2в) не отличались от таковых в контроле.

ОБСУЖДЕНИЕ
Рост популяции Picochlorum maculatum ингибиро-

вался при концентрациях меди 100 и 200 мкг/л. Сни-
жение роста до 30% от контроля отмечено у Tet-
raselmis sp. при концентрации меди 40 мкг/л
(Adams et al., 2016). Показано, что при гибели
клеток P. maculatum их размер не изменялся. В
условиях стресса, как правило, наблюдалось
укрупнение клеток. Это связано с тем, что энер-
гии на процесс деления недостаточно, а необхо-
димые для этого вещества продолжают накапли-

ваться, что способствует снижению удельной
концентрации токсиканта внутри клетки (Cid et
al., 1996). Метаболизм микроводоросли, по-види-
мому, перестраивается для поддержания росто-
вых процессов, а клетки с изменившимися уль-
траструктурой и размером элиминируются из по-
пуляции. В неблагоприятных условиях, в том
числе при сублетальных концентрациях меди, ор-
ганизм может использовать энергию, предназна-
ченную для роста, на другие клеточные процессы,
необходимые для контроля и поддержания го-
меостаза клетки (Perales-Vela et al., 2007). Причи-
ной ингибирования клеточного деления является
также способность меди связываться с сульфгид-
рильными группами, играющими важную роль в
регуляции данного процесса (Miazek et al., 2015;
Wang et al., 2018). Кроме этого, медь оказывает не-
гативное действие на морфологию хромосом и
клеточный цикл (Jiang et al., 2001).

Рост растений зависит от эффективного по-
глощения солнечной энергии и ее трансформа-

Рис. 1. Рост популяции и физиологическое состояние Picochlorum maculatum при воздействии меди. Данные выражены
в процентах к контролю (показатели, полученные без добавления меди).
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Таблица 1. Размер клеток (% от общего числа) Picochlorum maculatum при воздействии меди разной концентрации

Примечание. Т – продолжительность эксперимента.

Т, сут
Контроль 100 мкг/л меди 200 мкг/л меди

2–4 мкм >4 мкм 2–4 мкм >4 мкм 2–4 мкм >4 мкм

3 99.7 ± 0.4 0.3 ± 0.05 99.3 ± 0.7 0.1 ± 0.03 99.7 ± 1.6 0.3 ± 0.04
7 99.8 ± 0.6 0.2 ± 0.01 99.6 ± 1.3 0.4 ± 0.1 98.3 ± 1.5 1.2 ± 0.2
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ции в химическую в форме НАДФ-H+ и АТФ, а
также от эффективной утилизации химической
энергии в процессе фотосинтетической фикса-
ции CO2 (Perales-Vela et al., 2007). Снижение ин-
тенсивности флуоресценции хлорофилла а у
P. maculatum может быть связано как с его непо-
средственным уменьшением (в результате инги-
бирования синтеза, разрушения, выхода из фото-
синтетических мембран), так и с ингибированием
фотосинтеза в результате работы электрон-транс-
портной цепи фотосистем (Титов и др., 2011;
Wang et al., 2018). В литературе имеются сведения,
что пластоглобулы участвуют в детоксикации тя-
желых металлов, в токсических условиях отмечено
формирование данных включений (Титов и др.,
2011; El Nagger, Sheikh, 2014). Возможно, наличие
пластоглобул способствует адаптации P. macula-
tum к воздействию меди.

Митохондрии – органеллы, быстро перестра-
ивающиеся при изменении условий среды: их
размер, количество и субклеточное распределе-
ние зависят от физиологических потребностей
клетки. Мембранный потенциал митохондрий
P. maculatum снижался при воздействии меди
(рис. 1в), что свидетельствует о деполяризации
мембран. Данное явление зарегистрировано у зе-
леной водоросли Pseudokirchneriella subcapitata
при концентрации меди 80 мкг/л через трое суток
опыта (Machado, Soares, 2014). При подавлении
фотосинтеза микроводорослей усиливается роль
митохондрий в метаболических процессах. На-
пример, активация дыхания является следствием
потребления энергии для обеспечения детокси-
кации меди. В целом процессы, связанные с обес-
печением дыхания растений, более устойчивы к
меди, чем фотосинтез (Perales-Vela et al., 2007).

При стрессовых условиях любой природы у во-
дорослей часто наблюдается накопление ней-
тральных липидов, однако в настоящей работе

отмечено снижение их содержания. Это может
быть связано с использованием нейтральных ли-
пидов при возрастающих энергозатратах клетки в
токсических условиях. На примере другого тяже-
лого металла – кадмия показано, что его содержа-
ние в среде приводило к снижению количества
нейтральных липидов и даже к разрушению ли-
пидных телец у микроводорослей (El-Nagger,
Sheikh, 2014; Miazek et al., 2015).

Ультраструктура клеток P. maculatum при ин-
токсикации медью оставалась сходной с таковой
в контроле. Однако было неоднократно показа-
но, что в присутствии в среде меди изменялось
внутреннее строение клеток: увеличивались ко-
личество и размер вакуолей (Adams et al., 2016;
Chen et al., 2016), происходило накопление крах-
мальных гранул и утолщение клеточной оболоч-
ки (El-Nagger, Sheikh, 2014). Известно, что вакуо-
ли в условиях стресса способны накапливать ряд
соединений, обладающих сильным антиокси-
дантным действием, что позволяет этим органел-
лам включаться в защиту клетки от окислитель-
ного стресса (Андреев, 2012). P. maculatum имеет
крупную вакуоль, что обеспечивает водоросли
поддержание физиологических процессов при
воздействии меди. Так как в условиях экспери-
мента ее клеточная стенка оставалась неизмен-
ной и включений меди в органеллы клетки не об-
наружено, можно предположить, что эта водо-
росль обладает механизмами экскрекции меди в
среду, снижающими токсическое действие ме-
талла.

Таким образом, наибольшее влияние медь
оказывала на динамику численности P. macula-
tum, а не на физиологические процессы данной
микроводоросли. Такие же результаты получены
на пресноводной Scenedesmus incrasatulus (см.: Pe-
rales-Vela et al., 2007): при замедлении роста попу-

Рис. 2. Ультраструктура клеток Picochlorum maculatum. а – в контроле, б – при концентрации меди 100 мкг/л, в –
200 мкг/л (ch – хлоропласт, nu – ядро; v – вакуоль; стрелками отмечены пластоглобулы). Масштаб – 500 нм.

chchch
chchch chchch

nununu nununu
nununu

vv vv vv

(a) (б) (в)
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ляции фотосинтетический аппарат и митохон-
дрии функционировали без изменений.
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Growth, Population Size Structure, Physiological Changes and Ultrastructure
of the Microalga Picochlorum maculatum (Chlorophyta) Under Sublethal

Copper Concentrations
Zh. V. Markinaa, b

aA.V. Zhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences,
Vladivostok 690041, Russia

bFar Eastern Federal University, Vladivostok 690950, Russia

This study examines the effect of copper (100 and 200 μg/L) on the cell number dynamics, cell size and ul-
trastructure, chlorophyll a f luorescence, mitochondrial membrane potential, and neutral lipid content in the
microalga Picochlorum maculatum (Chlorophyta) during a 7-day exposure. The addition of copper led to the
inhibition of population growth; the cell size and ultrastructure remained unchanged. The fluorescence of
chlorophyll a was lower than in the control throughout the experiment; the mitochondrial membrane poten-
tial decreased on the third day, and it was recovered on the seventh day. The neutral lipid content decreased
and did not reach the control level at the end of the experiment.

Keywords: Picochlorum maculatum, copper, chlorophyll a, mitochondrial membrane potential, neutral lipids,
ultrastructure, f low cytometry
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