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Получены уравнения регрессии для учета с помощью спектрофотометрического метода численно-
сти клеток четырех видов микроводорослей рода Tetraselmis (Chlorophyta), широко применяемых в
биотехнологии. Коэффициенты корреляции между численностью и оптической плотностью соста-
вили 0.856, 0.941, 0.787 и 0.916 для Tetraselmis viridis, T. striata, T. maculata и Tetraselmis sp. соответ-
ственно, что свидетельствует о точности этого метода при его использовании для определения чис-
ленности клеток.
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Зеленые одноклеточные водоросли рода Tet-
raselmis культивируют в промышленных масшта-
бах (Pereira et al., 2018; Lee et al., 2021). Их выра-
щивают для использования в качестве корма в
аквакультуре морских беспозвоночных (Sivaku-
mar et al., 2011; Hamed, 2016; Sharawy et al., 2020) и
мальков рыб (Tulli et al., 2012), а также для произ-
водства биотоплива (Sarpal et al., 2019; Lee et al.,
2021) и получения каротиноидов (Sansone et al.,
2017; Sarpal et al., 2019), белков (Barka, Blecker,
2016; Teuling et al., 2017) и полиненасыщенных
жирных кислот (Mohammadi et al., 2015). Преиму-
щество данных видов перед большинством дру-
гих видов микроводорослей заключается в высо-
кой экологической пластичности по температур-
ному и соленостному режимам (Mohammadi et al.,
2015).

В условиях экспериментальных и промыш-
ленных технологических циклов необходим ме-
тод быстрого подсчета численности клеток мик-
роводорослей. Классический метод подсчета кле-
ток под микроскопом в счетных камерах
(Нажотта, Горяева, Седвика−Рафтера и др.) за-
нимает много времени (Franklin et al., 2001;
Günerken et al., 2017). Многие другие методы
быстрой оценки численности микроводорослей
обладают рядом недостатков. Например, при ис-
пользовании метода, основанного на определе-
нии сухого веса клеток, он может заметно разли-
чаться в зависимости от количества накопленных
веществ, к тому же при анализе в пробу попадают

соли из морской воды, что искажает результаты
измерений (Günerken et al., 2017). Другой быст-
рый способ оценить рост популяции – измерение
флуоресценции хлорофилла а с помощью флуо-
риметров, однако эти данные плохо коррелируют
с численностью клеток, что было показано на зе-
леных водорослях и цианобактериях при высоких
концентрациях клеток (Eleršek, 2012; Bertone
et al., 2019). В настоящее время самым точным и
быстрым методом для решения биотехнологиче-
ских задач является проточная цитометрия. Этот
метод позволяет верно определить численность
клеток даже при их небольшом количестве в про-
бе. Существенными ограничениями метода явля-
ются дороговизна самого прибора и его обслужи-
вания, а также проблема качественной подготов-
ки оператора (Hyka et al., 2013; Маркина, 2019). Не
менее активно используется метод спектрофото-
метрического определения оптической плотно-
сти микроводорослей с последующим пересчетом
на численность клеток. В отличие от прямого
подсчета клеток под микроскопом и проточной
цитометрии, это косвенный метод, однако он по-
лучил широкое распространение благодаря эко-
номичности и быстроте применения. К тому же
спектрофотометры занимают мало места и прием-
лемы для работы в полевых условиях (Chirivella-
Martorell et al., 2018; Havlik et al., 2022). Ограниче-
нием этого метода является необходимость созда-
ния калибровочных кривых и уравнения регрес-
сии для расчета численности клеток по оптиче-
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ской плотности для каждого подсчитываемого
вида микроводорослей.

В связи с вышеизложенным цель настоящей
работы заключалась в построении калибровочных
кривых, а также в получении уравнения регрессии
на основе оценки данных по численности клеток и
оптической плотности культур одноклеточных во-
дорослей Tetraselmis viridis, T. maculata, T. striata и
Tetraselmis sp.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Объектами исследования служили культуры
одноклеточных водорослей Tetraselmis viridis
MBRU_PV85, T. maculata MBRU_TM93, T. striata
MBRU_P86 и Tetraselmis sp. (Chlorophyta). Водо-
росли выращивали на среде f (Guillard, Ryther,
1962), приготовленной на основе фильтрованной
и стерилизованной морской воды соленостью
32‰ в 250-миллиметровых колбах Эрленмейера с
объемом культуральной среды 200 мл, при темпе-
ратуре 20 ± 2°С, интенсивности освещения 2500 лк
в области видимого света и свето-темновым пе-
риодом 12 ч свет : 12 ч темнота. В качестве иноку-
лята использовали культуры на экспоненциаль-
ной стадии роста.

Продолжительность экспериментов составля-
ла 28 сут. Пробы для подсчета клеток и определе-
ния оптической плотности отбирали на 0, 2, 4, 7,
9, 11, 14, 16, 18, 21, 23, 25 и 28-е сут опыта.

Численность клеток подсчитывали на проточ-
ном цитометре CytoFLEX (Beckman Coulter,
США). Для анализа в течение каждого измерения
записали 20 000 событий (регистрируемых в про-
бе частиц). Выбор клеток водорослей из общего
числа событий, регистрируемых цитометром,
проводили по флуоресценции хлорофилла а. Ин-
тенсивность флуоресценции хлорофилла а реги-
стрировали на длине волны 690 нм, длина волны
возбуждения составляла 488 нм (Hyka et al., 2013),
для проточного цитометра CytoFLEX канал реги-
страции данных – PC 5.5. Погрешность измере-
ний 5%.

Оптическую плотность на длине волны 750 нм
(OD750) определяли с помощью спектрофотомет-
ра ПЭ-5400ВИ (Экрос, Россия) в стеклянных кю-
ветах с оптическим путем 10 мм для всех исследо-
ванных видов. Оптическую плотность T. viridis
определяли также с помощью мультимодального
планшетного ридера Spark 10 TM (Tecan, Швей-
цария) в стеклянной кювете с оптическим путем
10 мм и в 96-луночном пластиковом планшете.
Погрешность измерений для оптической плотно-
сти составляла 0.5%. Известно, что длина волны
750 нм применялась для определения оптической
плотности разных представителей одноклеточ-
ных водорослей (Detweiler et al., 2015; Hirooka et al.,
2020; Hotos et al., 2020; Gao et al., 2021; Plöhn et al.,
2021; Yoshitomi et al., 2021). Данная длина волны
позволяет избежать поглощения света фотосин-
тетическими пигментами, которые могут влиять
на этот показатель, и дает возможность измерить
оптическую плотность самих клеток (Griffiths
et al., 2011; Chioccioli et al., 2014; Hotos et al., 2020).

Эксперименты проведены в трех биологиче-
ских повторностях. Статистическую обработку
выполняли с помощью программы Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Численность клеток определяли на разных фа-

зах роста культур: лаг-фазе, экспоненциальной и
стационарной. Максимальная концентрация
клеток составляли 3949 × 103 кл/мл для T. viridis,
2539 × 103 кл/мл для T. striata, 4038 × 103 кл/мл для
T. maculata и 4038 × 103 кл/мл для Tetraselmis sp.
Графики для построения уравнения регрессии
y = ax + b представлены в уравнении y = ax + b, где
y − численность клеток ×103/мл; a и b – коэффи-
циенты, указанные в табл. 1; х – оптическая плот-
ность, измеренная на длине волны 750 нм. Полу-
ченные для разных видов коэффициенты корре-
ляции варьировали от 0.787 до 0.941 (табл. 1).

Сравнение данных оптической плотности
культуры T. viridis, полученных в стеклянной кю-
вете и 96-луночном пластиковом планшете, пока-

Таблица 1. Коэффициенты уравнения регрессии y =
= ax + b и коэффициент корреляции R2 для микрово-
дорослей рода Tetraselmis

Вид a b R2

Tetraselmis viridis 0.002 0.053 0.856
Tetraselmis striata 0.004 0.042 0.941
Tetraselmis maculata 0.002 0.091 0.787
Tetraselmis sp. 0.003 0.023 0.916

Таблица 2. Сравнение данных по численности и опти-
ческой плотности микроводоросли Tetraselmis viridis,
определенных в кювете и 96-луночном планшете

Данные цитометра по 
численности, кл/мл

Оптическая плотность
в кювете в планшете

464330 0.079 0.097
613487 0.137 0.092
500067 0.099 0.093
777200 0.119 0.095
381227 0.062 0.052
356153 0.061 0.054
310557 0.049 0.036
331140 0.057 0.052
169007 0.032 0.027
261057 0.035 0.035
441363 0.088 0.077
480253 0.081 0.076
498760 0.105 0.098
465923 0.091 0.089
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зало, что значения оптической плотности, полу-
ченные разными способами, совпадали практи-
чески во всех случаях (табл. 2). Поэтому для
сокращения трудозатрат можно использовать
96-луночный пластиковый планшет.

Таким образом, нами получены калибровоч-
ные зависимости, позволяющие с помощью
спектрофотометра быстро, просто и точно опре-
делять численность клеток четырех видов микро-
водорослей рода Tetraselmis, имеющих большое
значение в аквакультуре. Высокие коэффициен-
ты корреляции подтверждают точность данного
метода.
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Application of the Spectrophotometric Method for Determination of the Cell Numbers 
of Microalgae in the Genus Tetraselmis (Chlorophyta): Сalibration Curves 

and Equations for Calculation
Zh. V. Markinaa, S. I. Maslennikova, and L. A. Botsuna

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

The spectrophotometric method is used to count the number of microalgal cells. Regression equations were
obtained for four species of the genus Tetraselmis (Chlorophyta), that are widely used in biotechnology. The
correlation coefficients between cell number and optical density were 0.856, 0.941, 0.787, and 0.916 for Tet-
raselmis viridis, T. striata, T. maculata, and Tetraselmis sp. respectively, which demonstrates the precision of
this method for cell counting.
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