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Исследовано влияние интенсивности света (в диапазоне от 20 до 850 мкЭ/(м2 с)) на изменение ос-
новных структурно-функциональных, цитометрических и флуоресцентных показателей кокколи-
тофориды Emiliania huxleyi (Lohmann) Hay & Mohler 1967. Результаты микроскопического и цито-
метрического анализов показали, что E. huxleyi была представлена двумя клеточными формами, по-
крытыми слоем кальциевых образований – кокколит и клетками без кокколит, соотношение между
которыми изменялось в зависимости от световых условий роста водорослей: повышение интенсив-
ности света от 20 до 850 мкЭ/(м2 с) приводило к закономерному снижению количества покрытых
кокколитами клеток от 90 до 35%. Предложена гипотеза, что уменьшение доли покрытых клеток в
популяции с увеличением освещенности может рассматриваться как возможная причина раннего
фотоингибирования роста E. huxleyi (от 400 мкЭ/(м2 с)). Применение метода проточной цитомет-
рии позволило выявить ряд существенных различий в флуоресцентных, размерных и структурных
показателях клеток E. huxleyi, соответствующих двум ее формам: покрытым и непокрытым кокко-
литами. Установлено, что по объему непокрытые клетки в 2.5–3.5 раза мельче покрытых и отлича-
ются низкими светорассеивающими свойствами – показатель прямого светорассеяния (FS) в 2 ра-
за, а бокового светорассеяния (SS) в 25 раз ниже, чем у клеток, покрытых кокколитами, что позво-
ляет идентифицировать исследуемые группы клеток E.huxleyi на цитограммах проточного
цитометра, используя автофлуоресценцию хлорофилла в красной области спектра (канал FL4) и ка-
нал SS. Отмеченное свечение в зеленой области спектра (канал FL1), закономерно увеличивающе-
еся с ростом освещенности, также является отличительной чертой клеток, покрытых кокколитами,
у непокрытых клеток зеленая автофлуоресценция отсутствует. Полученные в работе результаты
позволяют значительно улучшить понимание физиологии E. huxleyi, как вида, вызывающего массо-
вые цветения в Черном море, и значительно влияющего на круговорот биогенных и минеральных
веществ в морской среде.
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ВВЕДЕНИЕ

Кокколитофориды Emiliania huxleyi представ-
ляют собой планктонные одноклеточные водо-
росли с клетками сферической формы диаметром
5–8 мкм. Клетки E. huxleyi окружены слоем из
10−15 ажурных известковых (CaCO3) дисков –
кокколит размером 1–2 мкм, в отдельных случаях
на поверхности клетки может образовываться 2–
3 слоя кокколит. Наличие кальциевых образова-
ний – кокколит обуславливает ряд индивидуаль-
ных физиологических особенностей E. huxleyi, в
частности приводит к увеличению коэффициента
светорассеяния клетками и снижению удельного
коэффициента поглощения света пигментами [1,

2]. При благоприятных условиях роста E. huxleyi
начинает “цвести”, образуя колонии численно-
стью более 1 млн клеток/л. После окончания
“цветений” кокколиты частично оседают на дно
и являются основным компонентом известковых
илов, которые покрывают до 35% дна океана. Та-
ким образом, эти водоросли играют важную роль
в транспорте неорганического углерода из атмо-
сферы в донные осадки, что приобретает особую
значимость в связи с проблемой углекислотного
загрязнения атмосферы [1].

В Черном море регулярное “цветение” E. huxleyi
наблюдается как в летний период при экстре-
мально высоком уровне облученности в течение
годового цикла [2], так и в зимние месяцы в услови-
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ях низкой освещенности [3, 4]. Крупномасштабные
области цветения кокколитофорид могут быть
выявлены с помощью спутниковых сенсоров по
яркости восходящего излучения благодаря эф-
фекту интенсивного обратного рассеяния света
кокколитами в приповерхностном слое воды. На
основе спутниковых данных могут быть опреде-
лены примерные даты начала цветения и его пи-
ка, установлены продолжительность цветения и
его пространственные характеристики [4, 5].

Эколого-физиологические характеристики
Emiliania huxleyi интенсивно изучаются в контек-
сте биогеохимии (особенно в связи с глобальным
углеродным циклом), экологии планктона, биоми-
нерализации, особое внимание уделяется вопросу
образования кокколит и оценке взаимодействия
“кальцификация – фотосинтез” [1, 5, 6]. При этом
большинство работ посвящено исследованию
“классической” формы клетки E. huxleyi, покры-
той слоем кальциевых образований – кокколит
(далее в тексте – покрытые клетки). Однако еще в
70-е годы было показано, что помимо такой фор-
мы E. huxleyi может быть представлена некальци-
фицированными клетками без кокколит (далее в
тексте – непокрытые клетки), а также гаплоид-
ными клетками с двумя длинными жгутиками и
чешуйками на поверхности [6, 7]. Считается, что
клетки, не покрытые слоем кокколит, проявляют
те же морфологические особенности, что и по-
крытые клетки, но они не способны к кальцифи-
кации – синтезу кокколит. Образование таких
клеток не является частью обычного жизненного
цикла E. huxleyi, а является своего рода мутацией
в ответ на неблагоприятное действие внешнего
фактора [1]. Причины появления непокрытых
клеток в популяции до настоящего времени не
ясны. На примере лабораторной культуры E. hux-
leyi показано, что появление непокрытых клеток
может быть обусловлено “старением” культуры и
дефицитом минерального питания в среде [1].
При этом отмечается, что непокрытые клетки бо-
лее устойчивы к неблагоприятному воздействию
внешних факторов [1, 2, 6]. Важным и малоизу-
ченным остается вопрос, как изменяются эколо-
го-физиологические характеристики клеток при
переходе из покрытой в непокрытую форму, и как
изменение соотношения между покрытыми и не-
покрытыми клетками в популяции приведет к из-
менению ее структурно-функциональных харак-
теристик. Изучение данных вопросов при культи-
вировании E. huxleyi при разной освещенности и
послужило целью представленной работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования была исполь-

зована альгологически чистая культура морской
кокколитофориды Emiliania huxleyi (Lohmann)
Hay & Mohler 1967 из коллекции культур микро-

водорослей и цианобактерий (IBSS) научно-об-
разовательного центра коллективного пользова-
ния “Гидробионты мирового океана” (WDCM
№ 1201) Федерального исследовательского цен-
тра “Института биологии южных морей имени
А.О. Ковалевского РАН”.

Условия проведения экспериментов. Водоросли
в экспериментах культивировали на питательной
среде F/2 [8] при интенсивности света 20, 85, 238,
340, 442, 680 и 850 мкЭ/(м2 с) (в двух повторно-
стях для каждой освещенности) и температуре
20°С в течение 7 суток. Свето-темновой режим
освещения в эксперименте поддерживался в цик-
ле 14/10 ч. Освещение колб (объем 200 мл) осу-
ществлялось светодиодами белого света, различ-
ные уровни которого достигались изменением
расстояния до источника света и применением
нейтральных фильтров. Уровень освещенности
определяли внутри колб зондирующим 4П датчи-
ком квантометра QSL 2101 (BiosphericalInstru-
mentsInc., США), ошибка измерения интенсив-
ности света составляла ±1 мкЭ/(м2 с). Величина
рН культуральной среды находилась в пределах
8.2–8.4.

На протяжении всего эксперимента концен-
трация клеток культуры поддерживалась пример-
но на одном уровне в экспоненциальной фазе ро-
ста путем периодического (1 раз в сутки или реже
для слаборастущих культур) разбавления свежей
питательной средой. Адаптацию водорослей к
каждой исследуемой освещенности проводили в
течение трех суток (1–3 сутки эксперимента). За
указанный временной интервал водоросли осу-
ществляли как минимум два клеточных деления,
после чего считались адаптированными к новым
условиям освещения. Измерение численности
клеток, концентрации хлорофилла в пробах, от-
носительной переменной флуоресценции хлоро-
филла а Fv/Fm, а также цитометрических показате-
лей (прямое (FS) и боковое светорассеяние (SS),
зеленая и красная автофлуоресценция клеток)
проводили на 4 сутки эксперимента.

Для оценки адаптационных возможностей
Emiliania huxleyi после окончания основного ком-
плекса экспериментов исследовали динамику из-
менения структурно-функциональных характери-
стик водорослей при переносе с высокой интен-
сивности света 680 мкЭ/(м2 с) в оптимальные для
роста световые условия 85 мкЭ/(м2 с). Продолжи-
тельность эксперимента составляла трое суток.

Методы измерений. Цитометрический анализ
проб проводили на проточном цитометре Cytom-
icsTMFC 500 (BeckmanCoulter, США), оборудо-
ванном 488 нм однофазным аргоновым лазером,
для обработки данных использовано программ-
ное обеспечение CXP. Общую численность мик-
роводорослей в культурах определяли в кластере
на 2-х параметрических цитограммах по прямому
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ШОМАН и др.

светорассеянию (FS) и флуоресценции отдельных
клеток в красной спектральной области (FL4,
675 нм) на безразмерных логарифмических шка-
лах. Концентрацию клеток рассчитывали по ско-
рости протока пробы (60 мкл/мин), времени счета
(33−100 с) и количеству клеток, зарегистрирован-
ных в этот промежуток времени. Контроль качества
измерений численности производили с помощью
калибровочных флуоросфер (Flow-CheckTM, Beck-
man Coulter) с известной концентрацией в пробе.

Скорость роста микроводорослей рассчитыва-
ли по формуле [9]:

(1)

где:
μ – скорость роста водорослей, делений в сут.;
N0 и Nt – исходная концентрация клеток и их

количество через время t, клеток л–1;
t – время между измерениями, сут.
Относительный размер клеток микроводо-

рослей определяли на проточном цитометре в
кластерах по прямому (FS) и боковому светорас-
сеянию (SS) на линейных шкалах [10]. Иденти-
фикацию клеток с кокколитами и без них прово-
дили на 2-х параметрических цитограммах по
автофлуоресценции в красной области спектра
(FL4, 675 нм) и боковому рассеянию (SS), харак-
теризующему гранулярность клеток. Измерение
бокового светорассеяния (SS) позволило досто-
верно разделить клетки E. huxleyi, покрытые и не-
покрытые кокколитами, на две отдельные груп-
пы. Расчет объема клеток проводили по калибро-
вочным зависимостям, представленным в [11].

Зеленую автофлуоресценцию покрытых и непо-
крытых клеток E. huxleyi определяли на проточном
цитометре по флуоресценции отдельных клеток в
зеленой спектральной области (FL1, 525 нм) на без-
размерных логарифмических шкалах.

Содержание хлорофиллов а и с в пробах опре-
деляли спектрофотометрически на СФ-2000. Рас-
чет концентрации пигментов проводили по фор-
мулам [12]:

(2)

(3)

где OD – оптическая плотность экстрактов при
указанной длине волны с учетом поправки на не-
специфическое поглощение при 750 нм; Vэкс –
объем ацетонового экстракта, мл; Vпр – объем
профильтрованной культуры, л; Lk – длина кюве-
ты, см.

Определение концентрации хлорофилла дис-
кретно в покрытых и непокрытых кокколитами

2 2 0log log ,tN N
t
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клетках проводили по их флуоресценции в красной
спектральной области (FL4, 675 нм), измеренной на
проточном цитофлуориметре. Предварительно для
E. huxleyi была проведена калибровка значений FL4
и суммарного содержания хлорофилла (Хл) в сус-
пензии, измеренного спектрофотометрически:
Хл = 0.0004FL4 + 0.04, R2 = 0.97.

Измерение относительной переменной флуо-
ресценции хлорофилла а Fv/Fm (максимальная
квантовая эффективность ФС II) проводили на
флуориметре с импульсной модуляцией возбужда-
ющего света на длине волны ~455 нм “Мега-25м”.
Расчет проводили по формуле [13]:

(4)

где:
Fv/Fm – относительная переменная флуорес-

ценция хлорофилла а;
F0 – величина флуоресценции хлорофилла при

открытых реакционных центрах;
Fm – максимальная флуоресценция при за-

крытых реакционных центрах.
Статистическая обработка данных выполня-

лась по стандартным программным пакетам “Mi-
crosoft Exel 7.0”, “Statistica-5”, “Grapher-9” для
персонального компьютера. Точки, указанные на
графиках, представляют собой среднее четырех
измерений – две серии биологических повторно-
стей проведенных экспериментов по две повтор-
ности определения исследуемых параметров в
каждой. Барами на графиках обозначены средне-
квадратичные отклонения описываемых величин.

РЕЗУЛЬТАТЫ
По результатам проведенного эксперимен-

тального исследования установлены закономер-
ности изменения скорости роста кокколитофо-
риды E. huxleyi в зависимости от условий освеще-
ния (рис. 1). Показано, что оптимальная для
роста водорослей освещенность варьирует от 85
до 440 мкЭ/(м2 с). В пределах указанного диапазона
водоросли поддерживают максимальную скорость
роста порядка 0.8–1 дел./сут. При интенсивности
света 20 мкЭ/(м2 с) E. huxleyi растет с низкой ско-
ростью 0.3 дел./сут., что обусловлено световым
лимитированием роста водорослей при данных
условиях. При освещенности выше 440 мкЭ/(м2 с)
наблюдается прогрессирующее снижение скоро-
сти роста клеток вплоть до полной остановки роста
при освещенности 680 мкЭ/(м2 с). На низкую
функциональную активность водорослей при вы-
сокой освещенности указывают также значения
коэффициента квантовой эффективности работы
реакционных центров ФС II (Fv/Fm). Так, в опти-
мальных условиях роста значения коэффициента

m 0
v m

m

,F FF F
F
−=
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Fv/Fm составляют 0.6–0.7, в то время как повыше-
ние освещенности до 440 и 680 мкЭ/(м2 с) приво-
дит к снижению описываемого параметра до 0.4 и
0.2 соответственно. Внутриклеточная концентра-
ция хлорофилла (а + с) у E. huxleyi линейно сни-
жается от 0.3 пг/кл. при интенсивности света
20 мкЭ/(м2 с) до 0.08 пг/кл. при 680 мкЭ/(м2 с).
Отметим, что соотношение между хлорофиллами
а и с в клетках E. huxleyi не зависело от освещен-
ности и оставалось относительно постоянным на

протяжении всего эксперимента – содержание
хлорофилла с составляло порядка 22–25% содер-
жания хлорофилла а.

Используя технические возможности проточ-
ного цитометра, удалось достоверно разделить
клетки E. huxleyi, покрытые и не покрытые кокко-
литами (рис. 2а), проанализировать их структур-
но-функциональные и флуоресцентные показа-
тели, а также рассчитать соотношение между дан-
ными группами клеток в зависимости от условий
освещения. Результаты показали, что соотноше-
ние покрытых и непокрытых клеток в популяции
сильно различается в зависимости от световых
условий роста водорослей: при повышении ин-
тенсивности света наблюдается выраженная тен-
денция к снижению процента покрытых клеток в
культуре (рис. 2б). Так, в световом диапазоне от
20 до 100 мкЭ/(м2 с) количество покрытых клеток
составляло порядка 80–90%, при повышении об-
лученности до 440 мкЭ/(м2 с) их процент снижал-
ся до значений 50–55%, а при экстремально вы-
сокой освещенности 850 мкЭ/(м2 с) – до 35%.
Можно предположить, что фотоингибирование
скорости роста E. huxleyi, наблюдаемое при ин-
тенсивности света свыше 400 мкЭ/(м2 с), связано
со значительным увеличением числа непокрытых
клеток в культуре, которые ввиду отсутствия кок-
колит на поверхности в большей степени подвер-
жены воздействию высокой освещенности. Од-
нако остановка роста E. huxleyi и значительное
увеличение числа непокрытых кокколитами кле-
ток в культуре при высокой интенсивности света
(680–850 мкЭ/(м2 с)) не указывает на летальное
действие света на рост водорослей. При переносе
культуры с высокой освещенности 680 мкЭ/(м2 с)

Рис. 1. Изменение скорости роста (s), внутриклеточ-
ной концентрации хлорофилла а + с (d) и коэффици-
ента переменной флуоресценции хлорофилла –
Fv/Fm (e) у Emiliania huxleyi в зависимости от интен-
сивности света, при которой выращивались водоросли.
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Рис. 2. Визуализация метода разделения популяции Emiliania huxleyi на две клеточные формы – покрытые слоем кальци-
евых образований – кокколит (область А) и клетки без кокколит (область Б) по измерению бокового светорассеяния кле-
ток (SS) и автофлуоресценции хлорофилла в красной области спектра (FL4) (а); изменение процента клеток Emiliania
huxleyi, покрытых кокколитами в зависимости от интенсивности света, при которой выращивались водоросли (б).
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в оптимальные световые условия 85 мкЭ/(м2 с) в
течение 2 суток скорость роста водорослей вос-
станавливается в полном объеме, внутриклеточ-
ная концентрация хлорофилла (а+с) изменяется
соответственно новым световым условиям роста,
а показатель относительной переменной флуо-
ресценции хлорофилла Fv/Fm достигает значений
0.6–0.7 (рис. 3).

В таблице 1 отражены основные цитометриче-
ские и структурные показатели покрытых и непо-
крытых клеток E. huxleyi в различных световых
условиях роста водорослей. Из представленных
данных видно, что исследуемые группы клеток

E. huxleyi значительно различаются по величине
прямого (FS) и бокового (гранулярность клетки)
(SS) светорассеяния. Так, значения FS у покры-
тых клеток двукратно превышают таковые у не-
покрытых клеток, в то время как показатель SS у
клеток, покрытых кокколитами, имеет значения
в 25 раз выше, чем у клеток без кокколит при всех
уровнях облученности. Полученные различия, оче-
видно, обусловлены светорассеивающими свой-
ствами кокколит. Пересчет из относительных еди-
ниц (FS) в абсолютные (объем клеток, мкм3) пока-
зал, что объем клеток, покрытых кокколитами
примерно в 2.5–3.5 раза превышает значение
описываемого параметра у клеток без кокколит.

Клетки, покрытые и не покрытые кокколитами,
отличаются по показателям автофлуоресценции в
красной области спектра (675 нм, канал FL4), и, со-
ответственно, по содержанию хлорофилла в них.
Для обеих групп клеток E. huxleyi отмечены одно-
типные световые зависимости красной автофлуо-
ресценции: снижение FL4 с увеличением освещен-
ности. Однако для клеток, покрытых слоем кок-
колит, значения FL4 были достоверно выше, чем
у не покрытых, во всем исследуемом световом
диапазоне. Вероятно, наблюдаемая разница обу-
словлена различиями в количестве поглощенных
клетками квантов света, так как наличие кальци-
евых образований – кокколит приводит к увели-
чению коэффициента рассеяния и снижению
удельного коэффициента поглощения света пиг-
ментами. Поэтому количество квантов света, по-
глощенных непокрытыми клетками, будет пре-
восходить таковое у покрытых, соответственно и
содержание хлорофилла в них будет ниже.

Отмечено, что у клеток, покрытых слоем кокко-
лит, в зеленой области спектра (525 нм) регистриру-
ется неспецифическая автофлуоресценция, в то
время как у клеток без кокколит данная флуорес-
ценция отсутствует. Эмиссия покрытых клеток в

Рис. 3. Динамика скорости роста (s), внутриклеточ-
ной концентрации хлорофилла а + с (d) и относи-
тельной переменной флуоресценции хлорофилла –
Fv/Fm (e) у Emiliania huxleyi при изменении световых
условий выращивания. Вертикальной пунктирной
линией отмечен момент изменения освещенности в
эксперименте с 680 на 85 мкЭ/(м2 с).
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Таблица 1. Цитометрические и структурные характеристики клеток Emiliania huxleyi, покрытых (“П”) и непо-
крытых (“Н”) кокколитами, в различных световых условиях роста водорослей

Примечание: I – интенсивность света, мкЭ/(м2 с); FL4 и FL1 – средняя автофлуоресценция, нормированная на клетку, в
красной и зеленой области спектра соответственно, от. ед.; FS и SS – прямое и боковое (гранулярность клетки) светорассея-
ние; V – объем клетки, мкм3; Хл. (а + с) – содержание хлорофилла в клетке, пг/кл; “±” – среднеквадратическое отклонение

I,
мкЭ/(м2 с)

FL4 Хл. (а + с), 
пг/кл. FL1 SS FS V, мкм3

“П” “Н” “П” “Н” “П” “Н” “П” “Н” “П” “Н” “П” “Н”

20 790 ± 11 780 ± 5 0.31 0.32 23 ± 2 – 3208 221 519 ± 7 320 ± 8 67 25
85 518 ± 9 420 ± 14 0.20 0.16 34 ± 5 – 4418 174 613 ± 10 358 ± 5 95 31

238 481 ± 21 400 ± 7 0.19 0.16 45 ± 4 – 4881 162 629 ± 16 377 ± 8 96 34
340 445 ± 13 382 ± 10 0.17 0.15 52 ± 7 – 4886 176 657 ± 5 380 ± 10 102 35
442 410 ± 13 337 ± 12 0.16 0.13 63 ± 5 – 4958 175 670 ± 8 362 ± 3 113 31
680 380 ± 10 330 ± 15 0.15 0.13 69 ± 4 – 4980 175 660 ± 7 358 ± 4 110 30
850 310 ± 12 240 ± 14 0.12 0.09 75 ± 11 – 4982 145 659 ± 8 357 ± 5 110 30
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данной области спектра, вероятно, связана с клеточ-
ными флуорофорами, входящими в состав самих
кокколит, в частности полисахаридами [14–16], хи-
тином [17] или другими органическими веществами
[18]. Кроме того, автофлуоресценция в зеленой
области спектра не только является исключитель-
ным свойством отдельных таксонов, но может
проявляться в той или иной мере в клетках разной
природы и происхождения в зависимости от их
физиологического состояния [19]. Она является
показателем интенсивности окислительных про-
цессов в клетках бактерий и эукариот [20] и на-
растает в клетках, находящихся в экстремальных
условиях [21] и подверженных деструктивным из-
менениям – при деградации фотосинтетического
аппарата, снижении ферментативной активно-
сти, увеличении проницаемости мембран, дена-
турации белков [19], а также при апоптозе [22, 23].
Возможно, это объясняет увеличение значений
зеленой автофлуоресценции у покрытых кокко-
литами клеток E. huxleyi с повышением интенсив-
ности света (см. табл. 1). Но конкретно ответить,
связано ли увеличение зеленой автофлуоресцен-
ции с изменением функционального состояния
E. huxleyi в ответ на действие света или обусловлено
увеличением интенсивности свечения флуорес-
центных молекул и соединений, входящих в состав
кокколит, на сегодняшний момент не представля-
ется возможным и требует дополнительных иссле-
дований.

ОБСУЖДЕНИЕ
На сегодняшний день одной из основных тео-

рий, объясняющих массовое развитие кокколи-
тофориды E. huxleyi в водах Мирового океана в
условиях крайне высоких уровней освещенности,
является снижение степени проникновения света
в клетку за счет особых светорассеивающих свойств
кокколит, покрывающих клеточную оболочку [1, 2,
17]. Тем самым клетка имеет конкурентные преиму-
щества перед другими представителями фито-
планктона в условиях высокой облученности. Тем
не менее, результаты проведенного нами экспери-
ментального исследования показали, что фотоин-
гибирование роста E. huxleyi начинает проявлять-
ся при интенсивности света выше 400 мкЭ/(м2 с)
вплоть до полной остановки роста водорослей
при освещенности 680 мкЭ/(м2 с). Светозависимое
уменьшение скорости роста происходит на фоне
снижения удельного содержания хлорофилла в
клетках и значений коэффициента квантовой эф-
фективности реакционных центров ФС II. Следует
отметить, что освещение клеток светом интенсив-
ностью 400–850 мкЭ/(м2 с) не оказывает леталь-
ного воздействия на микроводоросли, функцио-
нальные характеристики клеток быстро восста-
навливаются при переносе в благоприятные
условия роста (рис. 3). Мы полагаем, что наблю-

даемое ингибирование роста E. huxleyi связано со
значительным увеличением процента непокры-
тых клеток в культуре при высокой освещенно-
сти (порядка 65% при 850 мкЭ/(м2 с)), которые
ввиду отсутствия кокколит на поверхности в
большей степени подвержены воздействию высо-
кой освещенности. Подтверждением тому явля-
ется различие во внутриклеточной концентрации
хлорофилла, величина которой была достоверно
выше у клеток, покрытых кокколитами, во всем
исследуемом световом диапазоне.

Вопросам, касающимся кальцификации E. hux-
leyi, посвящено огромное количество работ, дан-
ные которых получены с применением различно-
го арсенала экспериментальных методов [1, 24,
25]. Благодаря отличительному признаку, связан-
ному со способностью клеток, окруженных кок-
колитами, рассеивать свет, появляется возмож-
ность использовать современную методическую
базу, в частности проточную цитометрию. Боко-
вое светорассеяние (SS) проточных цитометров
позволяет идентифицировать клетки E. huxleyi
при различных их морфотипах [25, 26]. Нами от-
мечено, что значения SS в 25 раз выше у клеток,
покрытых кокколитами, что, вероятно, связано с
высокой гранулярностью поверхности внешних
кокколит. Используя такой подход разделения
клеток, нам удалось выявить ряд различий в флу-
оресцентных, размерных и структурных показа-
телях клеток E. huxleyi, соответствующих двум ее
формам: покрытым и непокрытым кокколитами.

Анализ размерной структуры E. huxleyi пока-
зал, что покрытые клетки по объему в 2.5–3.5 раза
крупнее непокрытых. Аналогичный расчет объе-
мов клеток E. huxleyi с кокколитами и без с исполь-
зованием проточной цитометрии и калибровоч-
ных бусин проведен в исследовании [27]. Автора-
ми показано, что объемы исследуемых групп
клеток различаются в среднем в два раза: объем
клеток с кокколитами варьирует от 115 до 155 мкм3,
в то время как его величина у непокрытых клеток
составляет порядка 57–77 мкм3 в зависимости от
условий выращивания. Увеличение объема покры-
тых кокколитами клеток до значений 155 мкм3 в не-
благоприятных условиях роста авторы объясняют
увеличением размера коккосфер (протопластов и
пластинок карбоната кальция) или количества
кокколитов на поверхности клетки. Выдвинутая
авторами гипотеза объясняет отмеченное нами
закономерное повышение объемов клеток, по-
крытых кокколитами, с ростом освещенности.
Так, при лимитирующей и оптимальной для роста
интенсивности света различие в объеме покрытых и
непокрытых кокколитами клеток E. huxleyi состав-
ляло 2.5–3 раза, тогда как при ингибирующем
уровне света данный показатель различался по-
чти в 4 раза. Отметим, что гипотеза о “сверхпро-
дуцировании” кокколитов в неблагоприятных
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условиях роста и образовании нескольких слоев из-
вестковых дисков на поверхности клетки E. huxleyi
отмечено еще в ряде работ [1, 28–30], посвящен-
ных исследованию данного вида водорослей. В
работе [31] также отмечено увеличение объема
клеток, как с кокколитами, так и без них, при по-
вышении освещенности, но, не столь значитель-
ное, как в нашем исследовании. Однако авторы
приводят другую трактовку полученным данным
и связывают изменение объема клеток с повыше-
нием скорости фотосинтеза и сопутствующим
ему накоплением углерода внутри клетки [32].
Следует отметить, что Мюллером с соавторами
получено и существенно меньшее различие меж-
ду объемами клеток с кокколитами и без них: в
среднем клетки различались в 1.5 раза. Возможно,
это связано с разными инструментальными под-
ходами к расчету размеров или разными штамма-
ми E. huxleyi, используемыми в исследованиях.

Особое внимание хочется уделить вопросу раз-
личия значений зеленой автофлуоресценции (FL1)
у исследуемых групп клеток E. huxleyi. Нами полу-
чено, что клетки без кокколит характеризуются
отсутствием свечения в данной области спектра,
тогда как у покрытых клеток E. huxleyi зеленая ав-
тофлуоресценция регистрируется, и ее величина
закономерно увеличивается с ростом освещенно-
сти. Наблюдаемое различие можно объяснить
двумя причинами. Во-первых, эмиссия в зеленой
области спектра может быть связана с флуорофо-
рами, входящими в состав кокколитсодержащих
клеток E. huxleyi, в частности полисахаридами
[14–16], кальцитом [33] или с изменением содер-
жания внутриклеточных пигментов [34]. Если
рассматривать предположение, что зеленая авто-
флуоресценция клеток, покрытых коккосферой,
связана с полисахаридами, то в работе [35] име-
ются данные, которые противоречат данной ги-
потезе. Авторами показано, что полисахариды
имеются как у клеток, покрытых кокколитами,
так и без них, и практически не отличаются соста-
вом входящих в них моносахаридов. Мы полага-
ем, что наблюдаемая зеленая автофлуоресценция
обусловлена свечением фибриллярного материа-
ла или “клея”, посредством которого кокколиты
прикрепляются к оболочкам клеток [36]. В других
источниках данный “клей” описан как кислот-
ный полисахарид или “полисахарид кокколита”
[17, 37], который способен связываться с ионами
кальция [38] и с поверхностью кристаллов CaCO3
[39]. Кислотный полисахарид продуцируется во
внутриклеточных везикулах кокколитов, откла-
дывается на поверхности клетки, интегрируется в
кристаллы CaCO3 и затем транспортируется на
поверхность клетки с кокколитами [40]. Предпо-
лагается, что при повышении интенсивности све-
та скорость кальцификации покрытых клеток
возрастает, что, вероятно, является причиной

увеличения зеленой флуоресценции и объемов
клеток с кокколитами при этих условиях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты проведенного экспериментально-
го исследования позволили выявить новые ас-
пекты физиологии кокколитофориды E. huxleyi,
как вида, вызывающего массовые “цветения” в
Черном море, и значительно влияющего на кру-
говорот биогенных и минеральных веществ в
морской среде. Показано, что популяция E. huxleyi
представлена двумя клеточными формами, покры-
тыми слоем кальциевых образований – кокколит и
клетками без кокколит, соотношение между кото-
рыми зависит от световых условий роста водорос-
лей. Повышение интенсивности света приводит к
закономерному снижению количества покрытых
кокколитами клеток в культуре, что, вероятно, яв-
ляется причиной фотоингибирования роста E. hux-
leyi при освещенности выше 400 мкЭ/(м2 с).

По результатам исследования выявлены суще-
ственные физиологические различия клеток E. hux-
leyi, покрытых и не покрытых кокколитами. Так,
непокрытые клетки отличаются мелким разме-
ром, низкими значениями прямого и бокового
светорассеяния, более низким удельным содер-
жанием хлорофилла, а также отсутствием зеленой
автофлуоресценции (FL1). Ввиду этого изменение
соотношения между покрытыми и непокрытыми
клетками в популяции будет приводить к измене-
нию ее структурно-функциональных характери-
стик в целом. Так, в условиях низкой освещенности
(в природных условиях характерной для зимнего
сезона) в культуре преобладают клетки, покрытые
кокколитами. В то время как при высоких значени-
ях освещенности (600−800 мкЭ/(м2 с)) вклад по-
крытых клеток снижается до 30–40%. Исходя из
этого, следует полагать, что оценка количества
клеток E. huxleyi в море в летний период (при экстре-
мально высоком уровне облученности), осно-
ванная на данных спутниковых измерений, дает
заниженные результаты относительно реальных
значений, так как регистрирует только клетки,
покрытые кокколитами. Кроме того отсутствие
твердых кальциевых образований (кокколит) у
E. huxleyi и как следствие значительное умень-
шение размеров непокрытых клеток делает мик-
роводоросли более подверженными выеданию
зоопланктоном, тем самым оказывая влияние на
динамику пищевой цепи.

Авторы выражают глубокую признательность
сотруднику отдела экологической физиологии
водорослей Федерального исследовательского
центра “Института биологии южных морей име-
ни А.О. Ковалевского РАН” Алатарцевой О.С. за
предоставленную культуру E. huxleyi.
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