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Оценено действие тяжелых металлов − кадмия, свинца и никеля на рост и физиологическое состо-
яние рафидофитовой водоросли Heterosigma akashiwo MBRU_HAK-SR11 (Y.Hada) Y.Hada ex Y.Hara,
M.Chihara в течение 7 суток опыта. Выявлено, что кадмий и никель в концентрациях 10 и 20 мкг/л
стимулировали рост H. akashiwo, а свинец при данных концентрациях − ингибировал. Содержание
хлорофилла а и каротиноидов при добавлении 10 мкг/л кадмия и 20 мкг/л никеля увеличивалось,
при добавлении 20 мкг/л кадмия содержание каротиноидов было выше такового в контроле. При
внесении свинца наблюдалось повышение уровня хлорофилла а и уменьшение содержания кароти-
ноидов. Содержание АФК увеличивалось при внесении кадмия и свинца, а при внесении никеля
снижалось. Кадмий оказал действие на продукцию нейтральных липидов: их содержание повышалось,
а к концу опыта снижалось. Никель стимулировал накопление нейтральных липидов H. akashiwo, а сви-
нец никак не влиял на их содержание. Наименьшее влияние металлы оказали на прямое и боковое
светорассеяние и флуоресценцию хлорофилла а. Отсутствие выраженных изменений прямого и бо-
кового светорассеяния косвенно свидетельствуют о том, что морфологически клетки водоросли не
изменялись при токсическом воздействии. Таким образом, кадмий, свинец и никель в концентра-
циях 10-20 мкг/л изменяли физиологические процессы у водоросли.
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ВВЕДЕНИЕ
Загрязнение тяжелыми металлами постоянно

возрастает в связи c увеличением площадей сель-
скохозяйственных угодий и промышленного
производства. Также данные токсиканты присут-
ствуют в окружающей среде благодаря естествен-
ным процессам, например, вулканизму, выветри-
ванию и эрозии почв [1].

Большинство тяжелых металлов в определен-
ных количествах необходимы для нормальной
жизнедеятельности растений, например, никель
(Ni). Однако, такие как кадмий (Cd) и свинец
(Pb) являются неэссенциальными элементами,
вызывающими негативные изменения у расте-
ний, прежде всего за счет продуцирования актив-

ных форм кислорода (АФК) и отрицательного
влияния на активность ферментов [1, 2].

Никель играет важную роль в функционирова-
нии Ni-содержащего фермента уреазы и Ni-су-
пероксиддисмутазы. Большинство представите-
лей морского фитопланктона использует уреазу
для гидролиза мочевины до аммония и диоксида
углерода. По этой причине при недостатке нике-
ля рост микроводорослей ингибируется [3].

Одноклеточные водоросли, как основа трофи-
ческих цепей и основной источник кислорода в
водных экосистемах, вызывают закономерный
интерес в экотоксикологическом плане у иссле-
дователей [2–5]. Большинство работ по действию
тяжелых металлов в ионной форме на микроводо-
росли ограничивается представителями отдела
Chlorophyta [4, 6–9]. В тоже время представители
рафидофитовых водорослей остаются слабоизучен-

Сокращения: БС – боковое светорассеяние, НЛ – ней-
тральные липиды, ПС – прямое светорассеяние.
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ными [10, 11]. Одним из часто встречающихся
видов рафидофитовых является Heterosigma
akashiwo, вызывающий вредоносные “цветения”,
что приводит к массовой гибели рыб и беспозво-
ночных [12, 13].

Традиционно оценку действия токсических
веществ на микроводоросли проводят по измене-
нию численности клеток, их размера и формы,
так как это интегральные показатели, отражающие
происходящие в организмах водорослей процес-
сы [9, 14]. Пристальное внимание исследователей
к воздействию тяжелых металлов на фотосинте-
тический аппарат связано с тем, что хлоропласты
ответственны за многие процессы в растительной
клетке [15]. В качестве параметров оценки состо-
яния фотосинтетического аппарата используют
содержание пигментов (хлорофилла а и каротино-
идов) и флуоресценцию хлорофилла а [14, 16].
При неблагоприятных воздействиях на живой ор-
ганизм возрастает содержание АФК, в связи с чем
этот показатель часто контролируют в экотокси-
кологических исследованиях [17]. Также для
оценки стрессового воздействия при неблагопри-
ятных воздействиях на организм водорослей изу-
чают содержание в микроводорослях нейтраль-
ных липидов (НЛ) [18, 19].

Цель работы − оценка действия кадмия, свин-
ца и никеля на численность клеток, их размер и
внутреннюю структуру, фотосинтетический ап-
парат, содержание АФК и НЛ у микроводоросли
H. akashiwo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Объектом исследова-

ния служила культура одноклеточной водоросли
Heterosigma akashiwo MBRU_HAK-SR11 (Y.Hada)
Y. Hada ex Y. Hara, M. Chihara (Raphidophyceae),
предоставленная Центром коллективного поль-
зования “Морской биобанк” Национального на-
учного центра морской биологии им. А.В. Жир-
мунского Дальневосточного отделения Россий-
ской академии наук (http://marbank.dvo.ru).

Условия проведения экспериментов. Водоросли
выращивали на среде f [20], приготовленной на
основе фильтрованной и стерилизованной мор-
ской воды соленостью 32‰ в 250 мл колбах Эр-
ленмейера с объемом культуральной среды 100 мл,
при температуре 18°С, интенсивности освещения
70 мкмоль/(м2 с) в области видимого света и 14-ча-
совом световом дне. В качестве инокулята ис-
пользовали культуру на экспоненциальной ста-
дии роста. Продолжительность экспериментов
составляла 7 суток. Пробы для анализа показате-
лей отбирали на 3 и 7 сутки.

Кадмий добавляли в виде солей 3CdSO4 · 8H2O,
Ni – NiSO4 · 7H2O, Pb – PbCl2 с пересчетом на ио-
ны металла в день постановки эксперимента. Ис-

следуемые концентрации Cd, Ni и Pb составляли:
10 и 20 мкг/л. Выбор концентраций основан на
содержании данных металлах в прибрежных во-
дах России и их предельно допустимых концен-
трациях – изученные концентрации соответствуют
ПДК и 2ПДК.

Под термином рост в данной статье понимается
рост популяции: увеличение роста – стимуляция
численности клеток микроводоросли, угнетение
роста – уменьшение численности популяции.

Методы измерений. Измерения показателей
(численность клеток, прямое и боковое светорас-
сеяние) производили на проточном цитометре
CytoFLEX (Beckman Coulter, США). Для анализа в
течение каждого измерения записывали 10000 со-
бытий (регистрируемых в пробе частиц). Выбор
клеток водорослей из общего числа событий, за-
писываемых цитометром, проводили по флуорес-
ценции хлорофилла а [21]. Прямое светорассеяние
(ПС), косвенно характеризующее размер клеток
водоросли, регистрировали на канале FSC. Боко-
вое светорассеяние (БС), характеризующее внут-
реннюю структуру (гранулярность), регистрирова-
ли на канале SSC. Интенсивность флуоресценции
хлорофилла а регистрировали при длине волны
690 нм, длина волны возбуждения составляла
488 нм – канал PC 5.5 [21]. Продукцию АФК оце-
нивали с помощью флуоресцентного красителя
2',7'-дихлородигидрофлуоресцеин диацетата, окра-
шивание проводили в течение 1 ч при комнатной
температуре в темноте. Показатель флуоресцен-
ции его окисленного и диацетилированного про-
дукта определяли на длине волны 525 нм, длина
волны возбуждения 488 нм – канал FITC [17]. Со-
держание НЛ определяли по флуоресценции
флуорохрома Nile Red в концентрации 1 мкг/мл,
окрашивание проводили в течение 15 мин при
комнатной температуре в темноте, длина волны
возбуждения 488 нм, испускания – 580 нм – ка-
нал PE [22].

Для анализа содержания фотосинтетических
пигментов (хлорофилла а и общего содержания
каротиноидов) суспензию водорослей собирали
на мембранных фильтрах МФАС-ОС-2. Пигмен-
ты экстрагировали 90% ацетоном, полученный
экстракт центрифугировали в течение 15 мин при
7000 об/мин на центрифуге Allegra X-22R (Beck-
man-Coulter, США). Супернатант отбирали и
определяли его оптическую плотность с помощью
спектрофотометра Shimagzu-UV 2550 (Shimagzu,
Япония) при следующих длинах волн: 480, 630,
647, 664 и 750 нм. Расчет концентраций пигмента
проводили по стандартным формулам [23].

Статистический анализ. Эксперименты прове-
дены в трех биологических повторностях. Стати-
стическую обработку выполняли с помощью про-
граммы Excel. Данные по численности клеток,
прямому и боковому светорассеянию, флуорес-
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ценции хлорофилла а, содержанию хлорофилла а,
каротиноидов, АФК и НЛ представлены в виде
процентов к контролю. На графиках даны сред-
ние значения девяти измерений. Бары на графи-
ках – стандартное отклонение измеряемых вели-
чин. Достоверность различий между выборками
оценивали по U-критерию Манна-Уитни при
уровне значимости Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Кадмий в среде при всех концентрациях сти-

мулировал рост популяции H. akashiwo на всем
протяжении опыта (рис. 1а). Показатель ПС до-
стоверно отличался от контрольного на седьмые
сутки опыта при 10 мкг/л Cd (рис. 1б). Показатель
БС увеличивался на третьи сутки и к завершению
эксперимента значительно снижался при обеих
концентрациях металла (рис. 1в). Флуоресценция
хлорофилла а снижалась к седьмым суткам во
всех экспериментальных вариантах (рис. 1г). Со-
держание хлорофилла а и каротиноидов было вы-
ше контрольного при внесении 10 мкг/л Cd на
всем протяжении опыта, а при 20 мкг/л содержа-
ние хлорофилла а не отличалось от контрольного,
при этом содержание каротиноидов возрастало
(рис. 1д, е). Также к седьмым суткам содержание
АФК было выше контрольного (рис. 1ж). Содер-
жание НЛ увеличивалось к третьим суткам опыта
и падало к седьмым (рис. 1е).

Свинец в обеих концентрациях вызывал не-
большую стимуляцию роста микроводоросли на
третьи сутки и слабое угнетение на седьмые (рис. 2а).
Показатели ПС и БС увеличивались при 10 мкг/л
металла на седьмые сутки (рис. 2б, 3в). Флуорес-
ценция хлорофилла а на седьмые сутки уменьша-
лась в присутствии 20 мкг/л токсиканта (рис. 2г).
Содержание хлорофилла а и каротиноидов увели-
чивалось на третьи сутки и существенно умень-
шалось на седьмые, особенно при 20 мкг/л свинца
(рис. 2д, е). Содержание АФК превышало кон-
трольное в 3.5 и 4.6 раза при концентрации свин-
ца в среде 10 и 20 мкг/л, соответственно, на третьи
сутки опыта и было выше контрольного на седь-
мые сутки (рис. 2ж). Содержание НЛ достоверно
находилось на уровне контроля в течение экспе-
римента за исключением превышения такового при
концентрации свинца в среде 10 мкг/л, на седьмые
сутки (рис. 2з).

Добавление никеля в концентрациях 10 и 20 мкг/л
приводило к увеличению численности клеток
H. akashiwo по сравнению с контрольной на тре-
тьи сутки (рис. 3а). Показатель ПС оставался на
уровне контроля во время всего эксперимента
(рис. 3б). Показатель БС возрастал по сравнению
с таковым в контроле к седьмым суткам (рис. 3в).
Флуоресценция хлорофилла а не отличалась от
контрольной во всех экспериментальных случаях
(рис. 3г). Содержание хлорофилла а превышало

контрольное только при концентрации никеля в
среде 20 мкг/л на седьмые сутки опыта (рис. 3д).
Содержание каротиноидов существенно увели-
чивалось на третьи сутки при концентрации ни-
келя 10 мкг/л и на седьмые при 20 мкг/л (рис. 3е).
Содержание АФК было выражено ниже, чем в
контроле на протяжении экспозиции (рис. 3ж).
Содержание НЛ, напротив, превышало кон-
трольное, особенно на седьмые сутки (рис. 3з).

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенные эксперименты показали, что Cd,

Pb и Ni оказали негативное воздействие на фи-
зиологическое состояние H. akashiwo, даже при
одновременной стимуляции роста клеток.

Кадмий, по сравнению с другими изученными
металлами, вызывал особенно выраженный рост
популяции H. akashiwo. Ранее у Dunaliella salina
также отмечено увеличение численности клеток при
воздействии 100 мкг/л кадмия [24]. У H. akashiwo
значимо изменялся показатель БС на всем протя-
жении опыта. Такое же явление было показано на
Phaeocystis antarctica [25]. Флуоресценция хлоро-
филла а снижалась, а содержание фотосинтети-
ческих пигментов, напротив, увеличивалось, что
может свидетельствовать о снижении эффектив-
ности работы фотосинтетического аппарата. Из-
вестно, что Cd ингибирует ФС II в результате по-
вреждения тилакоидов и реакционных центров
[14, 15]. Однако есть сведения, что кадмий влияет
на обе фотосистемы [26]. Данный металл, поми-
мо индуцирования физиологических нарушений,
вызывает изменение структуры хлоропласта [5,
26, 27], нарушение транспорта и проницаемости
мембран, синтеза пластохинона и каротиноидов
и инактивирование ряда ферментов [27]. Зареги-
стрированное нами увеличение содержания кароти-
ноидов, вероятно, связано с тем, что они защищают
фотосинтетический аппарат от окислительного
стресса [24]. Каротиноиды гасят триплетные со-
стояния хлорофиллов, вызывающих формирова-
ние атомарного кислорода, помогают сбрасывать
энергию с поврежденных хлорофиллов [2]. Есть
сведения, что каротиноиды меньше подвергают-
ся действию кадмия, чем хлорофилл а [26]. Тяже-
лые металлы вызывают окислительный стресс в
результате увеличения количества свободных ради-
калов [1, 5, 8]. В нашем эксперименте содержание
АФК снижалось на третьи сутки и существенно уве-
личивалось на седьмые. Повышение уровня АФК
под действием тяжелых металлов приводит к сни-
жению фотосинтетической продуктивности в ре-
зультате повреждения биомолекул, нарушения
метаболизма митохондрий и обмена веществами
между цитозолем и хлоропластом [2]. Кадмий
приводит к повышению содержания липидов [7,
15]. У H. akashiwo происходило сначала увеличение,
а потом резкое падение содержания НЛ. Ней-
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тральные липиды играют защитную роль в адап-
тации к негативному влиянию среды [7], таким
образом, их снижение может сигнализировать об
угнетении клеток микроводоросли.

Свинец влияет на ферментную активность
растений, однако, основная причина ингибиро-
вания роста клеток растений – окисление ИУК,
активно участвующей в их ростовых процессах.

Рис. 1. Рост популяции и физиологическое состояние Heterosigma akashiwo при воздействии кадмия: а – численность
клеток, % к контролю; б – прямое светорассеяние, % к контролю; в – боковое светорассеяние, % к контролю; г – флу-
оресценция хлорофилла а, % к контролю; д – содержание хлорофилла а, % к контролю; е – содержание каротиноидов,
% к контролю; ж – содержание активных форм кислорода, % к контролю; з – содержание нейтральных липидов, % к
контролю. 1 – содержание кадмия в среде 10 мкг/л, 2 – содержание кадмия в среде 20 мкг/л. * – различия с контролем
достоверны при P ≤ 0.05.
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Рис. 2. Рост популяции и физиологическое состояние Heterosigma akashiwo при воздействии свинца: а – численность
клеток, % к контролю; б – прямое светорассеяние, % к контролю; в – боковое светорассеяние, % к контролю; г – флу-
оресценция хлорофилла а, % к контролю; д – содержание хлорофилла а, % к контролю; е – содержание каротиноидов,
% к контролю; ж – содержание активных форм кислорода, % к контролю; з – содержание нейтральных липидов, % к
контролю. 1 – содержание свинца в среде 10 мкг/л, 2 – содержание свинца в среде 20 мкг/л. * – различия с контролем
достоверны при P ≤ 0.05.
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Рис. 3. Рост популяции и физиологическое состояние Heterosigma akashiwo при воздействии никеля: а – численность
клеток, % к контролю; б – прямое светорассеяние, % к контролю; в – боковое светорассеяние, % к контролю; г – флу-
оресценция хлорофилла а, % к контролю; д – содержание хлорофилла а, % к контролю; е – содержание каротиноидов,
% к контролю; ж – содержание активных форм кислорода, % к контролю; з – содержание нейтральных липидов, % к
контролю. 1 – содержание никеля в среде 10 мкг/л, 2 – содержание никеля в среде 20 мкг/л. * – различия с контролем
достоверны при P ≤ 0.05.
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Кроме того, металл вызывает нарушение прони-
цаемости мембран и изменяет процессы, задей-
ствованные в минеральном питании [1]. Нами от-
мечено ингибирование роста H. akashiwo к концу
опыта, после его стимуляции на третьи сутки.
У Isochrysis galbana увеличение скорости роста
происходило при 50-100 мкг/л, а уже при 5 мкг/л
повышалось содержание хлорофилла а [28]. В на-
шем эксперименте также возрастало содержание
хлорофилла а, однако впоследствии оно снижа-
лось. Свидетельством повреждения хлоропластов
и митохондрий у зеленых водорослей при внесе-
нии в среду данного металла, является увеличе-
ние отложений крахмала у пиреноида, для запа-
сания энергии, необходимой для восстановления
поврежденных органелл [29, 30]. Повреждение
хлоропластов отмечено, например, у D. salina [31].
Свинец приводит к снижению флуоресценции
хлоропласта [32, 33], что, в числе иных изменений,
отмечено и в нашем опыте только при 20 мкг/л че-
рез 7 сут инкубации. Свинец может заменять маг-
ний в молекуле хлорофилла, однако такие хлоро-
филлы не связаны прочно с лигандами пигмент-
белкового комплекса. Таким образом, водоросли
синтезируют больше молекул хлорофилла на реак-
ционный центр для компенсации нефункциональ-
ных хлорофиллов и поддержания производитель-
ности процесса фотосинтеза [16, 32]. Кроме того,
ингибирование биосинтеза хлорофилла а металла-
ми через влияние на продуцирование протохлоро-
филлида, и активирование ферментативной дегра-
дации хлорофиллов хлорофиллиазой играет кри-
тическую роль в потере фотосинтетического
пигмента [26]. Возможно, по этим причинам со-
держание хлорофилла а у H. akashiwo увеличива-
лось, а затем уменьшалось. Увеличение содержа-
ния каротиноидов защищает клетку от воздействия
АФК, что, например, показано на Nannochloropsis
oculata. При особо токсичных концентрациях ме-
таллов содержание каротиноидов, наоборот, сни-
жается, что свидетельствует о сильном стрессе для
водорослей [16]. Такое же явление происходило и в
нашем опыте. У Chlorella elipsoides при воздействии
свинца увеличивалось содержание МДА, снижа-
лось содержание супероксиддисмутазы и глутати-
онредуктазы [33]. Такие изменения говорят об уве-
личении содержания АФК у водоросли. В нашем
опыте отмечено резко выраженное увеличение со-
держания АФК при внесении токсиканта. Однако
содержание липидов не снижалось ниже уровня
контроля, что возможно, связано с адаптацией во-
доросли к неблагоприятным условиям.

Никель связывается с белками, и в меньшей
степени с липидами микроводорослей [34]. Дан-
ный металл вызывает повреждение мембраны и
нарушение минерального обмена, особенно ка-
лиевого, приводит к увеличению концентрации
МДА [1]. В нашем эксперименте рост H. akashiwo
при концентрациях никеля в среде 10–20 мкг/л

стимулировался, также увеличивалось содержа-
ние хлорофилла а и каротиноидов при концен-
трации 20 мкг/л на седьмые сутки опыта. Ранее
показано, что численность клеток зеленой мик-
роводоросли Ankistrodesmus falcatus понижалась
при концентрациях никеля 15-30 мкг/л, содержа-
ние хлорофилла а и каротиноидов уменьшалось
при 1 мкг/л никеля [9]. В тоже время скорость ро-
ста популяции Phaeocystis antarctica ингибирова-
лась на 10% при только при концентрации никеля
260 мкг/л [25]. Несмотря на то, что этот металл
инактивирует ФС II, что, в том числе, выражается
в снижении флуоресценции, в проведенном нами
опыте данный показатель не изменялся. Также
никель был единственным среди исследованных
металлов при внесении которого содержание
АФК у H. akashiwo не увеличивалось, а, напротив,
снижалось. Известно, что данный токсикант вли-
яет на гены, отвечающие за метаболизм азота,
жирных кислот и ДНК [35]. Возможно, с этим
связано увеличение НЛ, особенно к концу опыта,
при его воздействии на H. akashiwo.

Таким образом, наши исследования показали,
что при добавлении 10 и 20 мкг/л Cd в среду проис-
ходила стимуляция роста популяции H. akashiwo и
увеличение содержания фотосинтетических пиг-
ментов на всем протяжении опыта. При воздей-
ствии Pb отмечено ингибирование роста водорос-
ли и снижение содержания фотосинтетических
пигментов к концу опыта. В тоже время показате-
ли прямого и бокового светорассеяния, флуорес-
ценции хлорофилла а в большинстве эксперимен-
тальных случаев не отличались от контрольных.
Содержание АФК, в целом, увеличивалось при
воздействии тяжелых металлов. Резкое падение
содержания НЛ отмечено только при воздействии
кадмия, тогда как свинец приводил либо к неболь-
шому увеличению содержания НЛ, либо не оказы-
вал влияния на данный показатель.
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