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Исследованы молекулярные механизмы стрессового ответа Planktothrix agardhii, являющейся одним
из доминантных представителей цианобактерий в водоемах Северо-Запада РФ и других регионов в
период их “цветения”, на воздействие 4-трет-октилфенола (ОФ) – гормоноподобного ксенобио-
тика антропогенного происхождения. Под воздействием ОФ происходит увеличение проницаемо-
сти клеточных мембран P. agardhii, одной из причин которого является окисление мембранных ли-
пидов в условиях окислительного стресса, вызванного генерацией активных форм кислорода. В от-
вет на окислительный стресс, вызванный октилфенолом, у P. agardhii отмечено дозозависимое
увеличение активности антиоксидантов ферментативной и неферментативной природы, что свиде-
тельствует об активирующей экспрессию генов стрессовых регулонов функции ОФ. Благодаря схо-
жести структур 4-трет-октилфенола и природных микробных ауторегуляторов – алкилрезорци-
нов, контролирующих развитие микробных популяций, ОФ при попадании в объекты окружающей
среды может имитировать их функции, вмешиваясь в процесс коммуникации микробных клеток в
популяции, что может негативно сказываться на сукцессии и стабильности функционирования
микробных сообществ.
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Октилфенол (ОФ) – 4-(1,1,3,3-тетраметилбу-
тил)фенол – известный ксенобиотик антропоген-
ного происхождения, входящий в группу феноль-
ных ксеноэстрогенов. Наряду с другими алкилфе-
нолами, октилфенол относится к основным
гормоноподобным загрязнителям окружающей
среды и может быть причиной серьезных репродук-
тивных аномалий у живых организмов, вызывая у
них феминизацию, снижение фертильности, гер-
мафродитизм. Следует отметить, что среди алкил-
фенолов 4-трет-ОФ обладает наивысшей эстро-
генной активностью (Sheikh et al., 2017).

ОФ широко используется в различных отраслях
промышленности, в том числе при производстве
неионогенных поверхностно-активных соедине-
ний – октилфенолэтоксилатов (ОФЭО), которые
широко применяются в фармацевтической, гор-
нодобывающей, нефтедобывающей и целлюлоз-
но-бумажной промышленности, входят в состав
красок, полимеров, пестицидов, текстильных из-

делий, а также используются в быту в составе мо-
ющих средств (Sheikh et al., 2017).

В окружающую среду октилфенол попадает, в
основном, в результате неполной трансформации
ОФЭО и детектируется во всех экосистемах (Acir,
Guenther, 2018). В результате сброса бытовых и
промышленных стоков, более всего октилфено-
лами загрязнены поверхностные воды как прес-
новодных, так и морских экосистем (Staniszewska
et al., 2016).

Накапливаясь в продуктах питания – рыбе,
моллюсках, мясе, ОФ попадает в организм чело-
века и оказывает негативное влияние не только
на его репродуктивный процесс, но и, в целом, на
здоровье. Известно, что наряду с другими гормо-
ноподобными ксенобиотиками – бисфенолом А
и нонилфенолом, октилфенол может быть при-
чиной возникновения у человека онкологических
заболеваний (Staniszewska et al., 2016).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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В силу этих причин октилфенол и его прекурсор
ОФЭО включены в Список веществ, представля-
ющих особую опасность для Балтийского моря, и
Список приоритетных опасных веществ Водной
Рамочной директивы ЕС (Acir, Guenther, 2018).
Однако в Российской Федерации, в европейских
странах (за исключением Норвегии), США, стра-
нах Азии до сих пор не установлены ограничения
на производство и использование ОФ.

Октилфенол токсичен для водных организмов
и оказывает на них неблагоприятное воздействие
в концентрациях, превышающих 6 мкг/л (Envi-
ronmental risk…, 2005). Острая и хроническая ток-
сичность ОФ выявлена по отношению к рыбам,
беспозвоночным, водорослям (Zaytseva et al., 2015b;
Acir, Guenther, 2018).

Однако данные по влиянию ОФ на микрово-
доросли – первичные продуценты в водных эко-
системах – весьма малочисленны. Известно, что
октилфенол вызывает ингибирование роста ряда
цианобактерий и зеленых водорослей (Zhou et al.,
2013; Zaytseva et al., 2015b). При низких концен-
трациях поллютанта отмечена стимуляция роста
некоторых токсигенных штаммов Microcystis aeru-
ginosa. ОФ может вызывать повышенную продук-
цию клетками цианобактерий Microcystis aeruginosa
и Planktothrix agardhii и увеличение экскреции в
среду таких метаболитов, как альготоксины и одо-
рирующие вещества (Zaytseva et al., 2015а, 2015b).

Отметим, что до настоящего времени исследо-
ватели фокусировали свое внимание только на
изучении токсических эффектов ОФ в отноше-
нии микроорганизмов, в том числе микроводо-
рослей, не принимая во внимание схожесть его
химической структуры с гексилрезорцином – из-
вестным микробным ауторегулятором роста и
развития культур микроорганизмов из класса ал-
килоксибензолов (АОБ). Являясь активным на-
чалом ауторегуляторных факторов d1 ряда бакте-
рий и дрожжей, АОБ контролируют стадийность
развития микроорганизмов (Бухарин и соавт.,
2005), образование покоящихся форм бактерий и
дрожжей (Эль-Регистан и соавт., 2006), оказыва-
ют влияние на фенотипическую диссоциацию
микробных популяций (Милько и соавт., 2005).
В зависимости от степени гидрофобности АОБ
оказывают антистрессовое, протектирующее (ме-
тилрезорцин С7-АОБ) или стресс-потенцирую-
щее (гексилрезорцин С12-АОБ) действие на клет-
ки дрожжей Saccharomyces cerevisiae (Конаныхина
и соавт., 2008).

Отмечена способность АОБ модифицировать
структуру ферментных белков, что приводит к
повышению их стабильности и изменению ката-
литической активности в сторону как активации
(С7-АОБ), так и ингибирования (С12-АОБ) (Ни-
колаев и соавт., 2008).

Дозозависимое действие гексилрезорцина на
повышение экспрессии генов стрессовых регуло-
нов (rpoS, SOS-ответа) Escherichia coli до такой же
величины, что и при действии естественных стрес-
соров, свидетельствует о его сигнальной функции
как внеклеточных алармонов – сигналов тревоги
(Голод и соавт., 2009).

В силу схожести структуры 4-трет-октилфено-
ла с химической структурой микробного аутоин-
дуктора гексилрезорцина можно предположить,
что клетки цианобактерий будут реагировать на
ОФ как на сигнал тревоги, активируя стрессовые
регулоны защиты клетки от стресса.

Целью настоящей работы было изучить моле-
кулярные механизмы стрессового ответа ци-
анобактерии Planktothrix agardhii на воздействие
4-трет-октилфенола.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В качестве объекта исследования использова-

ли альгологически чистую культуру цианобакте-
рии Planktothrix (=Oscillatoria) agardhii Gom Anag-
nostidis et Komarek (CALU 1113) из коллекции
Биологического института СПбГУ (Россия).

Цианобактерию выращивали в течение 14 сут
на среде BG-11 (Rippka et al., 1979) в статических
условиях в колбах Эрленмейера объемом 250 мл;
объем среды составлял 100 мл. Культивирование
проводили при температуре 25 ± 2°С и освещен-
ности 1000 лк, при световом режиме свет–темнота
(12 ч : 12 ч). В качестве инокулята (10 об. %) ис-
пользовали культуру логарифмической фазы ро-
ста, выращенную в указанных выше условиях.

4-Трет-октилфенол (“Sigma-Aldrich”, США)
вносили в питательные среды в концентрациях 5 ×
10–4–4.0 мг/л в виде растворов в диметилсульфок-
сиде (0.02 об. %).

Рост цианобактерии контролировали по изме-
нению веса сухой биомассы (г с.б.).

Об изменении проницаемости клеточных обо-
лочек цианобактерии судили по “утечке” из кле-
ток в среду метаболитов, имеющих полосы погло-
щения в ультрафиолетовой области (220–350 нм)
(Fenderson et al., 1990), используя спектрофото-
метр Genesys 10uv scanning (“Thermo Spectronic”,
США). Проницаемость выражали в усл. ед./г с.б.

Содержание малонового диальдегида (МДА)
оценивали по количеству продукта его реакции с
тиобарбитуровой кислотой (Zutshi et al., 2014) и
выражали в мM/г с.б.

Для определения каталазной активности ис-
пользовали спектрофотометрический метод, ос-
нованный на определении скорости разложения
перекиси водорода каталазой исследуемого об-
разца. Активность каталазы выражали в U/мг с.б.
(Аеby, 1984).
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Общую активность супероксиддисмутазы (СОД)
выявляли по способности фермента ингибиро-
вать фотохимическое восстановление нитроси-
него тетразолия (Giannopolitis, Ries, 1972). Опти-
ческую плотность измеряли при длине волны 560 нм
на спектрофотометре Genesys 10uv scanning (“Ther-
mo Spectronic”, США). Концентрацию СОД выра-
жали в U/мг с.б.

Содержание восстановленного глутатиона
определяли спектрофотометрически, используя в
качестве субстрата 5,5-дитио-бис-2 нитробензой-
ную кислоту (Gao, Tam, 2011). Оптическую плот-
ность измеряли при 412 нм спектрофотометриче-
ски. Концентрацию ГЛУ определяли по калибро-
вочной кривой. Количество восстановленного
глутатиона выражали в мкг/мг с.б.

Содержание пролина в биомассе цианобактерий
определяли спектрофотометрически при 520 нм
(Bates et al., 1973) и выражали в мкг/г с.б.

Содержание каротиноидов оценивали по оп-
тической плотности их экстрактов при длинах
волн 453, 644 и 663 нм. Экстракцию каротинои-
дов проводили 90% ацетоном при 4°С в течение
24 ч. Концентрацию каротиноидов рассчитывали
по уравнению, предложенному в работе Parsons и
Strickland (Parsons, Strickland, 1963), и выражали в
мг/г с.б.

Содержание экзополисахаридов (ЭПС) опре-
деляли с использованием антронового метода
(Herbert et al., 1971).

Микроцистины экстрагировали из клеток ци-
анобактерии 50%-ным метанолом после трех-
кратного замораживания–размораживания био-
массы. Надосадочную жидкость отделяли центри-
фугированием при 10000 об./мин в течение 5 мин.
Концентрацию микроцистинов определяли ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии (ВЭЖХ) на хроматографе HP1090 (“Hew-
lett-Packard”, США) с диодно-матричным детек-
тором (длина волны 238 нм, разрешение 1.2 нм).
Условия хроматографирования: колонка Luna
(“Phenomenex”, Великобритания), температура –
35°C, скорость потока – 1 мл/мин, детекция – 238 нм,
элюенты – 30%-ный ацетонитрил (растворитель А) и
50%-ный ацетонитрил (растворитель Б), подкис-
ленные 0.1%-ным раствором трихлоруксусной
кислоты; объем пробы – 0.2 мл. В работе использо-
ван стандартный раствор микроцистина dm-RR
(“Sigma-Aldrich”, США).

Полученные данные представлены как сред-
нее значение ± стандартное отклонение трех не-
зависимых повторов каждого варианта с тремя
параллельными повторностями в каждом. Значи-
мость различий между вариантами выявляли с
помощью критерия Стьюдента, различия счита-
лись значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Октилфенол, вносимый одновременно с иноку-

лятом, в концентрациях, не превышающих 1.0 мг/л,
не влиял на рост цианобактерии P. agardhii. Инги-
бирование роста (50%), определенное через 4 сут
культивирования, было выявлено при содержа-
нии ОФ в среде 2.0 ± 0.2 мг/л. Наибольшая сте-
пень подавления роста P. agardhii октилфенолом
наблюдалась в конце лаг-фазы – начале экспо-
ненциальной фазы роста культуры (рис. 1).

Под действием ОФ изменялся характер роста
цианобактерии: наблюдалось удлинение лаг-фазы,
снижалась удельная скорость роста, уменьшался
выход биомассы (табл. 1). Следует отметить, что
эти изменения имели дозозависимый характер.

Снижение скорости роста клеток является ха-
рактерным и чаще всего используемым на практи-
ке признаком стрессового состояния микробной
популяции (Николаев, 2004). Любое стрессорное
воздействие приводит к изменению функциони-
рования бактериальной клетки, запуская те или
иные механизмы адаптации.

Первой линией защиты клеток от внешних
стрессорных факторов являются их избирательно
проницаемые мембраны (Gerken et al., 2012). Учи-
тывая свойство нонилфенолов и алкилрезорци-
нов вызывать окислительный стресс у микроор-
ганизмов (Голод и соавт., 2009; Gao, Tam, 2011;
Medvedeva et al., 2017), можно предположить, что
октилфенол также вызовет повышение уровня ак-
тивных форм кислорода (АФК) в клетках P. agardhii

Рис. 1. Влияние октилфенола, вносимого вместе с
инокулятом, на рост цианобактерии P. agardhii. Кон-
центрации вносимого ОФ: 1 – контроль (без ОФ); 2 –
1.0 мг/л; 3 – 2.0 мг/л; 4 – 4.0 мг/л ОФ.
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и, как следствие, усиление перекисного окисле-
ния мембранных липидов. Важным маркером, ха-
рактеризующим окислительное повреждение мем-
бран, является малоновый диальдегид (МДА) –
продукт перекисного окисления жирных кислот
мембранных липидов (Wan et al., 2015).

В наших экспериментах внесение октилфенола в
ростингибирующих концентрациях вместе с иноку-
лятом индуцировало значительное (до 100%) увели-
чение в клетках P. agardhii уровня МДА. Содержа-
ние МДА снижалось в течение культивирования
и возрастало с увеличением концентрации ОФ в
среде, что свидетельствует о дозозависимой гене-
рации свободных радикалов (рис. 2a). Наиболь-
шее увеличение содержания МДА при внесении
2.0 и 4.0 мг/л октилфенола – в 1.6 и в 2 раза соот-
ветственно, коррелировало со степенью ингиби-
рования роста цианобактерии (рис. 2a).

В результате перекисного окисления мембранных
липидов изменяется структурная организация
мембран, увеличивается мембранная проницае-
мость, что может приводить к “вытеканию” цито-
плазматического содержимого клетки (Liu et al.,
2013). Удельный выход из клеток цианобактерии
P. agardhii метаболитов, поглощающих в УФ-об-
ласти, как маркер проницаемости мембран был
максимальным в начале культивирования в кон-

трольных и опытных вариантах и по мере роста
культуры снижался. При этом стимулирующий
эффект от воздействия октилфенола изменялся в
процессе культивирования, достигая наиболь-
ших значений к 14 сут – 127% (2 мг/л ОФ) и 200%
(4 мг/л ОФ). Следует отметить, что уровень удель-
ного выхода метаболитов положительно коррели-
ровал с концентрацией вносимого поллютанта
(рис. 2б).

В следующей серии экспериментов было по-
казано, что действие ОФ на клетки P. agardhii
приводит к дозозависимому увеличению актив-
ности антиоксидантной (ферментативной и не-
ферментативной) системы защиты клеток от по-
вреждающего действия АФК, что свидетельствует
об активирующей стрессовые регулоны функции
октилфенола.

Большое значение в ферментативной антиок-
сидантной системе водорослей имеют активно-
сти супероксиддисмутазы, катализирующей пре-
вращение  в кислород О2 и перекись водорода
Н2О2, и каталазы, разлагающей перекись водоро-
да с образованием воды и молекулярного кисло-
рода (Wan et al., 2015).

Наши исследования показали, что в вариантах
внесения ОФ активности СОД и каталазы у
P. agardhii значительно – от 1.5 до 4.5 раз превы-
шали их контрольные уровни на протяжении все-
го времени культивирования и положительно
коррелировали с концентрацией внесенного ОФ.
Наибольшее увеличение активностей СОД и ка-
талазы в присутствии октилфенола отмечено на
2-е сутки роста цианобактерии, далее по мере ро-
ста культуры стимулирующее влияние ОФ на
синтез антиоксидантных ферментов снижалось
(рис. 3).

Учитывая важную роль системы нефермента-
тивной антиоксидантной защиты клеток от повре-
ждающего действия АФК, было изучено влияние
ОФ на синтез ряда неферментативных антиокси-
дантов: восстановленного глутатиона, каротиноидов,
пролина, микроцистинa и полисахаридов.

Глутатион является наиболее распространен-
ным низкомолекулярным тиолом у большинства
живых организмов от бактерий до млекопитающих,
выполняющим важнейшую антиоксидантную
функцию в клетках, снижая уровень АФК (Ок-
тябрьский, Смирнова, 2012). Другая роль глутати-
она может быть связана с его участием в контроле
функционирования К+ выходных каналов бакте-
риальных клеток (Booth et al., 1996). Наряду с глу-
татионом, система неферментативной антиокси-
дантной защиты клетки P. agardhii включает в себя
каротиноиды, аминокислоту пролин, микроци-
стин и экзополисахариды. Являясь антиоксидан-
тами, каротиноиды гасят возбужденные состоя-
ния триплетного хлорофилла, предотвращая об-

−
2O

Рис. 2. Влияние октилфенола, вносимого вместе с
инокулятом, на уровень малонового диальдегида (а) и
проницаемость клеточных оболочек (б) цианобакте-
рии P. agardhii. Концентрации вносимого ОФ: 1 –
контроль (без ОФ); 2 – 2 мг/л; 3 – 4 мг/л. 
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разование высокого уровня АФК и защищая
светособирающие пигменты в антенных комплек-
сах от фотоокислительных повреждений (Domon-
kos et al., 2013). Множественные антиоксидантные
функции пролина заключаются в подавлении об-
разования свободных радикалов, вызывающих окис-
ление мембранных липидов, а также в регуляции
окислительно-восстановительного баланса клетки
(Zutshi et al., 2014).

Подобно активностям антиоксидантных фер-
ментов СОД и каталазы, ОФ стимулировал у ци-
анобактерии P. agardhii и синтез низкомолекулярных
антиоксидантов. Отмечена положительная кор-
реляция концентрации ОФ с увеличением содер-
жания восстановленного глутатиона, каротиноидов
и пролина, концентрации которых в присутствии
ОФ возрастали в 2.3, 2.1 и 4.5 раз соответственно
(рис. 4).

Отметим, что увеличение активности фермен-
тативной и неферментативной антиоксидантных
систем в условиях окислительного стресса было
ранее выявлено при изучении влияния другого ал-
килфенола – нонилфенола, на микроводоросли, в
том числе на P. agardhii (Gao, Tam, 2011; Medvedeva
et al., 2017).

Стимуляция синтеза альготоксина микроци-
стина – “ловушки” свободных радикалов (Her-
nando et al., 2018), также является ответом ци-
анобактерии P. agardhii на окислительный стресс,
индуцируемый внесением в культуру октилфенола.
Ранее мы показали, что штамм P. agardhii CALU
1113 синтезирует ряд микроцистинов, основным
из которых является деметилированный микро-
цистин RR – dm-RR (Zaytseva et al., 2015а). Под
влиянием ОФ удельная продуктивность P. agardhii
по этому альготоксину возросла до 2 раз (рис. 5).

Антиоксидантные свойства были выявлены
также у экзополисахаридов (ЭПС) микроводо-
рослей (Trabelsi et al., 2016), повышенный синтез
которых рассматривается как адаптивная реак-
ция этих микроорганизмов в ответ на различные
неблагоприятные условия (El-Sheekh et al., 2012;
Medvedeva et al., 2017). Выявленное в работе увели-

чение синтеза ЭПС, вызванное ОФ, имело время- и
дозозависимый характер: под влиянием ОФ про-
дуктивность биомассы P. agardhii по ЭПС возрас-
тала до 6.5 раз. Причем наибольшее увеличение
синтеза ЭПС было зафиксировано в опытных ва-
риантах в конце лаг-фазы и начале экспоненци-

Рис. 3. Влияние ОФ, вносимого вместе с инокулятом,
на активность ферментов супероксиддисмутазы (а) и
каталазы (б) цианобактерией P. agardhii. Концентра-
ции вносимого ОФ: 1 – контроль (без ОФ); 2 – 2 мг/л;
3 – 4 мг/л. 
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Таблица 1. Влияние октилфенола на параметры роста Р. agardhii

Параметр Контроль
Октилфенол, мг/л

1.0 2.0 4.0

Длительность лаг-фазы, сут 0.75 ± 0.11 0.8 ± 0.1 3.5 ± 0.4 6.5 ± 0.6

Удельная скорость роста, μ, сут–1 0.26 ± 0.01 0.26 ± 0.02 0.25 ± 0.03 0.19 ± 0.01

Биомасса, г с.б./л (14 сут) 0.14 ± 0.02 0.14 ± 0.01 0.12 ± 0.01 0.07 ± 0.01
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альной фазы роста в варианте максимального ин-
гибирования роста культуры (рис. 6).

Гормоноподобный ксенобиотик – 4-трет-ок-
тилфенол, широко используемый в различных
производствах, при попадании в водные экосисте-
мы оказывает негативное влияние на живые орга-
низмы вследствие нарушения иммунонейроэндо-
кринного гомеостаза и проявляет токсическое дей-
ствие на гидробионты. Октилфенол ингибирует
рост Planktothrix agardhii, являющейся одним из до-
минантных представителей цианобактерий в водо-
емах Северо-Запада России и других регионов в
период их “цветения”. Повышение концентра-
ции ОФ в среде выше критического уровня (>1.0
мг/л) индуцировало окислительный стресс и
приводило к ингибированию роста, увеличению
продолжительности лаг-фазы и снижению ско-
рости роста. Уровень ЕС50 октилфенола (4 сут
культивирования) для P. agardhii составил 2 мг/л.

Результатом окислительного стресса, развива-
ющегося под воздействием ОФ, было увеличение
проницаемости клеточных мембран P. agardhii,
одной из причин которого является окисление
мембранных липидов, вызванное генерацией ак-
тивных форм кислорода. Окислительный стресс,
вызванный ОФ, индуцировал включение фер-
ментативных (повышенная активность каталазы,
супероксиддисмутазы) и неферментативных (сти-
муляция синтеза глутатиона, каротиноидов, проли-
на, микроцистина, экзополисахаридов) механиз-
мов антиоксидантной защиты клеток, что свиде-
тельствует об активирующей экспрессию генов
стрессовых регулонов функции октилфенола. Бла-

Рис. 4. Влияние ОФ, вносимого вместе с инокулятом,
на синтез восстановленного глутатиона (а), кароти-
ноидов (б) и пролина (в) цианобактерией P. agardhii.
Концентрации вносимого ОФ: 1 – контроль (без
ОФ); 2 – 2 мг/л; 3 – 4 мг/л. 
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Рис. 5. Влияние ОФ, вносимого вместе с инокулятом,
на удельную продуктивность цианобактерии P. agard-
hii по микроцистину dm-RR. Концентрации вноси-
мого ОФ: 1 – контроль (без ОФ); 2 – 4 мг/л. 
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годаря схожести структур 4-трет-октилфенола и
природных микробных ауторегуляторов – алкил-
резорцинов, контролирующих развитие микроб-
ных популяций, ОФ при попадании в объекты
окружающей среды может имитировать их функ-
ции, вмешиваясь в процесс коммуникации мик-
робных клеток в популяции, что может негативно
сказываться на сукцессии и стабильности функ-
ционирования микробных сообществ.
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Abstract—The molecular mechanisms of stress response of Planktothrix agardhii, one of the dominant
cyanobacteria in the basins of the Northwestern Russia and other regions during “blooming,” on the effect of
4-tert-octylphenol (OP), a hormone-like xenobiotic of anthropogenic origin, were studied. In the presence
of OP, an increase in the permeability of P. agardhii cell membranes occurred, one of the reasons for which
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was the oxidation of membrane lipids under conditions of oxidative stress caused by generation of reactive ox-
ygen species. A dose-dependent increase of the activities of enzymatic and non-enzymatic antioxidants in
P. agardhii was registrated in response to octylphenol-induced oxidative stress, indicating OP action as an ac-
tivator of expression of stress regulons genes. Due to the structural similarity of 4-tert-octylphenol and alkyl-
resorcinols (AR), the natural microbial regulators controlling development of microbial populations, OP re-
leased into the environment may imitate the functions of AR, interfering with the communication process of
microbial cells in the population, which may adversely affect the succession and stability of functioning of mi-
crobial communities.

Keywords: 4-tert-octylphenol, cyanobacterium Planktothrix agardhii, oxidative stress, antioxidants, microbial
autoregulators
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