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Исследовано токсическое воздействие Сu

2+
 на два вида диатомовых водорослей Cerataulina pe-

lagicа и Phaeodactylum tricornutum, а также динофитовую Prorocentrum nanum. Показано, что ми-

нимальное содержание токсиканта в воде, вызывающее замедление роста  культур с низкими 

начальными значениями биомассы, для P. tricornutum составило 1 мкг·л
-1

, а для P. nanum – 50 

мкг·л
-1

. Повышение начальной биомассы водорослей в культуре C. pelagicа в 5–13 раз вызвало 

снижение чувствительности водорослей к действию меди. Токсическое влияние меди на водорос-

ли проявляется и в снижении значений rЕTR, а также Fv/Fm.  
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Введение. Оценка качества морской 

среды является неотъемлемой частью 

комплексного мониторинга, регулярно 

выполняемого в различных районах 

прибрежных вод. Одно из направлений в 

этой работе связано с использованием 

организмов, представляющих разные 

трофические уровни, в том числе и мик-

роводоросли. Для выявления реакции 

этих организмов на комплексное загряз-

нение морских прибрежных вод исполь-

зуют представителей разных таксономи-

ческих групп и, прежде всего, диатомо-

вые и динофитовые водоросли [1], кото-

рые являются главными компонентами 

фитопланктона многих морских экоси-

стем.  

Среди многочисленных загрязните-

лей морских вод, оказывающих ингиби-

рующее влияние на гидробионты, важ-

ное место занимают тяжелые металлы. 

По своему токсическому воздействию 

они уступают только хлорорганическим 

соединениям и намного опережают 

нефтепродукты и фенолы. К числу 

наиболее токсичных металлов в первую 

очередь относятся ртуть, медь, цинк, 

кадмий, свинец, хром [2]. Наиболее вы-

сокие концентрации в водной толще 

Черного моря характерны для меди. 

Установлено, что ее содержание в севе-

ро-восточной части этого бассейна в 

настоящее время находится в диапазоне 

1–125 мкг·л
-1

, что существенно превы-

шает предельно допустимые концентра-

ции (ПДК) для морских вод [3]. В этой 

связи возникает необходимость количе-

ственной оценки влияния данного ток-

сиканта на водные организмы, включая 

микроводоросли. Влияние меди на мик-

роводоросли, как правило, оценивают по 

приросту численности клеток или хло-

рофилла а как показателя биомассы в 

накопительной культуре в контроле и в 

опыте [4–6]. Однако определение этих 

параметров достаточно трудоемко. Вме-

сте с тем, флуоресцентные параметры 

для этих целей используются довольно 

редко, хотя они могут быть определены 

в течение нескольких минут и достаточ-

но информативны в плане оценки состо-

яния фотосинтетического аппарата во-

дорослей. Поэтому при исследованиях 

степени влияния токсикантов на водо-

рослевые культуры необходимо оцени-

вать их действие не только на биомассу 

водорослей, но и на показатели, опреде-

ляемые с помощью метода ПАМ флуо-

риметрии.   

https://mail.yandex.ru/?ncrnd=9516&uid=189391935&login=ira-mansurova2013#compose?to=lustelm%40mail.ru
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Цель настоящей работы состояла в 

исследовании токсического воздействия  

ионов меди на прирост биомассы и из-

менчивость некоторых флуоресцентных 

параметров в накопительных культурах 

диатомовых водорослей Phaeodactylum 

tricornutum и Cerataulina pelagicа, а так-

же динофитовой водоросли Prorocentrum 

nanum. 

Материалы и методы. Объектом 

исследования были альгологически чи-

стые культуры диатомовых водорослей 

Cerataulina pelagicа (Cleve) Hendley, 

Phaeodactylum tricornutum Bohlin, а так-

же динофитовой Prorocentrum nanum 

(Schiller) Dodge & Bibby, выделенные из 

планктона Черного моря и содержащие-

ся в коллекции отдела экологической 

физиологии водорослей ФИЦ ИнБЮМ. 

Исходный объем клеток C. pelagicа со-

ставил в среднем 2700 мкм
3
, P. tricornu-

tum – 60 мкм
3
 и P. nanum – 65 мкм

3
.   

Рост культур в экспериментах осу-

ществлялся в колбах объемом 200 мл на 

среде Гольдберга, содержащей нитраты, 

фосфаты и микроэлементы без органи-

ческих компонентов [7]. При выращива-

нии диатомовых водорослей в среду 

вносили 100 µМ кремния. Культуры экс-

понировали при интенсивности света 

100 µЭ·м
-2

·с
-1 

в диапазоне фотосинтети-

чески активной радиации (ФАР), а также 

температуре 17–18ºС для диатомовых 

водорослей и 21–22ºС для динофитовой. 

С целью оценки влияния ионов меди 

(Cu
2+

) на Р. tricornutum и C. pelagicа в 

опытные колбы добавляли водный рас-

твор сульфата меди 6-ти концентраций 

от 1 до 200 мкг·л
-1

 в пересчете на медь, а 

в колбы с P. nanum – от 1 до 100 мкг·л
-1

. 

В экспериментах использовали серно-

кислую медь (CuSO4x5H2O) марки ЧДА 

производства России. Контролем служи-

ли культуры, росшие без добавления ме-

ди. Длительность каждого эксперимента 

составляла 3-е суток. Начальная биомас-

са культур по углероду в опытах на 

культуре P. tricornutum была равна 0,2 

мг С·л
-1

, на C. pelagicа – 2,6 мг·л
-1

, на P. 

nanum – 0,5 мг С·л
-1

. Все культуры нахо-

дились в фазе экспоненциального роста. 

В ходе экспериментов из колб с 

культурами ежесуточно отбирали алик-

воты в трех-четырех повторностях для 

оценки биомассы водорослей, Fv/Fm 

(максимальной эффективности работы 

фотосистемы II) и F
'
v/F

'
m (эффективности 

работы фотосистемы II при семи различ-

ных интенсивностях света в диапазоне 

ФАР 10–1000 µЭ·м
-2

·с
-1

). 

Содержание углерода в клетках во-

дорослей рассчитывали на основе изме-

рений оптической плотности OD750 с по-

мощью фотометра КФК-3 (Россия) с по-

следующим   пересчетом   ее   значений 

в единицы   органического   углерода   

(мг С/л). В основе расчетов лежат калиб-

ровочные  графики, связывающие OD750 

с концентрацией органического углеро-

да, измеренного прямым методом [8]. 

Для построения калибровочных графи-

ков концентрацию органического угле-

рода в клетках водорослей определяли 

методом мокрого сжигания проб в хро-

мовой смеси [9]. Относительная ошибка 

определений составляла 5–10%.  Значе-

ния коэффициента линейных уравнений, 

отражающих связь между OD750 и кон-

центрацией органического углерода в 

клетках водорослей, составляли для P. 

tricornutum – 14,228 мг С·л
-1

, для C. pe-

lagicа – 64,842 мг С·л
-1

 и для P. nanum – 

17,595 мг С·л
-1

, коэффициент детерми-

нации уравнений (R
2
) был равен 0,990–

0,997. 

Измерения Fv/Fm, а также F
'
v/F

'
m 

осуществляли на ПАМ флуориметре 

Aqua Pen-C AP 110 (Чешская Республи-

ка). Относительная погрешность опреде-

лений показателей не превышала 5%. 

Значения относительной скорости элек-

тронного транспорта (rETR) в относи-

тельных единицах рассчитывали на ос-

нове произведения F
'
v/F

'
m и соответству-

ющей интенсивности света [10].  

Статистический анализ и построе-

ние графиков. Обработка данных вы-

полнена в программе Excel 2007 для 

Windows. Были рассчитаны среднеариф-

метические значения исследуемых пара-

метров и стандартное отклонение. Ста-

тистическая значимость различий между 

вариантами определялась по t-критерию 

Стьюдента. Построение графиков осу-
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ществлялось с помощью программы 

Grafer 3. 

Результаты. Влияние меди на 

Phaeodactylum  tricornutum.   Этот   

мелкоклеточный вид диатомовых водо-

рослей со средним объемом клеток 60 

мкм
3
 подвергался воздействию меди в 

следующих концентрациях: 1, 5, 10, 50, 

100 и 200 мкг·л
-1

. При начальном коли-

честве органического углерода 0,2 мг 

С·л
-1

 его прирост наблюдался в опытных 

колбах и в контроле в течение трех суток 

(рис. 1а). 

Однако значения биомассы в опыте 

были достоверно ниже, чем в контроле 

при всех концентрациях токсиканта (р˂ 

0,001). По мере увеличения количества 

Cu
2+

 в среде эти различия возрастали. 

Показатель Fv/Fm в контроле, составив-

ший 0,60, в течение 3-х суток не изме-

нялся и достоверно был выше (р˂ 0,05), 

чем в культурах, подвергнутых токсиче-

скому воздействию меди в концентраци-

ях 5–200 мкг·л
-1 

(рис. 1б). Минимальное 

количество токсиканта (1 мкг·л
-1

) прак-

тически не вызывало ингибирование 

этого параметра на протяжении всего 

эксперимента. Самое низкое значение 

Fv/Fm (0,37) получено на 3-и сутки при 

максимальной концентрации меди.  Зна-

чения rETR в конце эксперимента во 

всем исследованном световом диапазоне 

(10–1000 µЭ·м
-2

·с
-1

) в контроле и в при-

сутствии Cu
2+

 в концентрации 1 мкг·л
-1

 

достоверно не различались (р> 0,05). То-

гда как повышение содержания меди в 

среде в 5 раз вызывало снижение этого 

параметра в 1,4–1,8 раза при интенсив-

ностях света ≥100 µЭ м
-2

·с
-1

 (рис. 1с). 

В это же время Fv/Fm снизилось лишь 

на 10%. 

Влияние меди на Cerataulina 

pelagicа. В эксперименте с культурой C. 

pelagicа, имеющей средний объем кле-

ток 2700 мкм
3
 и начальную биомассу 2,6 

мг С·л
-1

, концентрация меди в среде со-

ставляла 10, 100 и 200 мкг·л
-1

, так как 

более низкое содержание токсиканта 

влияло крайне слабо. Через сутки роста 

культуры количество органического уг-

лерода было достоверно ниже, чем в 

контроле (р ˂ 0.05) при концентрации 

меди 200 мкг·л
-1

, тогда как при более 

низких ее значениях (10 и 100 мкг·л
-1

) 

различия между опытными пробами и 

контролем не выявлены (рис. 2а).  

 

  
 

Рис. 1. Динамика содержания органического 

углерода (а), величины Fv/Fm (б) и относи-

тельной скорости электронного транспорта, 

rETR на 3-и сутки (с) в культуре P.      tricor-

nutum при различных концентрациях ионов 

меди: 1 – контроль, 2 – 1 мкг·л
-1

,  

3 – 5 мкг·л
-1

, 4 – 10 мкг·л
-1

, 5 – 50 мкг·л
-1

,  

6 – 100 мкг·л
-1

, 7 – 200 мкг·л
-1

 

Fig. 1. Dynamics of organic carbon content (a), 

Fv/Fm value (b) and relative electron transport 

rate, rETR on the 3
rd

 day (c) in P.  tricornutum 

culture at different concentrations of copper 

ions: 1 – control, 2 – 1 µg·l
-1

, 3 – 5 µg·l
-1

,  

4 – 10 µg·l
-1

, 5 – 50 µg·l
-1

, 6 – 100 µg·l
-1

,  

7 – 200  µg·l
-1
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На вторые и третьи сутки наиболь-

ший прирост биомассы наблюдался в 

контроле, а при концентрации токсикан-

та 10
 
мкг·л

-1
 он существенно ослабевал. 

В остальных вариантах опыта рост водо-

рослей не наблюдался.  

Показатель Fv/Fm в контроле, соста-

вивший 0,60, в течение 3-х суток не из-

менялся и достоверно был выше (р˂ 

0,05), чем в культурах, подвергнутых 

токсическому воздействию меди при 

всех ее концентрациях
 
(рис. 2б).  

В результате воздействия на водо-

росли Cu
2+

 в концентрациях 10–200 

мкг·л
-1 

наблюдалось постепенное сниже-

ние максимальной эффективности рабо-

ты фотосистемы II к концу эксперимен-

тов и скорость этого снижения возраста-

ла по мере увеличения количества ток-

сиканта. На 3-и сутки величина Fv/Fm 

была минимальна, составив 0,1, при мак-

симальном содержании меди в воде – 

200 мкг·л
-1

. 

Значения rETR на третьи сутки во 

всем исследованном световом диапазоне 

в присутствии Cu
2+

 в концентрации 10 

мкг·л
-1

 были достоверно ниже относи-

тельно контроля (р < 0,05). Этот показа-

тель снижался в 1,3– 2 раза и более (рис. 

2 c). Тогда как отношение Fv/Fm в этих 

условиях уменьшалось лишь на 17%. 

Влияние меди на P. nanum. При 

низком начальном количестве органиче-

ского углерода (0,5 мг C·л
-1

) в культуре 

P. nanum с объемом клетки 65 мкм
3
 ко-

личество меди в опытных пробах со-

ставляло 1, 3, 5, 10, 50 и 100 мкг·л
-1

. При 

низких ее концентрациях (1–10 мкг·л
-1

) 

прирост биомассы водорослей в течение 

трех суток слабо отличался от контроля. 

Её конечные значения были в 6 раз 

выше исходных (рис. 3а). Тогда как под 

действием токсиканта в концентрации 50 

и 100 мкг·л
-1

 содержание органического 

углерода на третьи сутки было лишь в 2 

и в 1,4 раза выше исходного значения 

соответственно. 

Показатель Fv/Fm в контроле, соста-

вивший 0,53, в течение 3-х суток посте-

пенно снижался до 0,42 (рис. 3б).  

 
 

Рис. 2. Динамика содержания органического 

углерода (a), величины Fv/Fm (б) и относи-

тельной скорости электронного транспорта, 

rETR на 3-и сутки (с) в культуре C. pelagica 

при различных концентрациях ионов меди:  

1 – контроль, 2 – 10 мкг·л
-1

, 3 – 100 мкг·л
-1

, 

4 – 200 мкг·л
-1

 

Fig. 2. Dynamics of organic carbon content (a), 

Fv/Fm value (b) and relative electron transport 

rate, rETR on day 3
rd

 (c) in C. pelagica culture 

at differrent concentrations of copper ions:  

1 – control, 2 – 10 µg·l
-1

, 3 – 100 µg·l
-1

, 

4 – 200 µg·l
-1
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Рис. 3. Динамика содержания органического 

углерода (a), величины Fv/Fm (б) и относи-

тельной скорости электронного транспорта, 

rETR на 3-и сутки (с) в культуре P. nanum 

при концентрациях ионов меди:  
 
1 – контроль, 2 – 1 мкг·л

-1
, 3 – 3 мкг·л

-1
,  

4 – 5 мкг·л
-1

, 5 – 10 мкг·л
-1

,  6 – 50 мкг·л
-1

,  

7 – 100 мкг·л
-1

 

Fig. 3. Dynamics of organic carbon content (a), 

Fv/Fm value (b) and relative electron transport 

rate, rETR on day 3
rd

 (c) in P. nanum culture at 

concentrations of copper ions: 1 – control, 

2 – 1 µg·l
-1

, 3 – 3 µg·l
-1

, 4 – 5 µg·l
-1

, 

5 – 10 µg·l
-1

,  6 – 50 µg·l
-1

,  7 – 100 µg·l
-1

 

 

Подобные его изменения получены 

при низких концентрациях меди в среде, 

а при ее содержании ≥ 10 мкг·л
-1

 это 

снижение было достоверно больше, чем 

в контроле (р <  0,05). 

Значения rETR на третьи сутки во 

всем исследованном световом диапазоне 

в контроле и в присутствии Cu
2+

 в кон-

центрации 1 мкг·л
-1

, достоверно не раз-

личались (р > 0,05). Тогда как повыше-

ние содержания меди в среде до 3 и 5 

мкг·л
-1

 вызвало снижение этого пара-

метра в 2–3 раза относительно контроля 

(рис. 3с). 

Обсуждение. Медь в крайне низких 

концентрациях оказывает стимулирую-

щее влияние на водоросли, участвуя в 

ряде метаболических процессов и уси-

ливая работу многих ферментов [2, 11]. 

Однако ее довольно высокое содержание 

в ионной форме в водах прибрежных 

районов Черного моря может вызывать 

угнетение роста фитопланктона. Поэто-

му важно понять, при каких минималь-

ных концентрациях этот металл оказы-

вает подавляющее действие на черно-

морские виды диатомовых и динофито-

вых водорослей и каков характер этого 

воздействия на их функциональные па-

раметры. 

Как правило, в таких исследованиях 

используют водоросли в экспоненциаль-

ной фазе роста, которая характеризуется 

периодом времени, когда отдельные 

клетки делятся с постоянной скоростью. 

В культурах, находящихся в стационар-

ной фазе, где прирост клеток почти не 

наблюдался, чувствительность морских 

микроводорослей к тяжелым металлам 

увеличивалась на 10–60% по сравнению 

с экспоненциально растущей культурой 

[6]. По этой причине наши эксперимен-

ты выполнены на экспоненциально рас-

тущих культурах.  

Степень устойчивости различных 

видов микроводорослей к действию ток-

сикантов чаще всего оценивают по при-

росту численности клеток [4, 5]. Однако 

из-за разного объема клеток их биомасса 

при одной и той же численности может 

сильно различаться, что не позволяет 
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корректно сопоставлять такие результа-

ты.  

В нашей работе оценка прироста во-

дорослей осуществлялась по органиче-

скому углероду, то есть по биомассе. 

Оказалось, что самым чувствительным 

видом водорослей к действию меди ока-

залась диатомовая водоросль P. tricornu-

tum с самой низкой начальной биомас-

сой (0,2 мг С·л
-1

). Даже небольшая кон-

центрация меди, составившая 1 мкг·л
-1

, 

уже в первые сутки эксперимента вызы-

вала замедление роста водорослей. Тогда 

как параметры флуоресценции, такие как 

Fv/Fm и rETR, снижались относительно 

контроля при концентрации Cu
2+

, равной 

5 мкг·л
-1

 и выше. В отличие от биомассы 

водорослей, определение которой доста-

точно трудоемко, флуоресцентные пара-

метры могут быть измерены в течение 

нескольких минут в пробе объемом все-

го лишь 2–3 мл. Причем относительная 

скорость электронного транспорта 

(rETR), измеренная на третьи сутки, ока-

залась более чувствительна к действию 

токсиканта по сравнению с параметром 

Fv/Fm, характеризующим максимальную 

эффективность работы фотосистемы II. 
Подобные результаты были получены 

ранее в исследованиях на пресноводных 

водорослях [12]. 

Повышение исходной биомассы в 

культуре диатомовой водоросли C. pe-

lagicа в 13 раз относительно биомассы P. 

tricornutum, стало одной из основных 

причин снижения чувствительности во-

дорослей к действию Cu
2+

. Через сутки 

от начала эксперимента прирост биомас-

сы C. pelagicа замедлялся относительно 

контроля только при концентрации меди 

200 мкг·л
-1

, тогда как ее содержание в 

воде 10 и 100 мкг·л
-1

 не оказывало за-

метного влияния на культуру. Однако 

более длительное воздействие этих кон-

центраций вызвало угнетение роста дан-

ного вида. Что касается параметра Fv/Fm, 

то его значения уже в первые сутки при 

всех концентрациях токсиканта были 

достоверно ниже, чем в контроле. А па-

раметр rETR, измеренный на третьи сут-

ки эксперимента, показал большую чув-

ствительность к воздействию меди, чем 

Fv/Fm. 

Наиболее устойчивым видом водо-

рослей к воздействию Cu
2+

 оказалась 

мелкоклеточная динофлагеллята P. 

nanum. Даже при низкой ее исходной 

биомассе (0,5 мг С·л
-1

) только достаточ-

но высокие концентрации меди (50 и 100 

мкг·л
-1

) вызвали угнетение роста данной 

культуры в течение всех трех суток. 

Однако максимальная эффективность 

работы фотосистемы II понизилась уже 

при содержании Cu
2+

 в воде 10 мкг·л
-1

, а 

относительная скорость электронного 

транспорта, измеренная на третьи сутки 

эксперимента, была существенно мень-

ше,  чем   в   контроле   под  действием 

токсиканта  в  концентрации лишь 3 

мкг·л
-1

.  

Таким образом, параметр rETR поз-

воляет обнаружить угнетающее влияние 

меди при самых низких исходных кон-

центрациях этого токсиканта в воде уже 

через сутки от начала воздействия. На 

втором месте по степени чувствительно-

сти к токсиканту находится показатель 

Fv/Fm. Наименее чувствительным пара-

метром является скорость прироста био-

массы водорослей. 

Выполненные нами исследования 

показали наличие межвидовой изменчи-

вости устойчивости микроводорослей к 

загрязняющим веществам. Так, при низ-

кой начальной биомассе водорослей 

устойчивость мелкоклеточной динофла-

гелляты P. nanum к токсическому воз-

действию меди была выше, чем у диато-

мовой водоросли P. tricornutum, имею-

щий такой же объем клетки, как и у пер-

вого вида. Вероятно, не только биомасса, 

но и другие характеристики и свойства 

водорослей влияют на их устойчивость к  

тяжелым металлам. Накопление метал-

лов водорослями происходит, прежде 

всего, путем их адсорбции на клеточной 

стенке [13], структура которой у разных 

водорослей различается. Тяжелые ме-

таллы, проникшие в клетку, подвергают-

ся в определенной мере детоксикации, 

что может быть достигнуто за счет свя-

зывания со специфическими внутрикле-

точными соединениями и/или транспор-

та металлов в определенные клеточные 

компартменты [14, 15]. 
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Заключение. Исследованные два ви-

да диатомовых водорослей P. 

tricornutum, C. pelagicа и один вид ди-

нофитовых P. nanum показали разную 

степень чувствительности к токсичес-

кому воздействию меди в ионной форме. 

Наиболее чувствительным оказался P. 

tricornutum, а наименее – P. nanum.  
Угнетающий эффект меди на водо-

росли выявляется, прежде всего, по сни-

жению значений относительной скоро-

сти электронного транспорта (rЕTR), 

особенно при интенсивностях света ≥100 

µЭ м
-2

·с
-1

. Вторым по чувствительности 

к токсическим веществам параметром 

является максимальная эффективность 

фотосистемы II (Fv/Fm). Самым устойчи-

вым показателем к действию Cu
2+

 явля-

ется скорость прироста биомассы водо-

рослей.  

Значения концентрации меди, вызы-

вающие угнетение функциональных па-

раметров водорослей, сопоставимы с ее 

содержанием в прибрежных водах Чер-

ного моря.  
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THE USE OF GROWTH AND FLUORESCENT INDICATORS TO ASSESS  

THE TOXIC EFFECT OF COPPEER IONS ON MARINE MICROALGAE 

 

O.S. Alatartseva, L.V. Stelmakh, R.R. Sagadatova  

 

The A.O. Kovalevsky Institute of Biology of Southern Seas of RAS, Sevastopol, Nachimov Av., 2 

 

The toxic effect of copper in ionic form (Сu
2+

) on two species of diatoms Cerataulina pelagica and 

Phaeodactylum tricornutum, as well as on the dinoflagellate alga Prorocentrum nanum, is studied. It is 

shown that the minimum content of the toxicant in water, causing the slowing down of the growth of en-

richment cultures with low initial values of biomass, was 1 μg·L
-1

 for P. tricornutum, and 50 μg·L
-1

 for P. 

nanum. An increase in the initial biomass of algae in the culture of C. pelagica by 5–13 times resulted in 

a decrease in the algae sensitivity to the impact of copper. The toxic effect of copper on algae is also man-

ifested in a decrease in the values of rETR, as well as in Fv/Fm.  

Keywords: diatoms and dinoflagellate microalgae, ionic form of copper, toxic effect, Black Sea. 
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