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Введение

Стресс определяют как изменение ус-
ловий роста, ведущее к  нарушению 
гомеостаза клеточного метаболизма 

и  вызывающее перестройку процессов ме-
таболизма, называемую акклимацией [1]. 
У фотоавтотрофных организмов наиболее 
чувствительным сенсором стресса выступа-
ют хлоропласты [2]. Одним из показателей 
состояния фотосинтетического аппарата 
является величина относительной перемен-
ной флуоресценции (Fv/Fm). Способность 
популяции акклимироваться к  стрессу и, 
в конечном счете, выживать в изменяющих-
ся экологических условиях в  значительной 
мере определяется внутрипопуляционной 
гетерогенностью, т.е. различием особей 
в  пределах одной популяции. И  если вну-
трипопуляционной изменчивости живот-
ных и  высших растений посвящено зна-

чительное число работ, то сведения о  гете-
рогенности популяций микроводорослей 
крайне малочислены. Лишь в последнее де-
сятилетие с развитием новых методов было 
показано, что в  пределах одной популяции 
клетки различаются по содержанию фото-
синтетических пигментов [3] и  биогенных 
элементов [4], биохимическому составу [5], 
параметрам флуоресценции [6-8].

Соленость является одним из основных 
факторов, влияющих на фотосинтетиче-
скую активность (ФА) микроводорослей, 
особенно в  эстуарных экосистемах и  ле-
довых биотопах. Водоросли различаются 
по диапазону солености, к  которому они 
могут акклимироваться, а  также по диапа-
зону оптимальной солености, при котором 
достигается максимальная скорость роста 
[9]. Как снижение солености среды по срав-
нению с  оптимальной (гипоосмотический 
стресс), так и  увеличение (гиперосмотиче-
ский стресс) вызывают изменение скорости 
роста популяции [10-12], фотосинтетиче-
ской фиксации углерода [13], содержания 

Изменчивость флуоресценции 
отдельных клеток водоросли
	   Conticribra weissflogii
		      при осмотическом стрессе

В.А. Курочкина, 
аспирант био-

логического фа-
культета, ФГОУ 

ВПО Московский 
государственный 

университет им. 
М.В. Ломоносова

Т.А. Белевич, 
кандидат био-

логических наук, 
ведущий научный 

сотрудник био-
логического фа-
культета, ФГОУ 

ВПО Московский 
государственный 

университет им. 
М.В. Ломоносова

*Адрес для корреспонденции: ilyashl@mail.ru

У диатомовой водоросли Conticribra weissflogii, 
акклимированной к солености 17,5 ‰ оценивали 

относительную переменную флуоресценции 
отдельных клеток (F

v
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и) после пересева на среды 

с соленостью 8,8 ‰ (гипоосмотические условия), 
35 ‰ (гиперосмотические условия) и 17,5 ‰ 

(контроль). Как в гипо-, так и в гиперосмотических 
условиях в первые 2–4 ч возрастала доля 

нежизнеспособных клеток, доля клеток 
с максимальной F

v
и/F

m
и снижалась, вариабельность 

клеток по F
v
и/F

m
и была наибольшей. Через сутки 

доля нежизнеспособных клеток снизилась, доля 
клеток с максимальной F

v
и/F

m
и увеличилась, 

вариабельность клеток по F
v
и/F

m
и снизилась. 
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В настоящей работе представлены дан-
ные о  вариабельности относительной 
переменной флуоресценции отдельных 
клеток в  популяции диатомовой водорос-
ли Conticribra weissflogii при акклимации 
к гипо- и гиперосмотическому стрессу.

Материалы и методы исследования

Материалом послужила альгологически 
чистая культура диатомовой водо-
росли Conticribra weissflogii (Grunow) 

Stachura-Suchoples et Williams (синоним 
Thalassiosira weissflogii Grunow). Эта водо-
росль отмечается как в  морских [14], так 
и пресных водах [15]. В течение нескольких 
месяцев водоросли акклимировали к  соле-
ности 17,5 ‰ путем многократных пересе-
вов на среду, приготовленную на основе ис-
кусственной морской воды (сoлевaя смесь 
фиpмы «SЕRA») и обогащенную биогенны-
ми элементами по прописи среды f/2 [16].

Проведено две серии экспериментов  — 
на снижение солености (эксперимент I) 
и  повышение солености (эксперимент II) 
по сравнению с уровнем 17,5 ‰. Водоросли 
из культур на экспоненциальной стадии ро-
ста высевали на среды с соленостью 17,5 ‰ 
(контроль), 8,8 ‰ (гипоосмотические усло-
вия) или 35 ‰ (гиперосмотические усло-
вия). При этом добавки биогенных элемен-
тов не вносили. Водоросли росли при тем-
пературе 20 оС, освещенности 75 мкЕ/(м2∙с) 
и продолжительности светового периода 14 
ч. Через 2, 4, 6 и 24 ч в каждой культуре из-
меряли параметры флуоресценции после 
15-ти минутного выдерживания водорослей 
в  темноте. У отдельных клеток водорослей 
при помощи переоборудованного флуорес-
центного микроскопа «ЛЮМАМ И3» по ра-
нее описанной методике [6] оценивали флу-
оресценцию при открытых (Fo

и) и закрытых 
(Fm

и) реакционных центрах и рассчитывали 
относительную переменную флуоресцен-
цию Fv

и/Fm
и = (Fm

и-Fo
и)/Fm

и. При каждом из-
мерении выборка составляла 100 клеток.

Величины Fv
и/Fm

и изменяются от 0 до 
0,72 [6]. Высокие значения характерны для 
водорослей в  хорошем физиологическом 
состоянии, тогда как низкие свидетель-
ствуют о  состоянии стресса. Клетки с  Fv

и/
Fm

и < 0,1 являются фотосинтетически не-
активными и  нежизнеспособными [17, 18]. 
Учитывая литературные данные [6, 17, 18], 
далее по тексту принимали следующее 
ранжирование ФА по величинам Fv

и/Fm
и: < 

0,1  — фотосинтетически неактивные клет-

Рис. 1. �Величины Fv
и/Fm

и в контрольных культурах 
в экспериментах по повышению (а) и понижению (б) 
солености через 2 ч (1) и 24 ч (2) после пересева.

фотосинтетических пигментов [12], скоро-
сти потребления биогенных элементов [10, 
11]. Все эти параметры представляют собой 
усредненные значения для популяции, тог-
да как сведения по изменчивости функци-
ональных параметров отдельных клеток 
в популяции в ответ на осмотический стресс 
отсутствуют.
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сравнению с  контролем. Через сутки рас-
пределение клеток стало таким же, как и  в 
контроле. В течение суток степень варьиро-
вания Fv

и/Fm
и в гипоосмотических условиях 

достоверно снизилась (Pcv = 0,03), что обу-
словлено снижением доли нежизнеспособ-
ных клеток. Увеличение среднего значения 
Fv

и/Fm
и оказалось недостоверным.

У водорослей в гиперосмотических усло-
виях средние значения Fv

и/Fm
и были досто-

верно ниже контроля в течение, по крайней 
мере, 6 ч (табл.  1). Уже в  первые 2 ч воз-
росла доля нежизнеспособных клеток и кле-
ток со средней ФА (табл.  3). При разном 
распределении клеток по Fv

и/Fm
и в  популя-

циях, росших при 35 ‰ и  17,5 ‰, степень 
варьирования Fv

и/Fm
и достоверно не разли-

чалась. Степень варьирования Fv
и/Fm

и в  ги-
перосмотических условиях через 6 ч досто-
верно снизилась (Рcv= 0,009). Более высокие 
средние значения Fv

и/Fm
и через 24 ч в гипе-

росмотических условиях обусловлены более 
высокой по сравнению с  контролем долей 
клеток с максимальной ФА. 

Гетерогенность популяций C. weissflogii 
по Fv

и/Fm
и выявлена как в  условиях осмо-

тического стресса, так и  в его отсутствие. 
В  контрольных популяциях, не испытыва-
ющих осмотический стресс, присутствова-
ли нежизнеспособные клетки. Доля нежиз-
неспособных клеток не превышала 5 %, что 
соответствует доли мертвых клеток в актив-
но растущих культурах других водорослей 
[20]. 

В условиях гиперосмотического стрес-
са доля нежизнеспособных клеток возрас-
тала уже в  первые 2 ч, доля клеток с  вы-
сокой и  максимальной ФА снижалась. 
Все это свидетельствует о  нарушениях 

ки; 0,1–0,29 — низкая; 0,30–0,49 — средняя; 
0,50–0,59 — высокая; ≥ 0,60 — максимальная 
ФА.

Для сравнения степени варьирования 
Fv

и/Fm
и во времени и  в популяциях, рос-

ших при разной солености, использовали 
коэффициент вариации CV. Достоверность 
различий CV (Pcv) оценивали по критерию 
Флайгнера-Киллена (Fligner-Killeen Test), 
а  достоверность различий средних значе-
ний Fv

и/Fm
и (Рср)  — по критерию Манна-

Уитни с  использованием программы PAST 
(PAleontological STatistics) Version 2.04 [19]. 

Результаты и их обсуждение

В контрольных культурах в  экспери-
ментах по снижению и  увеличению 
солености отмечена вариабельность 

клеток по Fv
и/Fm

и (рис.  1). Средние значе-
ния Fv

и/Fm
и достоверно возросли через 6 ч 

роста (табл.  1) как в  эксперименте I (Рср= 
0,0009), так и  эксперименте II (Рср= 0,003). 
Нежизнеспособные клетки отмечены через 
2 ч после пересева, по мере роста их доля 
снижалась, а  доля клеток с  максимальной 
фотосинтетической активностью возраста-
ла (табл. 2, 3).

У водорослей в гипоосмотических усло-
виях средние значения Fv

и/Fm
и достоверно не 

отличались от контроля (табл.  1). Однако 
распределение клеток по Fv

и/Fm
и в  популя-

ции, росшей при 8,8 ‰ отличалось от тако-
вого в контроле (табл. 2). Через 4 ч степень 
вариабельности достоверно превышала та-
ковую в контроле, доля клеток с максималь-
ными значениями Fv

и/Fm
и снизилась, а доля 

нежизнеспособных клеток увеличилась по 

Таблица 1 
Средние значения относительной переменной флуоресценции отдельных клеток (Fv

и/Fm
и), коэффициент вариации Fv

и/
Fm

и (CV, %), достоверность различий средних значений Fv
и/Fm

и (Рср) и CV (Pcv) в культурах, росших при солености 8,8 ‰ 
и 17,5 ‰ в эксперименте по снижению солености (эксперимент I) и при солености 35 ‰ и 17,5 ‰ в эксперименте по 
повышению солености (эксперимент II)

Время, 
ч

Эксперимент I Эксперимент II

Fv
и/Fm

и CV Fv
и/Fm

и CV

8,8 ‰ 17,5 ‰ Рср 8,8 ‰ 17,5 ‰ Pcv 35 ‰ 17,5 ‰ Рср 35 ‰ 17,5 ‰ Pcv

2 0,58 0,60 0,71 36 27 0,11 0,47 0,52 0,02 39 31 0,37

4 0,57 0,60 0,09 38 22 0,03 0,50 0,52 0,03 32 36 0,61

6 0,56 0,63 0,27 40 18 0,10 0,53 0,56 0,001 29 29 0,13

24 0,63 0,64 0,46 16 9 0,33 0,59 0,58 0,003 23 17 0,63
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вают повреждения клеточных структур [25], 
можно полагать, что у диатомей в  гипоос-
мотических условиях также происходит 
повреждение фотосинтетического аппарата 
АФК. Об этом свидетельствует возрастание 
доли нежизнеспособных клеток и снижение 
доли клеток с  максимальной ФА. Однако 
негативное влияние гипоосмотического 
стресса выражено в  меньшей степени, чем 
гиперосмотического. Об этом косвенно сви-
детельствует тот факт, что хотя средние для 
популяции значения Fv

и/Fm
и при снижении 

солености были меньше таковых в  контро-
ле, но эти отличия оказались статистически 
не достоверными. Различия в степени нега-
тивного влияния гипо- и гиперосмотическо-
го стресса могут быть обусловлены разнона-
правленностью метаболических механизмов 
акклимации к  снижению и  повышению со-
лености. При повышении солености в клет-
ках идет синтез осмолитов — метаболически 
инертных веществ с выраженным осмотиче-
ским действием. У диатомей основным ос-
молитом является пролин [9]. Повреждение 
фотосинтетического аппарата при гиперос-
мотическом стрессе снизит скорость син-
теза осмолитов и, соответственно, скорость 
акклимации водорослей. При снижении со-
лености в клетках происходит расщепление 
осмолитов до промежуточных продуктов, 
которые могут использоваться в клеточном 
метаболизме, в  частности для образования 
АТФ в  результате окислительного фосфо-
рилирования [26]. Наличие такого «допол-
нительного» источника промежуточных 
продуктов и  энергии, по-видимому, в  опре-
деленной степени компенсирует снижение 
ФА. Меньшее негативное влияние гипоос-
мотического стресса по сравнению с  гипе-
росмотическим было показано ранее для 
ледовых диатомовых водорослей [7].

	 Гетерогенность популяций по Fv
и/

Fm
и может быть обусловлена генотипиче-

ской неоднородностью популяции, которая 
выявлена у планктонных водорослей [27, 
28]. Внутрипопуляционную вариабельность 
таких параметров как размеры клеток, ско-
рость роста [27], устойчивость к  токсикан-
там [29] связывают именно с  различием 
клеток по генотипу. Не следует также ис-
ключать, что вариабельность Fv

и/Fm
и в  ус-

ловиях осмотического стресса может быть 
обусловлена также вариабельностью экс-
прессии генов в  отдельных клетках [30]. 
В  процессе акклимации вариабельность 
клеток по Fv

и/Fm
и снижается, т.е. гетероген-

ность популяции в большей степени прояв-
ляется в условиях стресса.

в  работе фотосинтетического аппарата. 
Гиперосмотический стресс вызывает у диа-
томовых водорослей повышенное образо-
вание активных форм кислорода (АФК), 
которое уже не может быть нейтрализова-
но антиоксидантной клеточной системой 
[21]. Избыточное количество АФК окисля-
ет пигменты, белки, а  также тилакоидные 
мембраны, что ведет к  снижению ФА [22]. 
Помимо этого АФК окисляют липиды, что 
обуславливает увеличение проницаемости 
клеточных мембран [21]. Нарушение про-
ницаемости мембран является первой ста-
дией в  процессе отмирания водорослей, за 
ней следуют деградация фотосинтетических 
пигментов, фрагментация ядерной ДНК 
и лизис клеток [20].

Данные о  том, что гипоосмотический 
стресс вызывает у диатомей образование 
избыточного количества АФК, отсутствуют. 
Повышенное образование АФК в гипоосмо-
тических условиях показано для планктон-
ной зеленой водоросли Dunaliella salina [23] 
и макроводорослей [24]. Учитывая этот факт, 
а также то, что у растений при большинстве 
абиотических стрессов именно АФК вызы-

Таблица 2 
Доля клеток (%) с разной относительной переменной флуоресценцией 
(Fv

и/Fm
и) в культурах, росших 4 и 24 ч при солености 8,8 ‰ и 17,5 ‰. 

Эксперимент I

Fv
и/Fm

и
4 ч 24 ч

8,8 ‰ 17,5 ‰ 8,8 ‰ 17,5‰
<0,1 12 4 2 0

0,1-0,29 1 0 0 0

0,3-0,49 1 5 0 2

0,5-0,59 11 9 14 16

>0,6 75 82 84 82

Таблица 3 
Доля клеток (%) с разной относительной переменной флуоресценцией 
(Fv

и/Fm
и) в культурах, росших 2 и 24 ч при солености 35 ‰ и 17,5 ‰. 

Эксперимент II

Fv
и/Fm

и
2 ч 24 ч

35 ‰ 17,5 ‰ 35 ‰ 17,5 ‰
<0,1 9 5 3 1

0,1-0,29 1 4 2 0

0,3-0,49 31 18 6 11

0,5-0,59 30 36 18 28

>0,6 29 37 71 60
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heterogeneity in phytoplankton  / V. Bucci, D. 
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Заключение

У диатомовой водоросли C. weissflogii 
в  пределах одной популяции клетки 
различаются по способности акклими-

роваться к  осмотическому стрессу  — ФА у 
одних клеток остается на максимальном 
уровне, тогда как у других проявляются 
нарушения в  работе фотосинтетического 
аппарата, одни клетки акклимируются бы-
стрее, другие — медленнее.
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V.A. Kurochkina, T.A. Belevich, S.I. Pogosyan, L.V. Il’yash

Fluorescence variability of individual cells of 

the algae Conticribra weissflogii under osmotic stress 

conditions

Relative fluorescence of individual cells of the diatoms Conticribra weissflogii acclimated to 17,5‰ salinity 
was estimated after transfer to media with 8,8‰ (hyposmotic conditions), 35‰ (hyperosmotic conditions) 

and 17,5‰ (control) salinity. It was shown that at first 2-4 h in hypo- and hyperosmotic conditions part of 
nonviable cellsincreased, part of cell with maximal relative fluorescence lowered and fluorescence variability of 
cells was the highest. After 24 hours part of nonviable cells decreasedby contrast percent of cell with maximal 
fluorescence grew and cell variability declined. 

Key words: fluorescence,population heterogeneity, osmotic stress, Conticribra weissflogii


