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ВЛИЯНИЕ ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ НА ДИНАМИКУ 
ЧИСЛЕННОСТИ И ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 

PROROCENTRUM FORAMINOSUM (DINOPHYTA)

Проведена оценка динамики численности, внешнего вида клеток, флуоресценции хлоро-
пласта и зеленой автофлуоресценции клеток (ЗАФ) динофлагелляты Prorocentrum foraminosum 
при воздействии тяжелых металлов: кадмия Cd2+, никеля Ni2+ и свинца Pb2+ в концентрациях 10 
и 20 мкг/л. Показано, что все металлы в изученных концентрациях оказали ингибирующее вли-
яние на численность клеток: наименьшее воздействие оказал Cd2+. Морфологически клетки не 
изменялись при воздействии Cd2+, Pb2+, а при добавлении Ni2+ отмечена деформация клеток. Флу-
оресценция хлоропласта изменялась при воздействии металлов, за исключением Cd2+. В целом, 
ЗАФ не изменялась при наличии в среде Cd2+, увеличивалась при добавлении Ni2+, снижалась 
– Pb2+. Предложено использовать ЗАФ для экспресс оценки токсичности веществ и качества вод.
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Введение
В связи возрастанием численности населения, 

увеличением площади сельскохозяйственных 
угодий и промышленного производства усилива-
ется загрязнение биосферы тяжелыми металлами 
(Nagajyoti et al., 2010). Одноклеточные водорос-
ли, как основа трофических цепей и основной 
источник кислорода в водных экосистемах, вы-
зывают закономерный интерес у исследователей 
в экотоксикологическом плане (Masmoudi et al., 
2013; Cheng et al., 2016). На основании длитель-
ного мониторинга в загрязненных тяжелыми ме-
таллами акваториях показано снижение числен-
ности динофитовых водорослей (Liu et al., 2012). 
При этом большинство металлов необходимы для 
нормальной жизнедеятельности растений (Naga-
jyoti et al., 2010). 

Кадмий (Cd2+) не включен в биохимические ре-
акции у растений, за исключением морской диато-
меи Thalassiosira weissflogii, у которой обнаруже-
на содержащая кадмий ангидраза (Andorch et al., 
2012). Никель (Ni2+) играет важную роль в функ-
ционировании уреазы и Ni-суперокиддисмутазы. 
Основные функции никеля – участие в окисли-
тельно-восстановительных реакциях (Nagajyo-
ti et al., 2010). Свинец (Pb2+) ‒ неэссенциальный 
элемент, вызывающий повреждения у растений, 
прежде всего за счет индуцирования выделения 
активных форм кислорода и отрицательного вли-

яния на активность ферментов (Nagajyoti et al., 
2010).

Большинство исследований по действию тяже-
лых металлов на микроводоросли ограничивает-
ся представителями отдела Chlorophyta (Mallick, 
Mohn, 2003; Chia et al., 2013; Jamers et al., 2013; 
Martínez-Ruiz, Martínez-Jeromo, 2015; Cheng et 
al, 2016). В тоже время, представители динофла-
геллят в данном отношении остаются слабоизу-
ченными (Soyer, Prevot, 1981; Weng et al., 2008; 
Huang et al., 2018).

Виды рода Prorocentrum регистрируются в 
разных районах Мирового океана (Faust, 1993; 
Taş, Okus, 2011; Ясакова, 2013; Shin et al., 2019; 
Li et al., 2021; Wang et al., 2020). Ряд видов этого 
рода способны вызывать «цветение» воды (Taş, 
Okus, 2011; Ясакова, 2013; Shin et al., 2019; Li et 
al., 2021). Prorocentrum foraminosum встречает-
ся в заливе Петра Великого (Японского моря) с 
апреля по июнь и с сентября по октябрь на тал-
ломах макрофитов, при температурах 8–22°С 
(Селина, 2017). Он также обнаружен у побережья 
Белиза (Faust et al., 1993). Данный вид способен 
продуцировать динофизистоксин-1, вызывающий 
диарею у теплокровных животных (Kameneva et 
al., 2015).

Цель настоящей работы заключалась в оценке 
действия кадмия, никеля, свинца на микроводо-
росль Prorocentrum foraminosum (Faust, 1993).
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Численность клеток – показатель, традицион-
но используемый для оценки действия веществ 
на микроводоросли (Gissi et al., 2015; Tato, Beiras, 
2019). В связи с тем, что хлоропласты – основ-
ная мишень действия токсических веществ, в том 
числе тяжелых металлов, у водорослей и высших 
растений (Carfagna et al., 2013), в качестве оце-
ночного показателя нами использовалась флуо-
ресценция хлоропласта. Динофлагелляты облают 
зеленой автофлуоресценцией – ЗАФ, которую 
ранее было предложено использовать в качестве 
таксономического маркера и оценки жизнеспо-
собности водорослей (Tang, Dobbs, 2007; Tang 
et al., 2022). В данной работе изменение данного 
показателя рассматривалось в качестве маркера 
токсического действия тяжелых металлов. 

Материал и методы исследования
Культура Prorocentrum foraminosum MBRU_

PrRUS_16 предоставлена ресурсным центром 
«Морской биобанк» Национального научного 
центра им. А.В. Жирмунского. Водоросль выра-
щивали на среде f (Guillard, Ryther, 1962), приго-
товленной на основе фильтрованной и стерилизо-
ванной морской воды соленостью 32‰ в 24–лу-
ночных планшетах с объемом культуральной сре-
ды 10 мл, при температуре 18 ºС, интенсивности 
освещения 70 мкмоль/м2/с в области видимого 
света и свето-темновым периодом 12 ч свет : 12 
ч темнота. В качестве инокулята использовали 
культуры на экспоненциальной стадии роста. 

Выбор концентраций Cd2+, Ni2+ и Pb2+ основан 
на данных о их содержании в прибрежных райо-
нах морей Дальнего Востока (Качество …, 2020; 
2021) и величинах их предельно допустимых 
концентраций (ПДК) в морских водах: тестовые 
концентрации металлов ‒ 10 и 20 мкг/л ‒ соответ-
ствуют 1 ПДК и 2 ПДК. 

Подсчет численности клеток произведен в 
счетной камере Седвика-Рафтера под микроско-
пом Evos-5000 (Thermo Fisher Scientific, США).

Фотографии выполнены с помощью Evos-5000 
в проходящем свете и флуоресценции. Возбужде-
ние зеленой флуоресценции (ЗАФ) производили с 
применением светодиодного куба GFP, флуорес-
ценции хлорофилла а ‒ с применением светоди-
одного куба Cy5. 

Эксперименты проводили в трех повторно-
стях. Статистическую обработку выполняли с 
помощью программы MS Excel. На графиках 
представлены средние значения и их стандартные 
отклонения.

Результаты и их обсуждение
Численность клеток Prorocentrum foraminosum 

при всех исследованных концентрациях металлов 
была ниже чем в контроле как на третьи, так и на 
седьмые сутки эксперимента (рис.). Однако рост 
водорослей не ингибировался полностью: число 
клеток к седьмым суткам возрастало во всех слу-
чаях опыта. Наименьшее воздействие оказал Cd2+.

В контрольном образце на третьи сутки экс-
перимента клетки вытянутой овоидной формы, 
флуоресценция хлорофилла а выраженная, ЗАФ 
менее яркая, выявлены флуоресцирующие ком-
партменты (табл. 1).

При внесении 10 мкг/л Cd2+ на третьи сутки у 
клеток на световом уровне не происходит изме-
нений, в том числе флуоресценции хлоропласта, 
зеленая флуоресценция становится менее яркой 
(табл. 1). То же самое наблюдается и при добав-
лении 20 мкг/л Cd2+. На седьмые сутки в вариан-
те 10 мкг/л Cd2+ клетки не отличались от таковых 
в контроле. Более высокая концентрация Cd2+ 
приводила к смещению ядра от центральной к 
апикальной части клеток, истечению клеточного 
содержимого, флуоресценция хлоропласта не из-
менялась, а ЗАФ становилась более выраженной. 

При воздействии Ni2+ в концентрации 10 мк-
г/л отмечалось выделение клеточного содержи-
мого на третьи сутки экспозиции, выявлены из-
менения в хлоропласте по флуоресценции, ЗАФ 
существенно не отличалась от контроля (табл. 2). 
Такие же изменения обнаружены и в варианте 20 
мкг/л Ni2+. На седьмые сутки также происходило 
истечение клеточного содержимого, но флуорес-
ценция хлоропласта не отличалась от контроля, 
а ЗАФ увеличивалась. При содержании 20 мкг/л 
Ni2+ клетки становились более вытянутыми, флу-
оресценция хлоропласта не отличалась от кон-
трольной, а ЗАФ была более интенсивна, чем в 
контрольном образце.
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Рис. Численность клеток Prorocentrum 
foraminosum при воздействии тяжелых металлов
Fig. The number of Prorocentrum foraminosum cells 

under the influence of heavy metals



1/2023 63

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЭКОЛОГИЯ

Таблица 1. Клетки Prorocentrum foraminosum при воздействии кадмия
Table 1. Prorocentrum foraminosum cells under the influence of cadmium

При внесении Pb2+ в концентрации 10 мкг/л 
на третьи сутки изменений морфологии не об-
наружено, флуоресценция хлоропласта и ЗАФ 
были слабее, чем в контроле (табл. 3). То же са-
мое отмечено при концентрации свинца 20 мк-
г/л, за исключением более яркой флуоресценции 
хлоропласта. На третьи и седьмые сутки клетки 
при Pb2+ 10 мкг/л клетки были идентичны. При 20 
мкг/л произошло изменение формы клеток, флуо-
ресценция хлоропласта и ЗАФ также отличались 
от контрольной.

Проведенные исследования показали, что все 
исследованные металлы во всех концентрациях 
оказали влияние на P. foraminosum. Токсичность 
тяжелых металлов для микроводорослей связана, 
прежде всего, с тем, что они вызывают окисли-

тельный стресс в результате увеличения количе-
ства свободных радикалов (Nagajyoti et al., 2010; 
Andorch et al., 2012). Повышение уровня актив-
ных форм кислорода приводит к снижению фото-
синтетической продуктивности (Masmoudi et al., 
2013). Ni2+ и Cd2+ влияют на реакционный центр 
ФС II, Pb2+ блокирует поток электронов на месте 
разложения воды, тогда как другие металлы инак-
тивируют ФС II (Mallick, Mohn, 2003).

Очевидно, что при воздействии Cd2+ снижение 
численности популяции P. foraminosum связано 
с физиологическими нарушениями в клетках, о 
чем свидетельствует изменение флуоресценции 
хлоропласта и ЗАФ. Известно, что аккумулятив-
ные тельца у водорослей обладают более выра-
женной ЗАФ, чем хлоропласт и другие органеллы 

Варианты
Options

Световая микроскопия
Light microscopy

Флуоресценция 
хлоропласта

Chloroplast fluorescence

Зеленая флуоресценция
Green fluorescence

Контроль, 3 сутки 

Контроль, 7 сутки

10 мкг/л Cd2+, 3 сутки 

20 мкг/л Cd2+, 3 сутки

10 мкг/л Cd2+, 7 сутки 

20 мкг/л Cd2+, 7 сутки
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Таблица 2. Клетки Prorocentrum foraminosum при воздействии никеля
Table 2. Prorocentrum foraminosum cells under the influence of nickel

клетки (Tang, Dobbs, 2007). Появление участков 
с выраженной флуоресценцией может свидетель-
ствовать о формировании запасающих гранул. 
Известно, что Cd2+ приводит к изменению биохи-
мического состава клетки (Carfagna et al., 2013; 
Jamers et al., 2013; Cheng et al., 2016). Он может 
вызывать увеличение продуцирования растворен-
ных органических веществ динофлагеллятами, 
для его выведения из клеток водорослей (Huang 
et al., 2018). Возможно, по этой причине мы на-
блюдали истечение клеточного содержимого при 
20 мкг/л Cd2+ на седьмые сутки. Несмотря на то, 
что неоднократно показано, что Cd2+ обладает 
высокой токсичностью для микроводорослей, он 
оказал наименьшее воздействие на P. foramino-
sum. Ранее у P. micans при 20 мкг/л Cd2+ отмечено 
увеличение переферийных вакуолей, количества 
лизосом и их диаметра (до 1 мкм) после 6 дней 
экспозиции, формы митохондрий и количество 
крист в них, даже их лизис. В хлоропластах из-
менений не обнаруживалось (Soyer, Prevot, 1981). 

В проведенных экспериментах при наличии 
в среде Ni2+ отмечено изменение флуоресценции 
хлоропласта и истечение клеточного содержимо-
го. Данный металл вызывает нарушение функций 
мембраны и нарушение минерального обмена, 
особенно калиевого (Nagajyoti et al., 2010). Клет-

ки Ankistrodesmus falcatus при 8 мкг/л Ni2+ уве-
личивались и изменяли форму, а при 17 мкг/л 
деформировались хлоропласты (Martínez-Ruiz, 
Martínez-Jeromo, 2015). 

Pb2+, помимо ингибирования роста P. poramin-
osum, приводил к изменениям флуоресценции 
клеток. Как уже отмечалось, что Pb2+ влияет на 
ферментную активность растений, вызывает из-
менение проницаемости мембран и нарушение 
минерального питания (Nagajyoti et al., 2010). 
Кроме того, происходят физиологические изме-
нения в клетках микроводорослей, в том числе 
за счет нарушений фотосинтетического аппара-
та: снижения квантового выхода флуоресценции, 
уменьшения размера фотосинтетической антен-
ны (Gan et al., 2019). Pb2+ может заменять магний 
в молекуле хлорофилла, но такие хлорофиллы не 
связаны прочно с лигандами пигмент-белкового 
комплекса. Водоросли синтезируют больше мо-
лекул хлорофилла для компенсации нефункцио-
нальных хлорофиллов и поддержания производи-
тельности фотосинтеза (Zamani-Ahmadmahmoodi 
et al., 2020), о чем может сигнализировать усиле-
ние флуоресценции хлоропласта. 

В целом, P. foraminosum по сравнению с други-
ми представителями микроводорослей оказался 
более чувствительным к воздействию всех метал-

Варианты
Options

Световая микроскопия
Light microscopy

Флуоресценция хлоропласта
Chloroplast fluorescence

Зеленая флуоресценция
Green fluorescence

10 мкг/л Ni2+, 3 сутки 

20 мкг/л Ni2+, 3 сутки

10 мкг/л Ni2+, 7 сутки 

20 мкг/л Ni2+, 7 сутки
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Таблица 3. Клетки Prorocentrum foraminosum при воздействии свинца
Table 3. Prorocentrum foraminosum cells under the influence of lead

лов. Так, например, ингибирование скорости ро-
ста популяции Phaeocystis antarctica на 10% про-
исходило при концентрации 135 мкг/л Cd2+, 260 
мкг/л Pb2+(Gissi et al., 2015). Численность клеток 
Ankistrodesmus falcatus снижалась при концентра-
циях 15–30 мкг/л Ni2+ уже через 24 часа опыта 
(Martínez-Ruiz, Martínez-Jeromo, 2015). 

Заключение 
Концентрации исследованных тяжелых метал-

лов ингибируют рост Prorocentrum poraminosum, 
влияют на хлоропласт, что выражается в измене-
нии его флуоресценции и изменяют метаболизм 
микроводоросли, что выражается в изменении 
ЗАФ. 

ЗАФ Prorocentrum foraminosum изменялась 
в большей степени, чем флуоресценция хлоро-
пласта и морфология клеток. В целом, ЗАФ не 
изменялась при наличии в среде Cd2+, увеличива-
лась при добавлении Ni2+, снижалась – Pb2+. Та-
ким образом, ЗАФ можно использовать не только 
в качестве таксономического маркера и оценки 
жизнеспособности динофлагеллят и диатомей, но 
и для экспресс-оценки токсичности веществ и ка-
чества вод.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта Российского научного фонда (проект  
№ 21-74-30004).
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Markina Zh.V., Ognistaya A.V., Zinov A.A. Influ-
ence of heavy metals on the abundance dynamics 
and fluorescent characteristics of Prorocentrum 
foraminosum (Dinophyta).

The dynamics of the number, appearance of cells, 
fluorescence of chloroplast and green autofluores-
cence of cells (GAF) of dinoflagellate Prorocentrum 
foraminosum under the influence of heavy metals 
cadmium Cd2+, nickel Ni2+ and lead Pb2+ in concen-
trations of 10 and 20 µg/l. It was shown that all heavy 
metals in the studied concentrations had an inhibitory 
effect on the number of cells: Cd2+ had the least ef-
fect. Morphologically, the cells did not change when 
exposed to Cd2+, Pb2+ and when Ni2+ were added, cell 
deformation was noted. Chloroplast fluorescence 
changed when exposed to all metals except Cd2+. In 
general, GAP did not change in the presence of Cd2+ 
in the medium, increased with the addition of Ni2+, 
decreased with Pb2+. We proposed to use GAF for ex-
press assessment of toxicity of substances and water 
quality.

Keywords: Prorocentrum foraminosum; heavy 
metals; the number of cells; chloroplast fluorescence; 
green fluorescence of dinoflagellates.
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