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Аннотация. Дана оценка влияния тяжелых металлов цинка, железа в концентрациях 

50 и 100 мкг/л на динамику численности, морфологию, флуоресценцию хлоропласта и 
зеленую автофлуоресценцию клеток (ЗАФ) микроводоросли Prorocentrum foraminosum. 
Оценка выполнена на третьи и седьмые сутки эксперимента. Оба элемента в концентра-
ции, превышающей ПДК, снижают численность водоросли. Наибольшее влияние оказало 
железо. Однако изменения структур клеток при добавлении Fe3+ не наблюдалось. При 
добавлении Zn2+ выявлена деформация клеток и истечение клеточного содержимого P. 
foraminosum. Флуоресценция хлоропласта становилась менее интенсивной при воздей-
ствии Fe3+. ЗАФ при наличии в среде Zn2+ и Fe3+ увеличивалась. 
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Abstract. Influence of heavy metals as zinc and iron with concentrations of 50 and 
100 mg/L on dynamics of the cells abundance, morphology, fluorescence of chlorophyll a, 
and green autofluorescence is examined for the microalgae Prorocentrum foraminosum. The 
impact was measured on the 3rd and 7th days of the experiment. Both elements in concentration 
above the maximum permissible levels reduce the cells number, with the higher impact for 
Fe3+. However, Fe3+ caused no changes in structure of cells. The impact of Zn2+ caused the cells 
deformation and excretion of the cellular content. The chloroplast fluorescence became less 
intensive under influence of Fe3+, but the green autofluorescence had increased under presence 
of Zn2+ and Fe3+ in the medium.

Keywords: Prorocentrum foraminosum, zinc, iron, cell number, chloroplast fluorescence, 
green autofluorescence of dinoflagellates
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Введение
Загрязнение биосферы тяжелыми металлами представляет собой глобальную опас-

ность. В морские воды тяжелые металлы попадают со сточными водами, что влияет на 
структуру естественных биологических сообществ. В результате сообщества фито-
планктона могут резко меняться, приводя к изменению экосистем в целом [Masmoudi 
et al., 2013; Cheng et al., 2016]. Виды рода Prorocentrum регулярно регистрируются в 
разных районах Мирового океана как в тропических, так и в умеренных зонах [Faust, 
1993; Taş, Okuş, 2011; Ясакова, 2013; Li et al., 2021]. Они являются важным компо-
нентом пищевых цепей [Faust, 1993], однако пристальное внимание к видам данного 
рода связано с тем, что они вызывают «цветение» воды [Ясакова, 2013; Li et al., 2021]. 
Prorocentrum foraminosum встречается в зал. Петра Великого (Японского моря) с апреля 
по июнь и с сентября по октябрь на талломах макрофитов, при температурах 8–22 оС 
[Селина, 2017]. Данный вид способен продуцировать динофизистоксин-1, вызываю-
щий диарею у теплокровных животных [Kameneva et al., 2015]. В связи с этим важно 
определить факторы, влияющее на массовое развитие данного вида.

Железо и цинк — биологически важные микроэлементы, однако становятся токси-
кантами при повышенных концентрациях в среде и поэтому нормируются. В прибрежных 
водах России Zn2+, Fe3+ регулярно регистрируются в концентрации 50 и 100 мкг/л [Каче-
ство морских вод..., 2020], что соответствует 1-й и 2-й величине предельно допустимой 
концентрации (ПДК) этих элементов в рыбохозяйственных водоемах.

Численность клеток — показатель, традиционно используемый для оценки дей-
ствия веществ на микроводоросли [Panneerselvam et al., 2018; Tato and Beiras, 2019]. 
Хлоропласты — основная мишень действия токсических веществ у водорослей и 
высших растений, данный показатель изменяется при воздействии избытка тяжелых 
металлов и применяется для оценки физиологических нарушений у микроводорослей 
[Carfagna et al., 2013]. Динофлагелляты обладают зеленой автофлуоресценцией (ЗАФ), 
которая вызывается молекулами, отличными от хлорофилла а, и которую предложено 
использовать для оценки жизнеспособности водорослей [Tang and Dobbs, 2007; Tang 
et al., 2022]. 

Цель работы заключалась в оценке действия цинка и железа в концентрациях 50 и 
100 мкг/л на рост, морфологию, флуоресценцию хлоропласта и зеленую автофлуорес-
ценцию микроводоросли Prorocentrum foraminosum Faust, 1993.

Материалы и методы
Культура Prorocentrum foraminosum MBRU_PrRUS_16 предоставлена ресурсным 

центром «Морской биобанк» Национального научного центра им. А.В. Жирмунского. 
Водоросль выращивали на среде f [Guillard, Ryther, 1962], приготовленной на основе 
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фильтрованной и стерилизованной морской воды из условно чистого района солено-
стью 32 ‰ в 24-луночных планшетах с объемом культуральной среды 10 мл, при тем-
пературе 18 оС, 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. 

Исследуемые концентрации Zn2+, Fe3+ — 50 и 100 мкг/л — были выбраны на основе 
содержания этих металлов в прибрежных водах России и их предельно допустимых 
концентраций, изученные концентрации соответствуют ПДК и 2ПДК [Качество мор-
ских вод…, 2020]. Ионы Zn2+ добавляли в виде соли — ZnSO4 × 7H2O, Fe3+ — в виде 
FeCl3 × 6H2O — с пересчетом на ионы металлов.

Подсчет численности клеток произведен до и после эксперимента с добавлением 
ионов Zn2+ и Fe3+ в счетной камере Седвика-Рафтера под микроскопом. Фотографии вы-
полнены с помощью системы визуализации Evos-5000 (Thermo Fisher Scientific, США) 
в проходящем свете и возбуждении флуоресценции хлорофилла а. Для возбуждения 
флуоресценции хлорофилла а применяли светодиодный куб Cy5, ЗАФ — светодиод-
ный куб GFP. 

Эксперименты проводили в трех повторностях. Статистическую обработку вы-
полняли с помощью программы Excel. Достоверность различий между выборками 
оценивали по критерию Манна-Уитни при уровне значимости p < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Численность клеток P. foraminosum при всех исследованных концентрациях ме-

таллов в воде была ниже, чем в контрольной пробе, как на третьи, так и на седьмые 
сутки эксперимента (рис. 1). Следует отметить, что рост водорослей не подавлялся 
полностью: число клеток к седьмым суткам возрастало во всех случаях опыта. Наи-
большее влияние на численность водоросли оказало железо (рис. 1).

Рис. 1. Численность клеток P. foraminosum в контроле и при воздействии тяжелых металлов: 
столбики — среднее значение из 9 измерений трех повторностей опыта; отрезки — стандарт-
ное отклонение; звездочки — различия достоверны между опытом с металлами и контрольной 
пробой (0 — среда без добавления металла)

Fig. 1. Number of Prorocentrum foraminosum cells under influence of heavy metals and in the 
control samples: columns — average value of 9 measurements in 3 repetitions of the experiment; 
segments — standard deviation; asterisks — significant differences between the tested and control 
samples (0 — medium without addition of toxic metals)

В контроле на третьи сутки клетки вытянутой овоидной формы (рис. 2, а), флуо-
ресценция хлорофилла а выраженная (рис. 2, б). ЗАФ менее яркая, чем флуоресценция 
хлорофилла а, отмечаемы более ярко флуоресцирующие компартменты (рис. 2, в). В 
контроле на третьи и седьмые сутки эксперимента форма клеток P. foraminosum, флу-
оресценция хлорофилла а и ЗАФ сохранялись неизменными (рис. 2).
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Рис. 2. Клетки P. foraminosum в контроле: а–в — третьи сутки, г–е — седьмые сутки экс-
перимента; а, г — световая микроскопия; б, д — флуоресценция хлоропласта; в, е — зеленая 
флуоресценция

Fig. 2. Cells of P. foraminosum in the control samples: a–в — 3rd day, г–e — 7th day of experi-
ment; a, г — light microscopy; б, д — chloroplast fluorescence; в, е — green autofluorescence

Добавление Zn2+ в концентрациях 50 и 100 мкг/л приводило к морфологическим 
нарушениям, изменению флуоресценции хлоропласта и ЗАФ (рис. 3, а–е). Особенно 
выраженными были изменения на седьмые сутки опыта (рис. 3, ж–м).

Кроме замедления роста численности клеток (см. рис. 1), площадь вакуоли 
уменьшилась и отодвинулась от клеточной стенки (рис. 3, к), зеленая флуоресцен-
ция усилилась (рис. 3, и, м). Выявлена деформация клеток и истечение клеточного 
содержимого P. foraminosum на седьмые сутки эксперимента (рис. 3, ж, з). Ионы 
цинка необходимы для нормального функционирования растительного организма, 
однако в токсичных концентрациях данный металл замедляет процесс деления кле-
ток, вызывает снижение содержания хлорофилла а [Baścik-Remisiewicz et al., 2009]. 
Данный элемент в повышенной концентрации влияет на электрон-транспортную 
цепь в хлоропластах в результате замены марганца на Zn2+ на участке разложения 
воды [Masmoudi et al., 2013]. 

При внесении Fe3+ в концентрации 50 мкг/л на третьи сутки изменения мор-
фологии клеток не обнаружено (рис. 4, а), при этом отмечено нарушение структуры 
хлоропласта по его флуоресценции (рис. 4, б), ЗАФ была менее яркой, чем в контроле 
(рис. 4, в). Добавление 100 мкг/л токсиканта не вызывало нарушения морфологии 
(рис. 3, г) и структуры хлоропласта (рис. 4, д), ЗАФ была ярче, чем в контроле (рис. 
4). На седьмые сутки наблюдаемые изменения сохранялись при обеих концентрациях 
металла (рис. 4, ж–м).

Как и другие тяжелые металлы, избыток Fe3+ стимулирует выработку активных 
форм кислорода, запускающих каскад повреждений биомолекул, однако механизм 
генерирования активных форм кислорода под воздействием Fe3+ изучен слабо. Пред-
полагается, что оно происходит за счет реакции Фентона, реакций, подобных реакции 
Фентона и реакции Хабер-Вейсса [Rajabi Islami, Assareh, 2019; Rana, Prajapati, 2021]. 
При токсическом воздействии Fe3+ в первую очередь страдают хлоропласты и митохон-
дрии [Rajabi Islami, Assareh, 2019], вероятно, в связи с этим мы наблюдали снижение 
флуоресценции хлоропласта у P. foraminosum.
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Заключение
Показано, что наибольшее влияние на численность водоросли оказал избыток 

Fe3+. Однако изменения внешних структур клеток при добавлении Fe3+ не наблюдалось. 
Изученные металлы влияют на хлоропласт, что выражается в изменении его флуорес-
ценции, и изменяют метаболизм микроводоросли, что выражается в изменении ЗАФ. 
Таким образом, Zn2+ и Fe3+ в концентрациях 50 и 100 мкг/л не являются фактором, 
вызывающим цветение P. foraminosum.

Рис. 3. Клетки P. foraminosum при воздействии Zn2+: а, г, ж, к — световая микроскопия; 
б, д, з, л — флуоресценция хлоропласта; в, е, и, м — зеленая флуоресценция; а–в — третьи 
сутки эксперимента, 50 мкг/л Zn2+; г–е — третьи сутки эксперимента, 100 мкг/л Zn2+; ж–и — 
седьмые сутки эксперимента, 50 мкг/л Zn2+; к–м — седьмые сутки эксперимента, 100 мкг/л Zn2+

Fig. 3. Cells of P. foraminosum exposed to Zn2+: а, г, ж, к — light microscopy; б, д, з, л — 
chloroplast fluorescence; в, е, и, м — green fluorescence; а–в — 3rd day of exposition to 50 mg/L 
Zn2+; г–е — 3rd day of exposition to 100 mg/L Zn2+; ж–и — 7th day of exposition to 50 mg/L Zn2+; 
к–м — 7th day of exposition to 100 mg/L Zn2+
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Рис. 4. Клетки P. foraminosum при воздействии Fe3+: а, г, ж, к — световая микроскопия; 
б, д, з, л — флуоресценция хлоропласта; в, е, и, м — зеленая флуоресценция; а–в — третьи 
сутки эксперимента, 50 мкг/л Fe3+; г–е — третьи сутки эксперимента, 100 мкг/л Fe3+; ж–и — 
седьмые сутки эксперимента, 50 мкг/л Fe3+; к–м — седьмые сутки эксперимента, 100 мкг/л Fe3+

Fig. 4. Cells of P. foraminosum exposed to Fe3+: а, г, ж, к — light microscopy; б, д, з, л — 
chloroplast fluorescence; в, е, и, м — green fluorescence; а–в — 3rd day of exposition to 50 mg/L 
Fe3+; г–е — 3rd day of exposition to 100 mg/L Fe3+; ж–и — 7th day of exposition to 50 mg/L Fe3+; 
к–м — 7th day of exposition to 100 mg/L Fe3+
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