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Микроводоросли – важные объекты био-
технологии. Одной из массово выращиваемых 
микроводорослей является Tisochrysis lutea 
(Haptophyta). В ней содержится большое коли-
чество жирных кислот, например, докозагекса-
еновой и эйкозапентаеновой, а также кароти-
ноида фукоксантина (Mohamadnia et al., 2020). 
Употребление препаратов на основе данного 
вида рекомендовано пациентам с нарушением 
липидного и углеводного обменов, ожирением 
(Bigagly et al., 2018; Mayer et al., 2021). Известна 
противораковая, в том числе противометаста-
тическая, активность фукоксантина (Alkhamis, 
Qin, 2016). Кроме того, есть данные об анти-
бактериальных свойствах метаболитов водо-
росли (Iglesias et al., 2019). T. lutea также явля-
ется источником фитостеролов, потребление 

которых может снижать риск сердечных забо-
леваний (Randhir et al., 2020). Благодаря своему 
жирнокислотному составу и высокому содержа-
нию липидов T. lutea является ценным кормом 
для личинок устриц в аквакультуре (da Costa 
et al., 2016; Leal et al., 2020). Эта водоросль об-
ладает не только интенсивным темпом роста, 
но и высокой экологической пластичностью, 
что позволяет использовать широкий спектр 
условий культивирования (Mulders et al., 2013; 
Alkhamis, Qin, 2016; Ren et al., 2021).

Изменяя факторы среды, можно воздейство-
вать на синтез необходимых веществ микро-
водорослей. Например, увеличения синтеза 
жирных кислот и каротиноида фукоксантина 
можно добиться за счет высокой концентра-
ции железа в среде (Liu, Wang, 2014), создания 
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Исследовано действие освещенности (10, 30, 50 и 70 мкмоль/м2/с) на микроводоросль 
Tisochrysis lutea (Haptophyta) в условиях панельного биореактора объемом 1.8 л на примере 
5 Lux – LED flat panel (Infors HT, Швейцария) в течение 14 сут. Показано, что наиболее интен-
сивный рост популяции микроводоросли происходил при освещенности 30 и 50 мкмоль/м2/с.  
При 10 мкмоль/м2/с рост популяции полностью подавлялся. Независимо от интенсивно-
сти света, в популяции водоросли после семи суток преобладали клетки размером более 
4 мкм. Содержание каротиноидов при освещенности 10 и 70 мкмоль/м2/с было наибольшим 
на седьмые сутки. Соотношение хлорофилл а/каротиноиды уменьшалось к концу опыта 
во всех экспериментах. Наибольшее количество нейтральных липидов в клетках отмечено 
при 10 мкмоль/м2/с.
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миксотрофных условий (Alkhamis, Qin, 2016), 
лимитирования содержания азота, фосфора 
и серы (Mulders et al., 2013; Huang et al., 2019), ва-
рьирования соотношения азот : фосфор (Rasdi, 
Qin, 2015), высокого уровня солености (Ren 
et al., 2021). При важности всех перечисленных 
факторов, первостепенным для растительного 
организма является свет. В связи с этим боль-
шое количество работ выполнено по оценке 
влияния данного фактора на рост одноклеточ-
ных водорослей, а также содержание кароти-
ноидов и липидов (Maltsev et al., 2021). Однако 
во многих случаях объектами исследования яв-
лялись представители отдела Chlorophyta.

В связи с вышеизложенным, цель настоящей 
работы заключалась в исследовании влияния 
света различной интенсивности на динами-
ку численности и размер клеток, содержание 
суммы каротиноидов и нейтральных липидов 
гаптофитовой водоросли Т. lutea, выращенной 
в биореакторе панельного типа.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Объектом исследования служила культу-
ра одноклеточной водоросли Tisochrysis lutea 
(Haptophyta) – штамм MBRU_Tiso-08 из кол-
лекции микроводорослей ресурсного центра 

“Морской биобанк” ННЦМБ ДВО РАН (http://
marbank.dvo.ru). Анализ литературных данных 
показал, что рост и биохимический анализ 
Т. lutea в биореакторах были исследованы неод-
нократно. Большинство этих работ были про-
ведены в биоректорах панельного типа (Ippoliti 
et al., 2016; Beuzenberg et al., 2017; Delbrut et al., 
2018). В нашем исследовании впервые изучено 
действие света различной интенсивности на во-
доросль Т. lutea, выделенную из российских вод 
Японского моря. В качестве инокулята исполь-
зовали культуру на экспоненциальной стадии 
роста. Продолжительность экспериментов со-
ставляла 14 сут. 

Водоросль выращивали на среде f (Guillard, 
Ryther, 1962), приготовленной на основе филь-
трованной и стерилизованной морской воды 
соленостью 32‰ в биореакторе Labfors 5 Lux 
(Infors HT, Швейцария) в режиме накопитель-
ной культуры. 

Температура воды составляла 20˚С, интенсив-
ность освещения – 10, 30, 50 и 70 мкмоль/м2/с.  

Известно, что наиболее эффективные дли-
ны волн для фотосинтеза лежат в диапазоне 
600–700 нм, LED-лампы излучают свет 650 нм 
(Chowdury et al., 2020). Свето-темновой пери-
од составлял 12 ч свет : 12 ч темнота, скорость 
подачи воздуха – 0.2 л/мин. Ранее нами был 
проведен ряд экспериментов без использова-
ния аэрации, однако водоросли оседали на дно, 
слипались и погибали в первые–вторые сутки. 
В биореаторах для аэрирования также исполь-
зуют углекислый газ, он является дополнитель-
ным источником углерода (Mata et al., 2010). 
В настоящей работе для аэрирования использо-
ван воздух, чтобы не вносить дополнительные 
факторы при исследовании воздействия света 
разной интенсивности.

Объем колбы биореактора составлял 1.8 л, 
толщина слоя суспензии в панели – 45 мм. Ма-
териалом рабочей колбы биореактора Labforce 5 
(Infors HT, Швейцария) является карбонатное 
стекло. Данный материал обладает самой вы-
сокой проницаемостью по сравнению с дру-
гими материалами для содержания водоро-
слей (для света – 95%), высокой химической 
устойчивостью и возможностью стерилизации 
(Guedes, Malcata, 2011).

Измерения численности клеток, их диаметра, 
определение содержания нейтральных липидов 
проведены на проточном цитометре CytoFLEX 
(Beckman Coulter, США). Проанализировано 
20 000 событий (регистрируемых в пробе частиц) 
в течение каждого измерения. Выбор клеток во-
доросли из общего числа событий, регистриру-
емых цитометром, проводили по флуоресцен-
ции хлорофилла а, длина волны возбуждения 
составляла 488 нм, испускания – 690 нм (Hyka 
et al., 2013). Диаметр клеток определяли с по-
мощью калибровочных бусин (Molecular Probes, 
США) по показателю прямого светорассеяния. 
В процессе проточно-цитометрического ана-
лиза проводили отбор данных для статисти-
ческой обработки только по единичным клет-
кам (слипшихся клеток в экспериментах было 
не более 1–2%).

Содержание нейтральных липидов опреде-
ляли по флуоресценции флуорохрома Nile Red 
в концентрации 1 мкг/мл. Окрашивание про-
водили в течение 15 мин при комнатной тем-
пературе в темноте (длина волны возбужде-
ния составляла 488 нм, испускания – 580 нм). 
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Данный краситель накапливается исключи-
тельно в клетках и не дает фонового окраши-
вания среды. Контроль окрашивания клеток 
был проведен под микроскопом. Определение 
содержания липидов методом проточной цито-
метрии имеет преимущества в скорости опре-
деления и соответствует данным, полученным 
с помощью других методов, что подтверждено 
на разных микроводорослях (Alemán-Nava et al., 
2016). У большинства водорослей запасными 
нейтральными липидами являются триацилг-
лицериды, в то же время у T. lutea, как и у дру-
гих представителей семейства Isochrysidaceae, – 
алкеноны (da Costa et al., 2017).

Содержание хлорофилла а (для расчета со-
отношения хлорофилл а/каротиноиды) и сум-
мы каротиноидов определяли стандартным 
методом экстракции ацетоном с последую-
щим определением оптической плотности на 
мультимодальном планшетном ридере Spark 
10M (Teсan). Расчет концентраций пигментов 
проводили по стандартным формулам (Jeffrey, 
Humphrey, 1975). 

Для расчетов были использованы данные 
трех биологических повторностей. На графиках 
представлены средние значения и стандарт-
ные отклонения. Статистическую значимость 
различий между средними значениями опре-
деляли при p <0.05 на основе дисперсионного 
анализа (тест ANOVA) с использованием язы-
ка программирования Python в Google Colab. 
Остальная обработка данных и их визуализа-
ция проведены в Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При освещенности 10 мкмоль/м2/с рост попу-
ляции Tisochrysis lutea ингибировался уже в на-
чале эксперимента, а с седьмых суток отмечено 
снижение численности клеток водоросли (рис. 1). 
При интенсивности света 30 и 50 мкмоль/м2/с 
увеличение количества клеток происходило до 
девятых суток эксперимента, впоследствии оно 
снижалось (см. рис. 1). Особенно выраженным 
снижение было при освещенности 30 мкмоль/м2/с.  
Освещенность 70 мкмоль/м2/с приводила к ро-
сту числа клеток, а на 14-е сутки данный пока-
затель снижался. В целом, количество клеток 
в данных условиях было ниже в течение всего экс
перимента, чем при интенсивности света 30 и  

50 мкмоль/м2/с, но выше, чем при 10 мкмоль/м2/с 
(см. рис. 1).

Вне зависимости от уровня освещенности, 
в популяции водоросли после семи суток экс-
перимента отмечено преобладание клеток раз-
мером более 4 мкм (рис. 2).

Содержание суммы каротиноидов в суспен-
зии водоросли возрастало при всех исследо-
ванных условиях к седьмым суткам (рис. 3). 
При этом содержание суммы каротиноидов 
на клетку было самым высоким при освещен-
ности 10 и 70 мкмоль/м2/с (табл. 1). К заверше-
нию опыта данный показатель снижался при 10  
и 70 мкмоль/м2/с, а при 30 и 50 мкмоль/м2/с 
был выше, чем таковой на седьмые сутки 
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Рис. 1. Рост популяции Tisochrysis lutea при разной освещен-
ности. Разными латинскими буквами отмечены статистиче-
ски значимые отличия между средними значениями в каж-
дые сутки опыта при p <0.05.

Рис. 2. Размерная структура популяции Tisochrysis lutea при раз-
ной освещенности: (а) – 10 мкмоль/м2/с, (б) – 30 мкмоль/м2/с,  
(в) – 50 мкмоль/м2/с, (г) – 70 мкмоль/м2/с.
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(см. рис. 3). Наибольшее содержание суммы ка-
ротиноидов на клетку к концу опыта наблюда-
лось при интенсивности света 10 мкмоль/м2/с.  
Соотношение хлорофилл а/каротиноиды умень
шалось к концу опыта во всех экспериментах 
(см. табл. 1).

Содержание нейтральных липидов росло  
в течение опыта при всех значениях освещен-
ности. Однако при 10 и 70 мкмоль/м2/с уве-
личивалось более интенсивно, чем при 30 
и 50 мкмоль/м2/с (рис. 4). Интенсивность флуо
ресценции Nile Red в пересчете на единичную 

клетку особенно возрастала при 10 мкмоль/м2/с,  
что свидетельствовало о накоплении в клетках 
нейтральных липидов (табл. 2). При 30 мкмоль/м2/с  
изменение флуоресценции на клетку было не-
значительным. При 50 мкмоль/м2/с отмечено 
снижение данного показателя, он достигал 
первоначального значения только к заверше-
нию опыта. При освещенности 70 мкмоль/м2/с  
нейтральные липиды накапливались в клетках, 
однако менее интенсивно, чем при 10 мкмоль/м2/с.

ОБСУЖДЕНИЕ

Свет является главным фактором для расти-
тельного организма. Без него не возможен нор-
мальный синтез хлорофиллов, формирование 
стабильно функционирующих хлоропластов, 
сам процесс фотосинтеза и, как следствие, нор-
мальный рост и развитие растений (Chowdury 
et al., 2020). Даже небольшое отклонение ос-
вещенности от благоприятной ведет за собой 
изменение потребности в микроэлементах, 
необходимых для фотосинтеза (азота, железа 
и марганца) (Borowitzka et al., 2016).

Освещенность, при которой наблюдаются 
высокие темпы роста у представителей раз-
ных отделов микроводорослей, варьирует от 26 
до 400 мкмоль/м2/с (Maltsev et al., 2021). В прове-
денных нами исследованиях показано, что наи-
более благоприятными для роста популяции 

Рис. 3. Содержание суммы каротиноидов у Tisochrysis lutea 
при разной освещенности. Разными латинскими буквами 
отмечены статистически значимые отличия между средни-
ми значениями в каждые сутки опыта при p <0.05.
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Таблица 1. Содержание каротиноидов и соотношение хлорофилл а/каротиноиды у Tisochrysis lutea в зависимости 
от освещенности

Интенсивность 
освещенности,  

мкмоль/м2/с

Соотношение  
xлорофилл а/каротиноиды Каротиноиды, 10–13 г на клетку

10 0.40±0.01 2.89±0.01
30 0.40±0.01 2.89±0.01
50 0.40±0.01 2.89±0.01
70 0.40±0.01 2.89±0.01

7 сут
10 0.88±0.21 9.05±0.02
30 0.64±0.01 6.11±0.01
50 0.56±0.01 4.53±0.08
70 0.56±0.01 9.05±0.01

14 сут
10 0.59±0.01 5.37±0.02
30 0.61±0.06 4.33±0.01
50 0.46±0.01 3.91±0.01
70 0.45±0.01 3.58±0.01
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Tisochrysis lutea являются освещенность 30   
и 50 мкмоль/м2/с. При 70 мкмоль/м2/с рост был ме-
нее интенсивным. Освещенность 10 мкмоль/м2/с  
вызывала снижение численности водоросли по 
сравнению с начальной, в дальнейшем роста 
популяции не происходило. Известно, что если 
интенсивность света низкая, то на клеточное 
дыхание тратится больше энергии, чем на про-
цесс фотосинтеза и, как следствие, новой био-
массы не образуется, а клеточное деление пода-
вляется (Chin et al., 2023).

У T. lutea при освещенности 30 и 70 мкмоль/м2/с  
отмечено увеличение доли более крупных кле-
ток в популяции. На зеленых микроводорос-
лях показано, что с увеличением интенсивно-
сти света возрастает количество РНК и белка 
в клетках и в итоге увеличивается их размер 
(Borowitzka et al., 2016). В то же время причиной 

преобладания крупных клеток может являться 
ингибирование их деления, когда необходимо-
го для деления вещества в клетках достаточно, 
а деления не происходит. Такое явление наблю-
дается также при токсических воздействиях (Cid 
et al., 1996). 

Свет высокой интенсивности – один из эко-
логических факторов, применяемых для уси-
ления синтеза каротиноидов (Maltsev et al., 
2021). Выработка каротиноидов запускается 
растительной клеткой как для защиты фото-
синтетической системы от фотоповреждений, 
вызванных чрезмерным облучением, так и для 
ослабления эффекта активных форм кислорода, 
которые продуцируются при высокой интен-
сивности света (Pick et al., 2019). Органические 
чешуйки гаптофитовых водорослей отражают 
свет (Lehmuskero et al., 2018), что возможно по-
могает T. lutea адаптироваться к высокой осве-
щенности. В целом, накопление каротиноидов 
наблюдается при различных стрессовых усло-
виях, что свидетельствует о том, что освещен-
ность 10 мкмоль/м2/с также неблагоприятна 
для T. lutea, как и 70 мкмоль/м2/с.

Снижение соотношения xлорофилл а/каро-
тиноиды, т. е. преобладание продуцирования 
каротиноидов над продуцированием хлоро-
филла а с повышением интенсивности света, 
отмечено как на седьмые, так и на 14-е сутки 
опыта. Возможно, это связано с тем, что чем 
ниже освещенность, тем больше требуется 
хлорофилла а для улавливания слабого свето-
вого потока (Borowitzka et al., 2016). Снижение 
данного показателя также может объясняться 
уменьшением содержание азота, необходимого 
для процессов синтеза хлорофилла а в процессе 

Рис. 4. Флуоресценция клеток Tisochrysis lutea, окрашенных 
Nile Red – индикатором содержания нейтральных липидов. 
Разными латинскими буквами отмечены статистически зна-
чимые отличия между средними значениями в каждые сутки 
опыта при p <0.05.

Таблица 2. Динамика интенсивности флуоресценции Nile Red (относительные единицы) на клетку у Tisochrysis 
lutea в зависимости от освещенности

Сутки
Интенсивность освещенности, мкмоль/м2/с

10 30 50 70
0 20.1±3.1 20.1±3.1 20.1±3.1 20.1±3.1
2 22.2±7.9 19.6±1.5 18.7±0.8 22.9±1.9
4 21.2±2.9 31.7±0.2 11.4±1.2 31.6±5.5
7 41.1±13.3 19.9±4.1 10.1±3.1 26.5±2.4
9 46.6±0.1 18.1±0.7 10.2±3.1 33.5±6.7
11 43.9±1.6 21.2±2.7 16.5±4.2 28.2±7.9
14 72.4±1.6 30.2±1.6 20.2±5.2 52.3±2.2
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накопительного культивирования микроводо-
рослей в среде (da Costa et al., 2017). 

При высокой освещенности усиливается про-
дуцирование свободных радикалов, что при
водит к фотоокислительному стрессу и, в ито-
ге, к гибели клеток (Lehmuskero et al., 2018). 
Обычно при таких условиях происходит сни-
жение скорости роста популяции и интенсив-
ности фотосинтеза, в то время как нейтраль-
ные липиды накапливаются более активно, 
чем в условиях с нормальной освещенностью. 
Предполагается, что это обусловлено необхо-
димостью превращения избыточной энергии 
света в химическую для предотвращения фо-
тоокислительного стресса (Maltsev et al., 2021). 
Нейтральные липиды необходимы организму 
микроводоросли для сохранения энергии, ко-
торая может быть использована для восстанов-
ления клеток при неблагоприятных условиях, 
а при наступлении благоприятных условий 
способствуют быстрому росту популяции (Со-
ловченко, 2012). Данный механизм не является 
специфичным ответом на изменение световых 
условий. Такой же процесс наблюдается, напри-
мер, и при высоком содержании железа в среде 
(Liu, Wang, 2014). При увеличении солености, 
липидные капли у микроводорослей способ-
ствуют перестройке плазматической мембра-
ны в целях адаптации, что показано на приме-
ре Parachlorella kessleri (You et al., 2019). В целом, 
увеличение содержания нейтральных липидов 
у T. lutea происходило с увеличением возраста 
культуры независимо от условий выращивания 
(da Costa et al., 2017; Huang et al., 2019).

Динамика накопления нейтральных липи-
дов в наших экспериментах у T. lutea на седьмые 
и 14-е сутки опыта была сходной с изменени-
ем содержания каротиноидов при освещенно-
сти 10 мкмоль/м2/с. Однако при освещенности 
30 и 50 мкмоль/м2/с накопление нейтральных 
липидов было минимальным. Ранее также 
показано, что у T. lutea не всегда содержание 
фотосинтетических пигментов изменяется од-
новременно с содержанием нейтральных ли-
пидов. Например, в миксотрофных условиях 
синтез каротиноидов стимулировался, однако 
содержание нейтральных липидов не отлича-
лось от такового при выращивании в благопри-
ятных условиях на свету (Alkhamis, Qin, 2016). 
При азотном и фосфорном голодании у T. lutea 

накапливались нейтральные липиды, однако 
содержание преобладающего у данного вида 
каротиноида фукоксантина снижалось на фоне 
ингибирования роста (Huang et al., 2019; Gao et al., 
2020). В наших экспериментах при интенсивно-
сти света 70 мкмоль/м2/с также отмечено мини-
мальное содержание суммы каротиноидов при 
накоплении в клетках нейтральных липидов.

Согласно обзору Мальцева с соавторами 
(Maltsev et al., 2021), максимальное продуци-
рование нейтральных липидов у микроводо-
рослей происходит в интервале освещенности  
60–700 мкмоль/м2/с. Например, для Phaeoda
ctylum tricornurum интенсивность света, позво-
ляющая получить максимальный выход ней-
тральных липидов, составляла 60 мкмоль/м2/с. 
В нашем эксперименте самое высокое содержа-
ние нейтральных липидов на клетку отмечено 
при освещенности 10 и 70 мкмоль/м2/с. 

Таким образом, в условиях панельного био-
реактора рост популяции T. lutea полностью ин-
гибировался при освещенности 10 мкмоль/м2/с.  
Наиболее интенсивный рост водоросли был 
при 30 и 50 мкмоль/м2/с. При 70 мкмоль/м2/с 
численность клеток была ниже, чем при 30 
и 50 мкмоль/м2/с. При всех изученных услови-
ях к завершению эксперимента наблюдалось 
увеличение доли клеток размером более 4 мкм. 
Увеличение содержания каротиноидов в клет-
ках изученной водоросли отмечено при интен-
сивности света 10 и 70 мкмоль/м2/с на седьмые 
сутки опыта. Накопление нейтральных ли-
пидов в пересчете на клетку отмечено с седь-
мых суток эксперимента при освещенности 
10 мкмоль/м2/с. Наименее выраженным оно 
было в случае освещенности 70 мкмоль/м2/с.  
При 30 и 50 мкмоль/м2/с накопления нейтральных 
липидов в пересчете на клетку не происходило. 
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Population Growth of Microalga Tisochrysis Lutea (Haptophyta)  
and the Content of Carotenoids  

and Neutral Lipids at the Different Illuminations in a Panel Bioreactor
Zh. V. Маrkina, A. A. Zinov

A.V. Zhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology,  
Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences, Vladivostok 690041, Russia

The effect of illumination (10, 30, 50, and 70 μmol/m2/s) on microalga Tisochrysis lutea (Haptophyta) 
in a 1.8 L panel bioreactor was studied using a 5 Lux–LED flat panel (Infors HT, Switzerland) for 14 days. 
It was found that the most intensive growth of microalga occurred at 30 and 50 μmol/m²/s. At 10 μmol/m²/s,  
population growth was completely suppressed. Regardless of the light intensity, cells larger than 4 μm 
predominated in the algae population after seven days. The carotenoid content at illuminations of 10 
and 70 μmol/m²/s was highest on the seventh day. The chlorophyll a to carotenoid ratio decreased 
by the end of the experiment in all conditions. The highest amount of neutral lipids in cells was noted 
at 10 μmol/m²/s.

Keywords: Tisochrysis lutea, illumination, bioreactor, carotenoids, neutral lipids


