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ВЛИЯНИЕ NaCl НА ПРОДУКТИВНОСТЬ ВОДОРОСЛИ HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS 
И СОДЕРЖАНИЕ В ЕЕ КЛЕТКАХ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ ПИГМЕНТОВ, 
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Аннотация. Изучено влияние NaCl (25, 50, 100, 200 и 300 мМ) на продуктивность Haematococcus pluvialis (штамм 
IBCE H-17) по таким показателям, как сухая биомасса, содержание белка, фотосинтетических пигментов, а также 
астаксантина и активных форм кислорода (АФК). Установлено, что NaCl в низких и средних концентрациях (25, 50  
и 100 мМ) в среде культивирования стимулировал накопление сухой биомассы в течение первых 7 сут выращивания 
в среднем в 1,3 раза по сравнению с контролем (стандартной средой Рудика). Через 12 сут инкубации стимуляция 
составила в среднем 33 % при использовании 25 и 50 мМ соли. Содержание белка в расчете на сухой вес падало, со-
ставляя в среднем 70 % от контроля на 7-е сутки инкубации при использовании 50–300 мМ соли и 55 % на 12-е сутки 
при концентрации соли 100–300 мМ. При выращивании водоросли в течение 7 сут на растворах, содержащих NaCl, 
падало и общее содержание фотосинтетических пигментов – хлорофиллов (Хл) а и b, а также каротиноидов – неок-
сантина, виолаксантина, лютеина и β-каротина. Хл b оказался более устойчивым к засолению по сравнению с Хл а. 
Из всех пигментов наибольшее отрицательное воздействие NaCl оказывал на β-каротин. Стрессовые условия, созда-
ваемые NaCl, приводили к генерации АФК. В частности, через 7 сут культивирования общее содержание АФК в ва-
рианте «NaCl-100» в 1,7 раза превышало таковое в контрольной культуре и в 3,0 раза было выше контроля в 12-су-
точной культуре. Отмечено существенное положительное влияние засоления на содержание астаксантина. Мак-
симальный эффект наблюдали при использовании 100 мМ NaCl. Через 7 сут инкубации содержание астаксантина 
превышало контрольные показатели в 2,8 раза, а через 12 сут – в 20,5 раза. Количество клеток водоросли через 7 сут 
инкубации в варианте «NaCl-100» уменьшалось в среднем на 33 %, в то время как диаметр клеток возрастал на 29 %. 
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EFFECT OF NaCl ON HYEMATOCOCCUS PLUVIALIS PRODUCTIVITY AND CONTENT  
IN ITS CELLS OF PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS, ACTIVE OXYGEN FORMS AND ASTAXANTINE

Abstract. The effect of NaCl (25, 50, 100, 200 and 300 mM) on the productivity of the Haematococcus pluvialis strain 
IBCE H-17 on such parameters as dry biomass, content of protein, photosynthetic pigments, as well as astaxanthin and 
reactive oxygen species (ROS) was studied. It was found that NaCl at low and medium concentrations (25, 50 and 100 mM)  
in the culture medium stimulated the accumulation of dry biomass during the first 7 days of cultivation on average 1,3 times 
as compared to the control (Rudik’s standard medium). After 12 days of incubation, stimulation averaged 33 % using 25 and 
50 mM salt. The protein content on a dry weight basis fell, averaging 70 % of the control on the 7th day of incubation with 
50–300 mM salt and 55 % on the 12th day for a salt concentration of 100–300 mM. When the algae was grown for 7 days  
on solutions containing NaCl, the total content of photosynthetic pigments – chlorophylls (Chl) a and b as well as the carote-
noids neoxanthine, violaxanthin, lutein and β-carotene decreased. Chl b was more resistant to salinity than Chl a. Of all  
the pigments, NaCl exerts the greatest negative effect on β-carotene. Stress conditions created by NaCl led to the generation  
of ROS, in particular, after 7 days of cultivation the total ROS content in the “NaCl-100” variant was 1.7 times higher than  
that in the control culture and 3.0 times higher than the control in the 12-day culture. A significant positive effect of salinity 
on the content of astaxanthin was noted. The maximum effect was observed with 100 mM NaCl. After 7 days of incubation, 
the content of astaxanthin exceeded the control indices by 2.8 times, and after 12 days – by 20.5 times. The number of algae cells 
after 7 days of incubation in the “NaCl-100” variant decreased on average by 33 %, while the cell diameter increased by 29 %.
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Введение. В стрессовых условиях, таких, например, как воздействие постоянного или им-
пульсного света высокой интенсивности либо высоких температур, добавление в культураль-
ную среду NaCl, истощение азота, железа или фосфора в среде выращивания ряда водорослей, 
индуцируется накопление в клетках Scenedesmus, Chlorella, а также Haematococcus pluvialis  
(H. рluvialis) кетокаротиноида астаксантина [1–9]. Астаксантин – красный пигмент, широко ис-
пользуемый в сельском хозяйстве, пищевой, фармакологической промышленности, а также в кос-
метологии благодаря его чрезвычайно высокой антиоксидантной активности, которая в опреде-
ленных условиях значительно превышает таковую β-каротина и витамина Е [10, 11]. Наряду с этим 
астаксантин нашел применение и в медицине как препарат, обладающий нейропротекторными  
и иммуномодулирующими свойствами [12]. В клетках H. pluvialis содержание астаксантина со-
ставляет от 2 до 5 % от сухой массы водоросли [13, 14]. Химически синтезированный искус-
ственный астаксантин, представляющий смесь из трех стереоизомеров, отличается от натураль-
ного структурно и обладает гораздо меньшей биоактивностью, чем натуральный пигмент [15, 16]. 
В связи с этим интерес к H. pluvialis в последние годы значительно возрос, что связано с его 
промышленным производством, а также c поиском способов увеличения общей продуктивности 
и выхода астаксантина. Штамм IBCE H-17 H. pluvialis из коллекции водорослей Института био-
физики и клеточной инженерии НАН Беларуси не был изучен на предмет индукции накопления 
астаксантина в условиях избыточного засоления среды. 

Цель данной работы – изучение возможности применения NaCl (25, 50, 100, 200 и 300 мМ) 
при выращивании водоросли H. pluvialis (штамм IBCE H-17) с целью повышения выхода аста-
ксантина. Параллельно оценивали продуктивность гематококка по таким показателям, как су-
хой вес, количество и размер клеток, содержание белка, фотосинтетических пигментов – хлоро-
филлов а, b и каротиноидов, а также общее содержание активных форм кислорода (АФК).

Объекты и методы исследования. Объектом исследований служила альгологически чистая 
культура одноклеточной зеленой жгутиковой водоросли H. pluvialis, штамм IBCE H-17, из кол-
лекции водорослей Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси [17]. Клетки 
гематококка эллипсовидные или удлиненно-яйцевидные, с гладкой оболочкой и двумя жгутика-
ми, взятые из альгологической коллекции, стерильно пересевали на чашки Петри с агаризован-
ной питательной средой ВВМ, подращивали на свету в течение 5–7 сут при температуре 
23 ± 2 °С, после чего смывали с чашек Петри стерильной средой Рудика и выращивали в накопи-
тельном режиме при освещении светом люминесцентных ламп Philips TD-36/765, освещенности 
15 мкмоль квантов/м2/с и режиме 14 ч света – 10 ч темноты при температуре в световом периоде 
23 ± 2 °С, как описано в работе [16]. Через 4 сут выращивания суспензию гематококка, находя-
щуюся на стадии активного роста, содержащую около 80 % подвижных клеток, использовали  
в экспериментах. На этой стадии в суспензию водорослей с оптической плотностью 0,3–0,4  
при 560 нм добавляли NaCl таким образом, чтобы конечная концентрация соли в суспензии  
составляла 0 (контроль), 25, 50, 100, 200 и 300 мМ. В этих условиях водоросль культивировали  
в течение 12 сут, периодически подвергая ее анализу. 

Количество клеток в культуре водоросли оценивали при помощи камеры Горяева и построе-
ния калибровочной кривой, как это описано в работе [18]. Диаметр клеток гематококка опреде-
ляли с помощью микроскопа Nikon Eclipse TS100 с камерой Nikon DS-Fi2, используя програм-
мное обеспечение NIS-Elements Advanced Solutions v. 4.40 (Nikon, Япония). При этом проводили 
предварительную калибровку.

Продуктивность H. pluvialis определяли по изменению сухой биомассы, которую оценивали 
по поглощению и светорассеянию суспензий водоросли в красной и инфракрасной областях 
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спектра при 680 и 750 нм на спектрофотометре Solar PB-2201 (Беларусь). Поглощение при 680 нм 
соответствует максимуму поглощения Хл, а поглощение при 750 нм определяется в основном 
светорассеянием на клетках гематококка. Для количественного расчета сухой биомассы H. pluvi-
alis использовали формулу, описанную Tomohisa Katsuda с соавт. в работе [8].

Для определения качественного и количественного состава фотосинтетических пигментов  
в клетках водоросли использовали метод высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 
Содержание хлорофиллов (Хл) и каротиноидов в образцах оценивали с помощью хроматографа 
высокого давления Shimadzu Prominence LC 20 (Япония) с хроматографической колонкой Nucleo-
dur C18 Gravity (тип С18, размер частиц 3 мкм, длина 15 см) фирмы Macherey-Nagel (Германия). 
Экстракцию, разделение и идентификацию пигментов осуществляли, как описано в работе [18]. 
Содержание Хл a, b и каротиноидов определяли в мкг/г сухой массы либо на 1 л суспензии.

Для определения белка использовали промытую и осажденную путем центрифугирования 
сырую биомассу H. pluvialis (20–100 мг). Экстракцию белка осуществляли, как описано в работе [18], 
а его содержание (в мкг/г сухого веса) оценивали, используя метод Бредфорда [19].

Для определения содержания АФК промытую и осажденную путем центрифугирования 
(центрифуга Sigma 1-15K) сырую биомассу H. pluvialis (100 мг) растирали в жидком азоте и экс-
трагировали 1 мл 10 мМ трис-НСl, pH 7,2, затем центрифугировали 20 мин при 12 000 g на холо-
ду. К 100 мкл супернатанта добавляли 900 мкл 10 мМ трис-НСl, pH 7,2, и 10 мкл 1 мМ раствора 
диацетата дихлорфлуоресцеина в диметилсульфоксиде. Пробы инкубировали в темноте в тече-
ние 10 мин, после чего регистрировали интенсивность флуоресценции при 524 нм и возбуждаю-
щем свете при 496 нм на спектрофлуориметре Solar PB-2201. По калибровочной кривой опреде-
ляли содержание АФК в образцах, как описано в работе [20].

Количество астаксантина в клетках гематококка определяли методом ВЭЖХ с помощью хро-
матографа высокого давления Shimadzu Prominence LC 20. Для этого клетки гематококка осаж-
дали на центрифуге при 12 000 g 10 мин. Осадок ресуспендировали в 4 Н HCl, нагревали суспен-
зию при 70 °С в течение 5 мин, после чего ее центрифугировали при той же скорости и дважды 
промывали осадок 2 мл дистиллированной воды. После каждой промывки суспензию центрифу-
гировали при 12 000 g в течение 10 мин. Промытый осадок ресуспендировали в 0,5 мл метанола, 
экстрагировали пигменты при встряхивании 30 мин на шейкере и центрифугировали при 12 000 g 
в течение 10 мин. Процедуру экстрагирования пигментов в 0,5 мл метанола повторяли еще раз.  
К 1,0 мл суммарного экстракта добавляли 20 мкл 1 М KOH и оставляли в темноте на 6 ч при ком-
натной температуре. Полученный экстракт использовали для хроматографии. Перед хромато-
графией супернатант еще раз центрифугировали в течение 10 мин при 12 000 g. Далее в виалы 
для хроматографии вносили по 0,5 мл супернатанта и помещали их в камеру хроматографа. 
Объем инъекции – 20 мкл. Для разделения пигментов в колонке использовали растворы  
А (90 %-ный ацетонитрил, 9,9 %-ная дистиллированная вода и 0,1 %-ный триэтиламин)  
и В (100 %-ный этилацетат) с потоком 0,5 мл/мин. Пигменты регистрировали детектором с диод-
ной матрицей по спектрам поглощения в диапазоне от 200 до 800 нм. Для визуализации профиля 
хроматограммы выделяли спектр поглощения при 475 нм. Площади пиков хроматограммы ис-
пользовали для количественного определения пигментов [21].

В ходе обработки экспериментальных данных вычисляли среднее, стандартное отклонение 
среднего, достоверность различий между вариантами определяли с учетом коэффициента Стью-
дента для принятого уровня значимости (р = 0,05) и данного числа степеней свободы. Пред-
ставлены данные 6 опытов в двукратной биологической повторности. Для статистической обра-
ботки экспериментальных данных использовали пакеты программ Excel 2016, SigmaPlot 12.0  
и статистические методы, принятые в области биологических исследований [22].

Результаты и их обсуждение. Засоление среды выращивания низкими и средними концен-
трациями NaCl (25, 50 и 100 мМ) стимулировало накопление сухой биомассы в течение первых  
7 сут выращивания в среднем в 1,3 раза по сравнению с контролем (рис. 1). Через 12 сут инкуба-
ции стимуляция составила в среднем 33 % при использовании 25 и 50 мМ соли. На рис. 2 пред-
ставлены результаты индивидуального опыта, согласно которым при использовании 25, 50 и 100 мМ 
NaCl сухой вес клеток возрос в среднем в 1,8 раза по сравнению с контрольной культурой,  
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выращиваемой в течение 7 сут на среде Рудика без добавления соли. Через 12 сут выращивания 
положительный эффект действия соли составил 34 %. На рис. 1, 2 также показано, что возраста-
ние концентрации соли до 200 и 300 мМ приводило к резкому снижению сухой биомассы водо-
росли. Так, через 7 сут культивирования при использовании 300 мМ NaCl сухой вес культуры 
клеток оставался практически на уровне контрольных значений (рис. 1, 2). Через 12 сут выращи-
вания величина сухого веса в этом варианте составила в среднем 53 % от контроля.

При выращивании водоросли в течение 7 сут на растворах, содержащих NaCl, падало и об-
щее содержание фотосинтетических пигментов – Хл а и b, а также каротиноидов (рис. 3, 4). 
Ингибирование наблюдали уже при использовании 25 мМ соли, и в случае Хл оно практически 
мало зависело от концентрации NaCl. Так, для Хл b при использовании 25, 50, 100, 200 и 300 мМ 
соли содержание пигмента составило 69, 62, 77, 66 и 63 % от контроля, для Хл а наблюдалась 

Рис. 1. Изменение сухого веса клеток водоросли H. pluvialis контрольной и опытных (NaCl 25, 50, 100, 200 и 300 мМ) 
культур, выращиваемых в течение 7 и 12 сут на среде Рудика

Fig. 1. The change in the dry weight of H. pluvialis algae cells in the control and experimental (NaCl 25, 50, 100, 200 and 300 mM) 
cultures grown for 7 and 12 days on Rudik’s medium

Рис. 2. Изменение сухого веса клеток водоросли H. pluvialis контрольной и опытных (NaCl 25, 50, 100, 200 и 300 мМ) 
культур, выращиваемых в течение 7 и 12 сут на среде Рудика (результаты индивидуального опыта) 

Fig. 2. Change in the dry weight of H. pluvialis algae cells in control and experimental (NaCl 25, 50, 100, 200 and 300 mM) 
cultures grown for 7 and 12 days on Rudik’s medium (the results of individual experience are presented)



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя  біялагічных навук. 2018. T. 63, № 3. С. 263–275 267

такая же тенденция. Следует отметить, что Хл b оказался более устойчивым к засолению  
по сравнению с Хл а (см. рис. 3). В контрольной культуре перед началом обработки NaCl были 
идентифицированы первичные каротиноиды – ксантофиллы: неоксантин (240 ± 70 мкг/л сус-
пензии), виолаксантин (140 ± 43 мкг/л суспензии), лютеин (1345 ± 302 мкг/л суспензии), а также 
β-каротин (550 ± 119 мкг/л суспензии) с преобладанием двух последних каротиноидов. Макси-
мальное ингибирующее действие на образование каротиноидов оказывало добавление 200  
и 300 мМ соли. Из всех каротиноидов наибольшее отрицательное воздействие засоление оказы-
вало на β-каротин (рис. 4), содержание которого при использовании 200 и 300 мМ соли через 7 сут 
культивирования составляло лишь 22 ± 4 и 17 ± 7 % соответственно от исходного контроля.

Рис. 3. Влияние NaCl на содержание Хл в клетках водоросли H. pluvialis контрольной и опытных  
(NaCl 25, 50, 100, 200 и 300 мМ) культур, выращиваемых в течение 7 сут на среде Рудика

Fig. 3. The effect of NaCl on the content of Chl in the cells of H. pluvialis algae of control and experimental  
(NaCl 25, 50, 100, 200 and 300 mM) cultures grown for 7 days on Rudik’s medium

Рис. 4. Влияние NaCl на содержание каротиноидов в клетках водоросли H. pluvialis контрольной и опытных  
(NaCl 25, 50, 100, 200 и 300 мМ) культур, выращиваемых в течение 7 сут на среде Рудика.  

Линией отмечено содержание пигментов в контрольной культуре, принятое за 100 %
Fig. 4. Effect of NaCl on the content of carotenoids in H. pluvialis algae cells of control and experimental  

(NaCl 25, 50, 100, 200 and 300 mM) cultures grown for 7 days on Rudik’s medium.  
The line corresponds to the pigment content in the control culture taken as 100 %
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При использовании 25 мМ соли содержание белка в клетках водоросли, выращиваемой  
в течение 7 сут, составляло 0,538 мг/мг сухого веса и практически не отличалось от контроля 
(0,516 мг/мг сухого веса). Дальнейшее повышение концентрации NaCl до 50, 100, 200 и 300 мМ 
снижало содержание белка в среднем на 30 % независимо от используемой концентрации соли – 
0,375; 0,316; 0,409; 0,356 мг/мг сухого веса соответственно (в среднем 0,364 ± 0,019 мг/мг сухого 
веса). Через 12 сут инкубации содержание белка снижалось как в контроле (0,127 ± 0,005 мг/мг 
сухого веса), так и в опытных вариантах. При использовании 25 и 50 мМ соли содержание белка 
в клетках водоросли составило в среднем 84 % от контроля, а при добавлении 100, 200 и 300 мМ 
NaCl – в среднем 55 %.

Оценка содержания в клетках гематококка астаксантина, относящегося к вторичным кароти-
ноидам, показала, что его накопление стимулировалось при всех изученных концентрациях  
соли в среде выращивания (рис. 5). Через 7 сут выращивания максимальное содержание астак-
сантина наблюдалось в варианте «NaCl-100» – 2,8 относительных единиц по сравнению с кон-
тролем, принятым за 1. Через 12 сут инкубации стимуляция в этом варианте достигла величины 
20,5 единиц по сравнению с исходным контролем. В одном из опытов при использовании 100 мМ 
соли содержание астаксантина в 7- и 12-суточной культурах клеток составило 3,0 и 30,0 единиц 
соответственно по отношению к контролю, принятому в 7-суточной культуре за 1. Содержание 
астаксантина в вариантах «NaCl-200» и «NaCl-300» всегда было ниже, чем в варианте «NaCl-100», 
но значительно выше, чем в контроле (рис. 5).

Поскольку клетки гематококка начинали накапливать астаксантин в условиях стресса, про-
ведена оценка общего содержания АФК в варианте с использованием 100 мМ соли (рис. 6). После 
7 сут выращивания содержание АФК в варианте с добавлением соли в 1,7 раза превышало тако-
вое в контрольной культуре (рис. 6) и в 3,0 раза было выше контроля в 12-суточной культуре.

Далее было изучено влияние 100 мМ NaCl на содержание клеток H. pluvialis и их диаметр  
в разные периоды культивирования водоросли. Количественная оценка содержания клеток гема-
тококка контрольных и опытных вариантов приведена в таблице. Оценка содержания клеток  
в 7-суточной контрольной культуре и выращиваемой на среде с добавлением 100 мМ NaCl пока-
зала значительное уменьшение (на 33 %) количества клеток в вариантах с избыточным засолени-
ем (см. таблицу). При этом размеры клеток в вариантах с использованием NaCl существенно воз-
растали, составляя в среднем 129 % от контроля (см. таблицу, рис. 7).

Рис. 5. Влияние NaCl на содержание астаксантина в клетках водоросли H. pluvialis  
опытных (NaCl 25, 50, 100, 200 и 300 мМ) культур, выращиваемых в течение 7 сут на среде Рудика

Fig. 5. The effect of NaCl on the content of astaxanthin in the cells of H. pluvialis algae  
of experimental (NaCl 25, 50, 100, 200 and 300 mM) cultures grown for 7 days on Rudik’s medium
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Таким образом, в стрессовых условиях, создаваемых избыточным содержанием в среде куль-
тивирования NaCl, клетки гематококка начинали накапливать астаксантин (см. рис. 5) для защи-
ты от возросшего уровня внутриклеточного окислительного стресса, что выражалось в значи-
тельном увеличении по сравнению с контролем общего содержания АФК (рис. 6). Максимальное 
количество астаксантина накапливалось при использовании 100 мМ соли, что согласуется с ре-
зультатами работы, в которой использовали штамм гематококка Flotow 34/7 [23]. Вместе с тем 
при такой концентрации соли и используемой освещенности наблюдали гибель в среднем 30 % 
клеток в течение 7–12 сут (см. таблицу). В стрессовых условиях накопления астаксантина гибель 
клеток гематококка отмечена в ряде работ, в которых использовали такие стрессоры, как свет 
высокой интенсивности [4, 24], NaCl и KCl [1, 5, 23, 24], дефицит азота, фосфора, железа, серы  
[1, 4, 9, 23, 24]. Например, около 50 % клеток гематококка погибли при использовании 103 мМ [23]  
и 138 мМ NaCl [1]. 

Выявленное нами увеличение размера клеток, накапливающих астаксантин (см. таблицу, 
рис. 7), по-видимому, связано с отмеченным рядом авторов замедлением или даже с прекращением 
в таких условиях клеточного деления, а следовательно, и с более продолжительным периодом 

Рис. 6. Содержание АФК в клетках водоросли H. pluvialis контрольной и опытной (NaCl 100 мМ) культур,  
выращиваемых в течение 7 и 12 сут на среде Рудика

Fig. 6. The content of ROS in the cells of H. pluvialis algae by control and experimental (NaCl 100 mM) cultures  
grown for 7 and 12 days on Rudik’s medium

Влияние NaCl (100 мM) на диаметр и количество клеток водоросли  
H. pluvialis, выращиваемой в течение 7–25 сут, в 1 мл суспензии 

The effect of NaCl (100 mM) on the diameter and number of H. pluvialis 
 algae cells grown for 7 to 25 days per 1 ml of the suspension 

Время инкубации Вариант опыта К-во клеток, 
тыс. кл/мл

Диаметр клеток
мкм %

7 сут  
   опыт 1

Контроль 
NaCl 100 мM

89 
56

15,00 
19,00

100 
127

   опыт 2 Контроль 
NaCl 100 мM

115 
106

14,27 
22,10

100 
155

   опыт 3 Контроль 
NaCl 100 мM

109 
49

18,34 
19,19

100 
105

25 сут Контроль 
NaCl 100 мM

114* 
62*

22,57 
33,49

100 
148

12 сут  
   опыт 4

Контроль 
NaCl 100 мM

157 
146

17,86 
21,05

100 
118

                                       П р и м е ч а н и е. * – количество клеток на 12-е сутки.
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клеточного роста [4, 24]. Увеличение размера клеток даже при снижении их количества (вариант 
«NaCl-100») могло быть причиной повышения продуктивности водоросли по сравнению с кон-
тролем по такому показателю, как сухой вес вещества (см. рис. 1, 2). В работе [25] также отмече-
но повышение биомассы гематококка на 7-е и 9-е сутки выращивания водоросли на среде с низ-
ким содержанием NaCl (17,1 мМ). Положительное влияние низких концентраций соли на целый 
ряд морфометрических показателей растений (например, таких, как прорастание семян, масса 
проростков, длина корешков и надземной части проростков ячменя и гречихи), установленное  
в ряде работ [26, 27], может быть связано с действием NaCl как питательного компонента. С дру-
гой стороны, выявленное нами положительное влияние NaCl на такие биохимические показате-
ли, как синтез 5-аминолевулиновой кислоты и возрастание содержания гема в растениях ячменя 
и огурца [28–30], может указывать на стимуляцию дыхательного процесса с целью генерации 
дополнительной энергии для поддержания ростовых процессов в стрессовых условиях, созда-
ваемых засолением.

Использование NaCl для накопления астаксантина описано в целом ряде работ и предприня-
то в основном с целью разработки биотехнологий его производства [1, 5–7, 24]. Однако механиз-
мы действия соли на метаболизм астаксантина почти не изучены [26, 31]. Ранее на высших рас-
тениях нами показано, что избыточное засоление, создаваемое NaCl, ингибирует экспрессию  
гена нитратредуктазы, снижает содержание и активность фермента, подавляя тем самым асси-
миляцию неорганического азота и его превращение в органическую форму [32–34]. В единствен-
ной работе Dong с соавт. [35, на китайском языке], проведенной на гематококке, отмечено паде-
ние активности нитратредуктазы при выращивании водоросли в условиях высокой засоленно-
сти среды. Авторы предположили, что одним из механизмов индукции накопления астаксантина 
под действием NaCl является ингибирование поступления в клетки водоросли неорганического 
азота, его внутриклеточный дефицит и индукция накопления астаксантина, как это наблюдает-
ся в экспериментах с дефицитом азота в среде выращивания гематококка [9, 35]. Использование 
нами классических приемов и метода оценки активности нитратредуктазы [32–34] в клетках ге-
матококка, к сожалению, показало чрезвычайно низкую активность фермента как в контроль-
ных, так и в «солевых» препаратах, что не позволило количественно оценить активность белка. 
Вместе с тем падение активности нитратредуктазы в условиях засоления среды, отмеченное  
в работе [32], могло бы объяснить и наблюдаемое нами падение содержания хлорофилла и белка 
при всех используемых концентрациях соли (см. рис. 3), поскольку первым органическим соеди-
нением, ассимилировавшим неорганический азот нитратредуктазой, является глутаминовая 
кислота – предшественник хлорофилла в биосинтезе [36]. Глутаминовая кислота является также 
ключевой аминокислотой, участвующей в биологической азотфиксации и синтезе белков. Этот 
вывод поддерживают и результаты работы [37], согласно которым при выращивании гематокок-
ка в течение 15 сут в условиях дефицита азота наблюдалось активное накопление астаксантина  

    
a                                                                      b

Рис. 7. Клетки водоросли H. pluvialis контрольной (a) и опытной (b, NaCl 100 мМ) культур,  
выращиваемых в течение 7 сут на среде Рудика

Fig. 7. Cells of H. pluvialis algae control (a) and experimental (b, NaCl 100 mM) cultures grown for 7 days on Rudik’s mediu
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и 50 %-ное падение содержания хлорофилла по сравнению с его исходным количеством. В то же 
время накопление астаксантина в среде, дефицитной по фосфору, в этих же условиях не приво-
дило к изменению содержания хлорофилла в гематококке, что указывает на специфическое дей-
ствие дефицита внутриклеточного азота на систему синтеза хлорофилла. Вызванное действием 
NaCl падение содержания хлорофилла по мере накопления астаксантина в клетках водоросли  
H. Pluvialis (штаммы Steptoe и SAG 19-A) наблюдали также в работах [1, 25].

Заключение. Изучение молекулярно-генетических механизмов действия NaCl на систему 
синтеза астаксантина показало стимуляцию под действием соли экспрессии генов как началь-
ных ферментов системы синтеза каротиноидов – фитоинсинтазы и фитоиндесатуразы, а также 
генов, продукты которых непосредственно участвуют в синтезе астаксантина – β-каротинкето-
лазы и β-каротингидролазы, что сопровождалось активным накоплением астаксантина [25, 38]. 
Отмеченная в ряде работ индукция каротиногенеза под действием соли практически полностью 
обеспечивалась накоплением вторичных каротиноидов, а именно астаксантина и его производ-
ных [9, 39]. В период накопления астаксантина в присутствиии NaCl нами установлено падение 
содержания участвующих в фотосинтезе первичных каротиноидов – неоксантина, лютеина, вио-
лаксантина и β-каротина. По-видимому, в условиях стресса, вызванного засолением, активность 
биосинтетической ветви, ведущей к образованию неоксантина и виолаксантина из β-каротина, 
подавляется, в то время как вторая ветвь, ведущая к синтезу из β-каротина вторичных кетокаро-
тиноидов – адониксантину, астаксантину и его производным, активируется. Наиболее низкое 
содержание β-каротина по сравнению с другими каротиноидами может свидетельствовать о его 
активном потреблении во второй биосинтетической ветви, что подтверждается повышенной экс-
прессией генов β-каротинкетолазы и β-каротингидролазы при избытке NaCl [25, 38]. Сведения 
об активности ферментов, участвующих в образовании первичных каротиноидов, в частности 
эпоксидазы (Zep 1), в условиях действия NaCl отсутствуют.

Несомненно, что использование биохимических и молекулярно-генетических подходов яв-
ляется наиболее перспективным и может лечь в основу генно-инженерных преобразований  
H. pluvialis с целью усиления синтеза астаксантина. Наши дальнейшие исследования будут по-
священы поиску новых индукторов каротиногенеза в клетках H. pluvialis, а также активно разви-
ваемому в настоящее время направлению, в основу которого положено использование сочетан-
ного действия нескольких стрессовых факторов, значительно усиливающих выход астаксантина 
[1, 2, 5, 6, 35].
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