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ОЦЕНКА МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ КЛЕТОК 

ФУКУСОВЫХ ВОДОРОСЛЕЙ ТЕТРАЗОЛИЕВЫМ МЕТОДОМ 

Модифицирован тетразолиевый метод (МТТ-тест) оценки метаболической активно-

сти клеток фукусовых водорослей. Определены оптимальные условия подготовки 

проб и протекания реакции: концентрация МТТ (3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-

дифенилтетразолия бромид), температура, длительность взаимодействия с реагентом. 

Показана возможность использования МТТ-теста для оценки воздействия на водо-

росли факторов внешней среды, в т. ч. нефтяного загрязнения. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а : фукусовые водоросли, тетразолиевый метод, МТТ (3-[4,5-

диметилтиазол-2-ил]-2,5-дифенилтетразолия бромид), метаболическая активность 

клеток, соленость, нефтяное загрязнение. 

Введение 

Метаболическую активность клеток (МАК) можно оценивать по интен-

сивности отдельных физиологических процессов. Один из возможных 

способов определения МАК — оценка активности ферментов дегидроге-

наз с помощью тетразолиевых красителей — солей МТТ (3-[4,5-диме-

тилтиазол-2-ил]-2,5-дифенилтетразолия бромид) или ТТХ (2,3,5-

трифенилтетразолия хлорид). Низкий окислительно-восстановительный 

потенциал данных соединений обеспечивает перехват ими ионов Н+, 

переносимых НАД (никотинамидадениндинуклеотид) в процессе кле-

точного дыхания. При этом происходит восстановление тетразолиевых 

солей и их переход в водонерастворимую форму — формазан. Реакция 

идет в цитоплазме за счет деятельности цитоплазматических дегидроге-

наз и в митохондриальной электронтранспортной цепи (Roche …, 2004).  

По интенсивности накопления формазана, который имеет фиолето-

вую окраску, оценивают метаболическую активность клеток. На этой 

основе был разработан метод оценки физиологического состояния кле-

ток (МТТ-тест) животных, а также высших растений (Kalina, Palmer, 

1968; Vistica et al., 1991; Huang et al., 2001; Schrader, Harries, 2006). От-

дельные исследования были проведены на макроводорослях с тонкопла-

стинчатым строением (Nam et al., 1998; Chang et al., 1999; Lu et al., 

2006). На водорослях с более сложной организацией таллома метод не 

применяли. 

Цель нашего исследования — модифицировать тетразолиевый метод 

для анализа метаболической активности  клеток фукусовых водорослей, 

имеющих сложное псевдопаренхиматозное строение, а также оценить воз- 
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можность использования данного метода для определения ответной ре-

акции растительного организма на внешнее воздействие. 

Материалы и методы 

Исследования проводили на сезонной биостанции ММБИ КНЦ РАН 

(пос. Дальние Зеленцы, восточное побережье Баренцева моря) в 2011 г. 

Модификацию метода для фукусовых водорослей проводили на ос-

нове методов, разработанных для животных клеток (Vistica et al., 1991) и 

пластинчатых зеленых водорослей (Towill, Mazur, 1975; Chang et al., 1999). 

Метаболическую активность клеток Fucus vesiculosus L. анализирова-

ли в апикальной (наиболее функционально активной) части талломов. 

На 1 пробу из верхушек свежесобранных растений пробковым сверлом 

(d = 5 мм) брали по 1−2 высечки общей массой 15—20 мкг. Для оценки 
статистической достоверности получаемых результатов анализировали 

15 проб.  

Готовили исходный 5 %-ный раствор МТТ (Sigma) в 12 мМ трис-

HCl-буфере (pH 7, 5), который для последующих опытов разбавляли до 

меньших концентраций фильтрованной морской водой. Каждую пробу 

помещали в 200 мкл раствора МТТ и инкубировали, периодически 

встряхивая. После инкубации пробу переносили в изопропанол (V = 

1 мл) на 2 ч для экстракции образовавшегося формазана. Экстракт цен-

трифугировали в течение 5 мин при 3 тыс. об./мин и измеряли его оп-

тическую плотность при длине волны 570 нм против изопропаноловой 

вытяжки проб, находившихся в морской воде без МТТ. Метаболиче-

скую активность клеток оценивали по оптической плотности растворов, 

расчет проводили на единицу массы высечек. Была проведена серия 

экспериментов с целью определения оптимальных условий (концентра-

ция раствора МТТ, продолжительность инкубации, температура, усло-

вия освещения). 

Возможность практического использования метода определяли в хо-

де эксперимента, в котором оценивали метаболическую активность кле-

ток водорослей в условиях пониженной солености. Для этого свежесоб-

ранные талломы F. vesiculosus помещали на 1 ч в емкости с морской во-

дой соленостью 33 (контроль), 25, 20, 15 и 10 ‰. Затем у растений оп-

ределяли МАК и интенсивность видимого фотосинтеза по изменению 

содержания кислорода в воде, в которой находились водоросли, за оп-

ределенный период, йодометрическим методом по Винклеру (Лурье, 

1973). Интенсивность фотосинтеза рассчитывали в мкг О2 на 1 г сырой 

массы таллома в час.  

Также проводили сравнение МАК водорослей, обитающих в раз-

личных по уровню загрязнения нефтепродуктами местах. Предваритель-

но с помощью флюориметра "Флюорат 02—3М" (Люмэкс, Россия) оце-

нивали уровень загрязнения нефтепродуктами в двух точках Кольского 

залива: морской порт (более чем в 10 раз превышены санитарно-

гигиенические нормы ПДК) и губа Грязная (в пределах ПДК).  
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Статистическую обработку результатов проводили с использованием 

программного пакета Excel. На рисунках показаны средние арифмети-

ческие и доверительный интервал.  

Результаты 

Подбор оптимальных условий для МТТ-теста 

1. Концентрация МТТ 

Для определения оптимальной концентрации были использованы 

растворы МТТ от 0,2 до 1,2 %. Исследования проводили при температу-

ре 18 оС. Длительность нахождения проб в растворе МТТ составила 3 ч. 

Анализ полученных результатов показал, что оптимальной концентра-

цией является 0,8 %-ный раствор МТТ. Меньшего количества красителя 

недостаточно для взаимодействия со всем НАД клетки, при больших 

концентрациях наблюдается избыток реагента (рис. 1). 

 

 

Рис. 1. Зависимость накопления формазана в клетках Fucus vesiculosus от концентра-

ции МТТ. Здесь и на рис. 2, 3, 4, 6 ось ординат — оптическая плотность вытяжки 

при 570 нм, рассчитанная на 1 г сырой массы пробы  

2. Экспозиция 

Для определения оптимального периода инкубации высечки поме-

щали в раствор МТТ (0,8 %) на период от 1 до 24 ч при 18 оС и отсутст-

вии освещения. Анализ полученных результатов показал, что оптималь-

ный период нахождения высечек в растворе МТТ составляет 4 ч  

(рис. 2). В дальнейшем содержание формазана не увеличивается.  

3. Температура 

Исследование влияния температуры на скорость протекания реак-

ции проводили в диапазоне 5—25 оС. Содержание формазана увеличива-

лось при повышении температуры до 18 оС. При более высоких темпе-

ратурах количество формазана не изменялось.  
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Рис. 2. Зависимость накопления формазана в клетках Fucus vesiculosus от времени 

инкубации 

4. Освещение 

В темноте и на свету различной интенсивности (6 и 100 Вт/м2) на-

копление формазана было сходным, однако статистическая обработка 

результатов показала меньшее стандартное отклонение от средних зна-

чений у растений, содержавшихся в темноте.  

Рис. 3. Метаболическая активность клеток Fucus vesiculosus в течение суток. Штри-

ховкой выделено темное время суток в сентябре 

Результаты исследований свидетельствуют о том, что оптимальными 

условиями для проведения МТТ-теста являются: инкубация высечек 

при температуре 18 оС, темнота, время 4 ч, 0,8 %-ный раствор МТТ в 

морской воде. 

Суточное изменение метаболической активности клеток 

Наши исследования показали, что в течение суток метаболическая ак-

тивность клеток фукусовых водорослей меняется. В летний период 

(июль) наблюдается повышение активности в вечернее время и сниже-

ние в начале ночи, четко выраженные пики отсутствуют. В осенний пе-
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риод (сентябрь) выделяются 2 пика — во второй половине дня и в ноч-

ной период (рис. 3).  

Подобное изменение МАК в течение суток, скорее всего, связано с 

процессами роста и деления клеток, поскольку сходная картина наблю-

далась при исследовании циркадных ритмов ламинариевых водорослей: 

интенсивность деления клеток максимальна в середине ночного перио-

да, а скорость роста таллома — в утренние часы (Lüning, 1994; Makarov 

et al., 1995). 

Метаболическая активность клеток при различной солености 

Соленость 25 ‰ не вызывала изменения МАК (все различия с контро-

лем находятся в пределах ошибки). Дальнейшее понижение солености 

приводило к снижению МАК (рис. 4). 

 

 

Рис. 4. Метаболическая активность клеток Fucus vesiculosus при различной солености 

 

Рис. 5. Интенсивность видимого фотосинтеза Fucus vesiculosus при различной солено-

сти. Ось ординат — выделение кислорода, мкг О2 на 1 г сырой массы таллома в час 
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Воздействие солености ниже 15 ‰ на морские водоросли можно 

отнести к стрессовым. В этих условиях у организма отмечается сниже-

ние интенсивности ряда физиологических показателей: интенсивности 

фотосинтеза (ИФ) (рис. 5), скорости роста, содержания фотосинтетиче-

ских пигментов (Дробышев, 1970, 1971; Малавенда, 2007).  

Сравнение балтийских и атлантических популяций фукусовых пока-

зало, что у балтийских фукоидов при понижении солености увеличива-

ется интенсивность роста, тогда как у атлантических отмечается гибель 

особей (Back et al., 1992; Serrao et al., 1996; Malm et al., 2001). На водо-

рослях Шпицбергена было показано, что пониженная соленость вызы-

вает уменьшение интенсивности фотосинтеза, снижение количества 

пигментов (Karsten et al., 1991; Karsten, 2007). 

У водорослей в течение первых 5 ч нахождения при пониженной 

солености развивается состояние стресса, при котором значительно 

снижается дыхание поддержания. Затем начинаются процессы адапта-

ции, в ходе которых дыхание увеличивается и на 5—10-е сутки достигает 

своего максимума, в дальнейшем сравниваясь с контролем (Тропин и 

др., 2003). Такой же период формирования адаптации показан и для  

F. vesiculosus (Малавенда, 2007).  

Полученные нами результаты согласуются с данными других иссле-

дователей, которые также отмечали снижение МАК зеленой водоросли 

Ulva fasciata при понижении солености (Chang et al., 1999). 

Метаболическая активность клеток при загрязнении нефтепродуктами 

При обитании растений в условиях постоянного загрязнения нефтепро-

дуктами МАК водорослей значительно выше, чем у растений из чистых 

районов (рис. 6).  

 

 

Рис. 6. Метаболическая активность клеток Fucus vesiculosus при различном уровне 

загрязнения нефтепродуктами 
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F. vesiculosus, приобретают устойчивость к нефтепродуктам (Coelho еt al., 

2000; Степаньян, Воскобойников, 2006). Выявленное в данном исследо-

вании значительное увеличение МАК водорослей может свидетельство-

вать об активизации процессов, направленных на минимизацию нега-

тивного воздействия нефтепродуктов. Это могут быть как адаптивные, 

так и репарационные процессы, происходящие в клетках водорослей. 

Заключение 

МТТ-тест можно использовать для оценки метаболической активности 

клеток водорослей со сложной организацией таллома, а также для 

оценки степени воздействия на растительный организм внешних факто-

ров, в т.ч. антропогенного загрязнения. 

Оптимальными условиями для проведения МТТ-теста являются: 

инкубация высечек при температуре 18 ºС, темнота, время 4 ч, раствор 

МТТ в морской воде при концентрации 0,8 %. Экстракция формазана 

проводится в изопропаноле в течение 2 ч. При необходимости эллюат 

центрифугируют в течение 5 мин при 3 тыс. об./мин. Оптическую плот-

ность растворов измеряют при длине волны 570 нм против изопропано-

ловой вытяжки проб, находившихся в морской воде без МТТ. 

Данная методика была успешно опробована на родственных Fucus 

vesiculosus видах водорослей — F. serratus и F. distichus. 

Работа выполнена в рамках программы Kolarctic по проекту CETIA 

«Прибрежная среда, технологии и инновации в Арктике» (Coastal 

Environment, Technology and Innovation in the Arctic), направление 4 «Биоло-

гическая очистка с помощью водорослей». 
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ASSESSMENT OF METABOLIC ACTIVITY OF CELLS OF FUCOID ALGAE  

BY TETRASOL METHOD 

The tetrasol method (МТТ-test) for assessment of metabolic activity of cells of fucoid algae was 

modificated. Estimation of optimum conditions both sample preparation and reaction passing: 

concentration of MTT solution, temperature, time of interaction with reagent was carried out. A 

possibility of the MTT-test usage for an estimation of influence of environmental factors (includ-

ing oil pollution) on a seaweeds is shown. 

K e y w o r d s : Fucus vesiculosus, МТТ (3-[4,5-dimetiltiasol-2-il-2,5-dipheniltetrasolia bro-

mide), metabolic activity of cells (MAC), salinity, oil pollution.  

 

 


