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Вид Nitzschia сf. thermaloides обнаружен в водоемах грязевых вулканов восточного Крыма. Установлено, 
что данный вид имеет широкие границы галотолерантности, в частности он способен к вегетативному 
размножению в пределах 0–110 ‰ солености среды. Впервые проанализировано влияние солености 
среды на жирнокислотный состав микроводоросли Nitzschia сf. thermaloides. Вне зависимости от соле-
ности, количественное и качественное содержание жирных кислот не изменялось, что свидетельствует 
о способности поддерживать стабильную уплотненную структуру мембраны, что, вероятно, отчасти 
и обуславливает адаптацию данного вида к засолению. Состав жирных кислот преимущественно пред-
ставлен насыщенными жирными кислотами, что позволяет рассматривать данный вид в качестве по-
тенциально «полезного» обьекта для биотехнологии в качестве источника насыщенных жирных кислот 
или альтернативного сырья для биотоплива.
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ВВЕДЕНИЕ

Микроводоросли способны синтезировать це-
лый набор различных ценных макромолекул, таких 
как белки, липиды и  другие биоактивные компо-
ненты. В  клетках микроводорослй идентифици-
рован широкий спектр полярных и  нейтральных 
липидов [1]. Кроме того, в  структуру их липидов 

входят разнообразные жирнокислотные компонен-
ты с насыщенными и ненасыщенными, линейны-
ми и разветвленными углеводородными цепями [2]. 
Повышенное внимание исследователей уже долгое 
время удерживают именно полиненасыщенные 
жирные кислоты (ЖК) с длинной цепью (Сn, где n 
более 20) ввиду их особой физиологической роли 
в организме, однако последние годы широко реали-
зуются подходы анализа полного спектра ЖК и их 
соотношений, обсуждения их значимости и потен-
циала, в том числе в реализации адаптивных реак-
ций живых систем. Учитывая возможность поддер-
жания микроводорослей в культуре, синтез целевых 
компонентов, в том числе липидной природы, мож-
но регулировать – ​усиливать/снижать за счет мо-
дификаций условий среды. Микроводоросли ши-
роко применяются в  пищевой промышленности, 
фармакологии, косметологии, одним из отдельных 
направлений рассматриваются манипуляции с  со-
ставом липидов и ЖК, как возможность получения 
требуемых композиций. Фундаментальная значи-
мость изучения липидов и  ЖК микроводорослей 
состоит в получении новых и дополнительных све-
дений о реализации эколого-биохимических меха-
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низмов адаптации живых систем в  изменяющихся 
условиях среды.

Одноклеточные водоросли представлены 
шестью отделами, включая отдел Диатомовые 
(Bacillariophyta), отличительной особенностью ко-
торых является наличие кремнеземного панциря. 
Представители диатомовых водорослей доминиру-
ют в фитопланктоне количественно и по видовому 
разнообразию, являясь ключевым звеном пище-
вой цепи в  водных экосистемах, а  благодаря спо-
собности к  фиксации CO2, являются первичными 
продуцентами примерно 20 % всего органическо-
го вещества планеты, играют значительную роль 
в  биосфере, участвуя в  биогеохимических циклах 
круговорота веществ [3]. Диатомовые водоросли 
в  целом – ​космополиты, они обитают в  соленных 
и пресных водоемах, почвах, а также во льду и тер-
мальных источниках [3, 4]. Учитывая их высокую 
адаптивную резистентность к  широкому спектру 
изменяющихся условий, они представляют особый 
интерес для изучения механизмов адаптации не 
только водорослей, но и других живых организмов.

Работ, посвященных роли липидов и  жирных 
кислот в механизмах и стратегиях адаптации диато-
мовых к изменениям разных факторов среды, край-
не мало, и эти исследования проводились в перио-
ды с широким временным разрывом. Большая часть 
исследований состава липидов и  ЖК ограничива-
ется определением содержания триацилглицери-
нов (ТАГ), депо среднецепочечных жирных кислот, 
и оценкой их структуры и состава, так как именно 
это показатель значим среди таковых при анализе 
сырья для производства биотоплива; высокое со-
держание ТАГ такой структуры делает биотопливо 
менее вязким [4].

Несмотря на то что диатомовые водоросли пред-
ставлены огромным количеством видов и  интерес 
к ним только растет, особенно последнее десятиле-
тие, в настоящее время достаточно хорошо изучены 
(используются в качестве модельных объектов) все-
го лишь несколько видов, среди них центрическая 
Thalassiosira pseudonana Hasle & Heimdal и пеннат-
ная Phaeodactylum tricornutum Bohlin.

Целью данной работы явилось изучение влия-
ния солености среды на воспроизводство и  жир-
нокислотный состав микроводоросли Nitzschia сf. 
thermaloides.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Отбор проб проведен в районе грязевых вулка-
нов Булганакского сопочного поля, Республика 
Крым. Выделенные клоновые культуры содержали 
в модифицированной питательной среде ESAW [5] 
с разным уровнем соленности (0–110 ‰). Скорость 
размножения (делений в сутки) оценивали соглас-

но модели экспоненциального роста численности 
[6]. Далее 5 мл среды, содержащей клетки микро-
водоросли, осаждали центрифугированием при 
3500 об/мин в течение 5 мин и сразу фиксировали 
в  10 мл смеси хлороформ–метанол (1:1). В  работе 
были использованы материалы Научно-образова-
тельного центра коллективного пользования ФИЦ 
ИнБЮМ «Коллекция диатомовых водорослей Ми-
рового океана».

Экстракты общих липидов подвергали кис-
лотному метилированию для придания свойств 
летучести жирным кислотам. Для определе-
ния состава полученной смеси метиловых эфи-
ров жирных кислот (МЭЖК) проводили их 
разделение на ГХ с  моноквадрупольным масс-се-
лективным детектором «Маэстро-αМС» (Сайтегра, 
Россия). Фракционирование осуществлялось в  те-
чение 32 мин при градиентном термостатировании  
(t нач   = 140  °C – ​удержание 5 мин; увеличение t 
со 140 °C до 240  °C со скоростью 4  °C/мин; t кон = 
= 240 °C – ​удержание 2 мин) на капиллярной колонке 
HP‑88 60 м × 0.25 мм × 0,20 мкм (Agilent Technologies, 
США) с использованием гелия в качестве подвиж-
ной фазы. Детектирование МЭЖК осуществлялось 
в  режиме SIM/SCAN: режим SIM – ​для регистра-
ции ЖК, входящих в состав аналитических стандар-
тов (Supelco 37, Sigma-Aldrich, США) по заданным 
значениям m/z; режим SCAN – ​для поиска и иден-
тификации уникальных ЖК компонентов в диапа-
зоне 50–400 m/z. Полученные данные анализиро-
вались с использованием ПО «Маэстро Аналитик v. 
1.025» и библиотекой NIST. Количественный расчет 
ЖК проводили методом внешнего стандарта (гра-
дуировки) с  использованием аналитической смеси 
Supelco 37 (Sigma-Aldrich, США) для построения 
калибровочной кривой. Аналитические исследова-
ния проведены на базе лаборатории экологической 
биохимии ИБ КарНЦ РАН и с использованием обо-
рудования ЦКП КарНЦ РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что N. cf. thermaloides выжива-
ет в  широком диапазоне солености от 0 до 110 ‰. 
В  частности, клоны N. cf. thermaloides продемон-
стрировали широкую толерантность в  отношении 
солености. Клетки водоросли были способны ве-
гетативно размножаться в среде с соленостью от 0 
до 110 ‰. Процесс полового воспроизведения про-
исходил в  более узком диапазоне от от 6 до 54 ‰ 
и  оптимальная соленость для полового воспро-
изведения и  вегетативного роста составляла 30 ‰ 
(табл. 1).

Так, например, в  экспериментах показано, что 
Nitzschia palea (Kützing) W. Smith [7], встречающаяся 
преимущественно в пресных водах, сохраняла жиз-
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неспособность при заметном осолонении. В  дан-
ном случае диапазон солености, в котором поддер-
живалась репродуктивная способность, был уже 
(0–17 ‰), при этом наблюдали 100 % гибель клеток 
в среде с соленостью 36 ‰, иными словами, можно 
ожидать, что N. palea выживет, например, при по-
падании в Черное море, однако океаническая соле-
ность окажется для нее губительной. Аналогичные 
результаты были получены в экспериментах с кло-
нами этого вида, выделенными из европейской по-
пуляции [8].

Процессы деления водоросли N. cf. thermaloides, 
как в  оптимальных условиях, так и  при действии 
разной солености среды, описаны впервые. Однако 
стоит отметить, что полученные данные свидетель-
ствуют о достаточно широком диапазоне толерант-
ности данного вида к изменению солености.

Анализ жирных кислот, показал, что N. cf. 
thermaloides преимущественно содержит насыщен-
ные жирные кислоты (НЖК) (табл.  2). Профиль 
НЖК в  порядке убывания: 16:0, 18:0, 22:0, 20:0, 
14:0, 15:0. При изменении солености среды их ка-
чественный состав не меняется, а их количествен-
ное содержание слабо варьирует. Известно, что 
высокое содержание НЖК также характерно для 
некоторых видов диатомовых, в частности Nitzchia 
sp., Nanofrustulum shiloi (J. J. Lee, Reimer & McEnery) 
Round, Hallsteinsen & Paasche [9], Phaeodactylum 
tricornutum [10] и др.

Установлено, что у N. cf. thermaloides среди НЖК 
доминирует пальмитиновая кислота, 16:0, содержа-
ние которой в  клетках наибольшее при солености 
110 ‰ и 50 ‰ и наименьшее при солености в 20 ‰ 
(табл. 2). Наибольшее содержание 16:0 среди НЖК 

Таблица 1. Темп деления (дел.·сут–1) Nitzschia cf. thermaloides при разной солености среды 

Соленость, ‰ 0 4 10 18 30 48 68 96 110

Темп делений, 
дел.·сут–1 0.10 ± 0.07 0.27 ± 0.16 0.14 ± 0.57 0.38 ± 0.15 0.72 ± 0.14 0.35 ± 0.07 0.12 ± 0.18 0.18 ± 0.28 0,30±0,25

В таблице  представлены средние арифметические значения ± стандартные ошибки среднего

Таблица 2. Качественный и количественный профиль (мкг/мл) Nitzschia cf. thermaloides, при разной солености среды 
(0–110‰)

Жирные кислоты и другие 
идентифицированные компоненты

Соленость среды, ‰

0 20 30 50 110

Миристиновая кислота, 14:0   6.54   6.23   6.47   6.61   6.65

Пентадекановая кислота, 15:0   3.50   3.46   3.49   3.49   3.49

Пальмитиновая кислота, 16:0 36.87 25.06 31.85 38.84 38.96

Стеариновая кислота, 18:0 21.78 15.8 19.48 22.94 22.94

Арахиновая кислота, 20:0   8.67   8.6   8.65   8.66   8.66

Бегеновая кислота, 22:0   9.69   9.62   9.64   9.66   9.65

Олеиновая кислота, сis 18:1(n-9)   8.55 LPQ   8.27   8.47  LPQ

Пальмитоолеиновая кислота, сis16:1(n-9) + + + +

Эйкозеновая кислота, сis20:1(n-9) LPQ LPQ LPQ LPQ LPQ

11-Эйкозеновая кислота, сis20:1(n-11) +

Цитоолеиновая кислота, сis22:1(n-11) + + +

Нервоновая кислота, cis24:1(n-9) LPQ LPQ LPQ LPQ LPQ

2,4-ди-трет-бутилфенол 2,4-DTBP + + + + +

2-этоксиэтанол (этилцеллозолов) 2-EHMIP + + + + +

“+” – идентифицированный компонент не рассчитан количественно в связи с его отсутствием в смеси Supelco37.
LPQ – концентрация ниже предела количественного определения
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отмечено и  у  других видов Nitzchia, таких как N. 
lеcointei Van Heurck [11] и Nitzchia sp. [12]. Известно 
также, что повышение содержания 16:0 у некоторых 
видов микроводорослей связывают с  изменением 
концентрации металлов в среде [13]. На основании 
этого предполагается, что 16:0 участвует в процес-
сах формирования рафтов в  биомембране, а  так-
же в  «заякоривании» мембраносвязанных белков 
в  стресс-индуцированных условиях. Однако для 
подтверждения работы данного механизма адап-
тации необходимо проведение дальнейших иссле-
дований. Второй по количественному содержанию 
НЖК была стеариновая кислота, 18:0, динамика 
содержания которой в клетках была сходной с 16:0, 
а именно наименьшее содержание отмечено при со-
лености 20 ‰, а ее повышение при 0, 50 ‰ и 110 ‰ 
(табл.  2). Доминирование этих двух ЖК отмечено 
и у Nitzchia sp. [12].

Сведения о  влиянии солености на жирнокис-
лотный состав представителей рода Nitzchia прак-
тически отсутствуют. Известно, что у  N. lecointei 
при изменении солености среды состав жирных 
кислот изменяется незначительно и  преимуще-
ственно представлен НЖК [11], что согласуется 
с полученными нами данными. Поддержание НЖК 
на высоком уровне отмечено у диатомовых при из-
менении минерального питания [9,10]. Известно, 
что реакция разных видов микроводорослей на за-
соление неоднозначна, однако преимущественно 
в этих условиях вне оптимальных значений, проис-
ходит увеличение содержания НЖК, что также об-
суждается в обзоре Sajjadi et al 2018 [13]. Вероятно, 
компенсаторные перестройки в  условиях стресса 
заключаются в  повышении количества НЖК пре-
имущественно за счет 16:0. Можно предположить, 
что поддержание «уплотненной» (ригидной) струк-
туры биомембраны является одной из адаптивных 
реакций ввиду обеспечения избирательной прони-
цаемости клетки и ее компартментов, поддержива-
ющих их устойчивость к засолению и широкие гра-
ницы толерантности.

Установлены следовые количества 2,4-ди-трет- 
бутилфенола (2,4-DTBP) и  2-этоксиэтанола 
(2-EHMIP) (табл. 2), вторичных метаболитов, об-
ладающих аутотоксичными свойствами. Регистри-
руемая детектором интенсивность этих веществ 
у исследуемого вида стабильно выше в некоторых 
образцах при 110 ‰, 50 ‰ и  20 ‰. Полученный 
результат может иметь особое значение для отсле-
живания реакции отдельных компонентов экоси-
стемы в ответ на изменение условий среды (в част-
ности солености).

В  рамках настоящей работы установлено, что 
N. cf. thermaloides выживает в  широком диапазоне 
солености от 0 до 110 ‰, при котором клетки во-
доросли способны вегетативно размножаться. При 

этом половое воспроизведение наблюдалось в диа-
пазоне от 6 до 54 ‰, а оптимальная соленость для 
полового размножения и  вегетативного роста со-
ставляла 30 ‰. В ходе работы впервые был проана-
лизирован состав жирных кислот микроводоросли 
N. cf. thermaloides. В  исследуемом диапазоне соле-
ности среды жирнокислотный профиль представ-
лен преимущественно насыщенными жирными 
кислотами. Наибольший процент от общего коли-
чества насыщенных жирных кислот приходится на 
пальмитиновую кислоту. Вероятно, низкая вариа-
бельность жирнокислотного состава обеспечивает 
стабильное поддержание структуры мембраны в из-
меняющихся условиях и успешную адаптацию дан-
ного вида. Более того, N. cf. thermaloides может быть 
рекомендована для использования в биотехнологии 
в качестве источника насыщенных жирных кислот 
и потенциального кандидата для производства био-
топлива, а учитывая следовые содержания соедине-
ний, обладающих аутотоксичным действием, важен 
контроль ее распространения с точки зрения эко-
токсикологии.
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The Nitzschia cf. thermaloides was found in reservoirs of mud volcanoes in eastern Crimea. It was determined that 
this species has wide spectrum of halotolerance; in particular, it is capable of vegetative reproduction within the 
range of 0–110 ‰ salinity of the substrate. For the first time, the effect of salinity on the fatty acid composition 
of the microalga Nitzschia cf. thermaloides was studied. Regardless of salinity, the quantitative and qualitative 
content of fatty acids did not change, which indicates the ability to maintain a  stable compacted membrane 
structure, which probably partly determines the adaptation of this species to salinity. The composition of fatty 
acids is mainly represented by saturated fatty acids, which allows us to consider this species as a  potentially 
“useful” object for biotechnology as a source of saturated fatty acids or an alternative raw material for biofuel.
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