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ЭФФЕКТ МЕЛАФЕНА НА РАЗВИТИЕ КУЛЬТУР ЦИАНОБАКТЕРИЙ
И ЗЕЛЕНЫХ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ В СТРЕССОВЫХ УСЛОВИЯХ
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Стимулирующий эффект мелафена на рост клеток цианобактерии Synechococcus sp.
PCC 6301 достигает 30—45% в условиях, когда освещенность культур (1000 лк) ниже тако-
вой для насыщения фотосинтеза; при освещенности культур в области насыщения (4000 лк)
эффект мелафена существенно снижается. Скорость роста и накопление биомассы нитча-
той цианобактерии Anabaena variabilis при наличии азота в среде на 20—25% ниже, чем
без азота; при этом на среде без азота мелафен эффективнее стимулирует рост культур. Эти
данные указывают, что мелафен активирует фотосинтетические процессы и, возможно, фик-
сацию атмосферного азота в клетках. Мелафен увеличивает, а ионы тяжелого металла (ТМ)
Cd2+ снижают как накопление биомассы, так и среднее количество клеток в нити циано-
бактерии A. variabilis. При совместном добавлении мелафен частично снимает токсический
эффект Cd2+. Ионы другого ТМ Cu2+ ингибируют рост цианобактерии Synechococcus sp.
PCC 6301 и зеленой микроводоросли Chlorella vulgaris, но стимулируют выделение культура-
ми углеводов. Мелафен частично снимает действие ТМ. Предполагается, что мелафен обла-
дает антистрессовой активностью в условиях токсического эффекта ТМ на рост и развитие
культур фототрофных микроорганизмов.
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Планктонные микроорганизмы — цианобакте-
рии, микроводоросли, гетеротрофные бактерии —
находятся в постоянном контакте со средой. Об-
мен веществ между клеткой микроорганизма и сре-
дой осуществляется всей ее поверхностью, поэтому
внутриклеточные процессы зависят исключительно
от условий среды. В силу этого такие микроор-
ганизмы представляют перспективную модель для
изучения физиологических механизмов адаптации к
действию различных физико-химических факторов,
включая экстремальные.

Синтетический регулятор роста мелафен, суще-
ствующий в водных растворах в виде супрамоле-
кулярных полимерных наносистем [1], увеличивает
урожай и всхожесть семян культурных растений [2],
влияет на биогенез хлоропластов [3], стимулирует
электронный транспорт в растительных митохонд-
риях [4], усиливает рост периодических и диализ-
ных культур цианобактерий и зеленых микроводо-
рослей [5]. В стрессовых условиях мелафен снижает
уровень перекисного окисления липидов мембран
растительных и животных митохондрий [6].

Целью настоящей работы является исследова-
ние эффекта мелафена на рост культур цианобак-
терий Synechococcus sp. PCC 6301(Anacystis nidu-
lans) и Anabaena variabilis, зеленых микроводорослей
Chlorella vulgaris, редокс-потенциал среды, выделе-

ние клетками углеводов в динамике развития куль-
тур в различных стрессовых условиях.

Объекты и методы исследования

В работе использованы аксеничные культуры:
цианобактерия Synechococcus sp. PCC 6301 (далее
Synechococcus 6301) и Anabaena variabilis, зеленые
микроводоросли Chlorella vulgaris (из коллекции ка-
федры физиологии микроорганизмов биологическо-
го факультета МГУ). Все исследуемые культуры вы-
ращивали на минеральной среде “С” [7]. Опыты с
A. variabilis проводили в присутствии или отсутст-
вие минерального азота в среде. В периодических
культурах клетки выращивали в люминостате при
круглосуточном освещении 1000 или 4000 лк, темпе-
ратуре 25—27° в конических колбах с объемом сре-
ды 100 или 250 мл.

Диализное культивирование проводили в меш-
ках фирмы “Serva” (Германия), диаметром 25 мм,
с размерами пор, пропускающих соединения с мо-
лекулярной массой до 15 кДа. Мешки со средой
объемом 50 мл помещали в колбы объемом 250 мл
и стерилизовали в течение 1 ч при 1 атм. Клетки
помещали внутрь диализного мешка и выращива-
ли в люминостате при круглосуточном освещении
(1000 или 4000 лк) и температуре 25—27°.
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Содержание углеводов определяли с антроно-
вым реактивом [8]. Плотность клеточных суспен-
зий определяли нефелометрически при 540 нм. Ве-
личину редокс-потенциала среды (Eh) культивиро-
вания измеряли на электрометре фирмы “Cole-Par-
mer” (США), модель DigipHase. Для определения
Eh использовали Pt-электрод, а в качестве элект-
рода сравнения — Ag/AgCl. Потенциал электрода
сравнения относительно нормального водородного
электрода, измеренный, как в работе [9], составляет
225 ± 10 мВ. Ошибки измерений оптической плот-
ности, содержания углеводов, величины Eh не пре-
вышали 12—15%.

Результаты и их обсуждение

Как показано в наших предварительных иссле-
дованиях [5], мелафен стимулирует рост периодиче-
ских и диализных культур цианобактерий Synecho-
coccus 6301 и A. variabilis, а также зеленых микрово-
дорослей C. vulgaris и Dunaliella maritima. Мелафен
эффективен в отношении пресноводных культур
Synechococcus 6301, A. variabilis и C. vulgaris в узком
диапазоне концентраций (10–8—10–6 М); стимуля-
ция роста морской микроводоросли D. maritima
почти линейно зависит от увеличивающихся кон-
центраций мелафена в интервале 10–9—10–2 М [5].
Такой характер зависимости может быть обуслов-
лен устойчивостью D. maritima к высоким концент-
рациям солей, в том числе тяжелых металлов (ТМ).

В связи с этим представляет интерес изучение
действия мелафена на рост клеток, культивируемых
в различных стрессовых условиях. На рис. 1 и 2
представлены данные по периодическому и диализ-

ному культивированию одноклеточной цианобакте-
рии Synechococcus 6301 при различных интенсив-
ностях освещения. Поскольку кривые роста циа-
нобактерии при освещенности 1000 и 4000 лк от-
личаются по уровню накопления клеток приблизи-
тельно на 30% (рис. 1, кривые 1 и 2) рост клеток,
по крайней мере при освещенности 1000 лк, не на-
ходится в области светового насыщения. Если при
низкой интенсивности (1000 лк) мелафен стиму-
лирует рост клеток периодической культуры Syne-
chococcus 6301 на 26—28%, то при более высокой
освещенности (4000 лк) стимуляция не превыша-
ет 14% (рис. 1). Это может быть связано с тем,
что при освещенности 4000 лк клетки получают
световой поток, по интенсивности близкий к на-
сыщению фотосинтеза. Аналогичные кривые роста
диализной культуры Synechococcus 6301 отличают-
ся по концентрации клеток приблизительно на 60%
(рис. 2, кривые 1 и 2). Стимулирующее действие
мелафена на рост диализных культур Synechococ-
cus 6301 практически не зависит от интенсивно-
сти света в выбранном диапазоне и составляет
40—45% (рис. 2).

Это свидетельствует о том, что в случае диа-
лизной культуры освещенность в 4000, также как
и 1000 лк, не лимитирует действие мелафена, по-
скольку рост культуры не ограничен насыщающей
интенсивностью света. Данные рисунков указыва-
ют на то, что эффект мелафена на рост культур
обусловлен стимуляцией фотосинтетических про-
цессов в клетках.

Физико-химические свойства среды культиви-
рования, такие как Eh, могут отражать физиоло-
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Рис. 2. Эффект мелафена на рост клеток диализной культуры
цианобактерии Synechococcus 6301 при различной интенсивности
света: 1, 2 — без добавок при освещенности 1000 и 4000 лк соот-
ветственно; 3, 4 — то же, но в присутствии 10–7 М мелафена

Рис. 1. Эффект мелафена на рост клеток периодической культуры
цианобактерии Synechococcus 6301 при различной интенсивно-
сти света: 1, 2 — без добавок при освещенности 1000 и 4000 лк
сответственно; 3, 4 — то же, но в присутствии 10–7 М мелафена



гическое состояние культур на определенных ста-
диях развития. Значительное снижение величины
Eh в лаг-фазный период культивирования циано-
бактерий и гетеротрофных бактерий [10] определя-
ется образованием и выделением из клеток тионе-
инподобных низкомолекулярных белков и гамма-
Glu-Cys-пептидов, включая глутатион, содержащих
остатки цистеина. Интенсивное образование низко-
молекулярных тиолов, по-видимому, обусловлено
перестройкой метаболизма в клетках микроорганиз-
мов в период лаг-фазы и началом их интенсивного
роста [10]. Выделение низкомолекулярных тиолов
при выращивании цианобактерий и гетеротрофных
бактерий увеличивается от нескольких до десятков
раз (в зависимости от организма) при добавлении
ТМ, вызывающих у микроорганизмов токсический
стресс. Тиолы связывают ионы ТМ, снимая их ток-
сический эффект [10, 11, 12].

На рис. 3 изображены характерные для циано-
бактерий и гетеротрофных бактерий [10, 11] изме-
нения Eh среды в динамике развития культур циа-
нобактерии A. variabilis. Наличие азота незначитель-
но снижает величину Eh по сравнению с таковой
без азота (рис. 3, кривые 1 и 3), что обусловлено
увеличением содержания низкомолекулярных тио-
лов в среде. При дефиците азота в среде величи-
на Eh под действием мелафена значительно выше,
чем в присутствии азота (кривые 2 и 4). Расчеты,
основанные на данных работы Е.Л. Барского с со-
авт. [10], показывают, что если различия в содер-
жании тиолов в среде с азотом и без него составля-
ют 20—30%, то зависимое от мелафена увеличение

величины Eh в среде без азота обусловлено сниже-
нием концентрации тиоловых соединений в среде
в 2—3 раза. В то же время при недостатке азота
мелафен эффективнее увеличивает как скорость ро-
ста клеток A. variabilis, так и накопление биомас-
сы (рис. 4, кривые 1—4). Причем эффект мелафена
значительно ниже, если он добавлен не при засеве
(кривые 3 и 4), а в начале экспоненциальной фазы
роста (кривые 5 и 6) культуры. Таким образом,
характер данных рис. 3 и 4 свидетельствует, что
снижение уровня тиолов в среде связано с более
интенсивным ростом азотфиксирующей культуры
A. variabilis.

При дефиците азота в среде нитчатая циано-
бактерия A. variabilis образует специализированные
клетки — гетероцисты, основная функция которых
заключается в синтезе АТФ и фиксации атмосфер-
ного азота. Как показано нами ранее [5], в отсут-
ствие азота содержание гетероцист в нитях A. vari-
abilis составляет 9—16%, тогда как в присутствии
азота гетероцисты не определяются. При этом ме-
лафен на 30—50% увеличивает среднее количество
вегетативных клеток в одной нити.

Существенное значение для понимания роли
мелафена в физиологической адаптации микроор-
ганизмов имеет сравнительное исследование раз-
вивающихся культур в нормальных и стрессовых
условиях. Клетки цианобактерий, микроводорослей
и гетеротрофных бактерий обладают различной ус-
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Рис. 4. Эффект 10–7 М мелафена на рост периодической культу-
ры цианобактерии A. variabilis на среде с азотом (1), без азо-
та (2); 3, 4 и 5, 6 то же, что 1, 2, но при добавлении мелафе-
на; при засеве культуры и на 7-е сут культивирования клеток

соответственно

Рис. 3. Изменения Eh среды в динамике развития культуры циа-
нобактерии A. variabilis, выращиваемой с азотом (1) и без азота
в среде (3); 2, 4 — то же, но в присутствии 10–7 М мелафена
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тойчивостью к токсическому действию ТМ [10, 13].
Устойчивость микроорганизмов существенно возра-
стает при диализном культивировании аксеничных
культур микроорганизмов и особенно при смешан-
но-раздельном диализном культивировании [11, 12].
Как видно из табл. 1, добавление мелафена в кон-
це экспоненциальной фазы роста культуры A. varia-
bilis стимулирует рост клеток, тогда как добавление
CdCl2 подавляет накопление биомассы. При совме-
стном добавлении мелафена и CdCl2 наблюдается
частичное снижение ингибирующего эффекта ТМ.

Таблица 1

Эффект мелафена и CdCl2 на рост
периодической культуры цианобактерии A. variabilis

№
п/п

Варианты опыта
Содержание клеток, млн/мл

16 сут 21 сут 24 сут

1 без добавок 10 10,8 10,8

2 1 + мелафен 11,3 12,9 12,8

3 1 + CdCl2 8,4 7,9 7

4 3 + мелафен 9,1 9,2 8,5

Примечание. 1 — без добавок, 2, 3 и 4 в присутствии 10–7 М
мелафена, 3 мг/л CdCl2 и их комбинации соответственно. Оба
агента добавлены к популяциям клеток на 14-е сут культивиро-
вания; содержание клеток составляло 9 млн/мл.

В этих условиях, согласно данным табл. 2, ме-
лафен увеличивает среднее число клеток в одной
нити и снижает долю одиночных и парных клеток.
В присутствии CdCl2 число клеток в одной нити
значительно снижается, а доля одиночных клеток
резко возрастает. Мелафен, добавленный совмест-
но с CdCl2, частично снимает эффект Cd2+ на чис-
ло клеток в нити и долю одиночных клеток. Дан-
ные о том, что токсический эффект ионов Cd2+

на рост культуры A. variabilis частично снимается
мелафеном, подтверждаются результатами, представ-
ленными в табл. 3. Видно, что содержание клеток
в культурах C. vulgaris и Synechococcus 6301 умень-
шается под действием ионов Cu2+. Мелафен час-
тично снимает ингибирующее рост клеток действие
CuSO4. Наряду с этим мелафен несколько снижа-
ет количество выделенных клетками углеводов, тог-
да как ионы Cu2+ стимулируют их выделение. Сни-
жение уровня углеводов в среде под действием ме-
лафена, в то время как он стимулирует рост клеток,
может быть обусловлено повышенным потребле-
нием метаболитов клеток, в том числе углеводов,
на биосинтетические процессы при более интен-
сивном накоплении биомассы. Мелафен, добавлен-
ный совместно с Cu2+, частично снимает эффект
этого ТМ на выделение углеводов в среду куль-
тивирования.

Полученные данные позволяют предположить,
что мелафен обладает антистрессовой активностью

по крайней мере в отношении токсического дейст-
вия ТМ. К заключению об антистрессовой актив-
ности мелафена ранее пришли другие авторы [4, 6].
Их выводы основаны на таких эффектах мела-
фена, как взаимодействие с супероксидными ани-
он-радикалами, стимуляция активности дыхатель-
ных ферментов в митохондриях высших растений
и животных и увеличение степени ненасыщенно-
сти жирных кислот в сопрягающих мембранах. Ве-
роятно, эти факты могут лежать в основе адап-
тивных реакций растений к неблагоприятным фак-
торам среды.

* * *
Работа выполнена при поддержке Российско-

го фонда фундаментальных исследований (грант
№ офи 07-03-12046).
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Таблица 2

Эффект мелафена, CdCl2 и их комбинации
на содержание одиночных, парных, мертвых

и делящихся вегетативных клеток
в 17-суточных клеточных популяциях A. variabilis

№
п/п

Варианты
опыта

Содержание клеток, %

одиночные парные
среднее коли-
чество в нити

1 без добавок 0,22 (3,6%) 0,1 (1,6%) 6,3

2 1 + мелафен 0,16 (1,3%) 0,03 (0,24%) 12,4

3 1 + CdCl2 0,7 (16,7%) 0,03 (0,6%) 4

4 3 + мелафен 0,5 (10%) 0,13 (0,6%) 5,3

Примечание. Мелафен и CdCl2 добавляли к культурам в
концентрациях 10–7 М и 3 мг/л соответственно за 3 сут до под-
счета количества клеток.

Таблица 3

Эффект 10–7 М мелафена в концентрации, 3 мг/л CuSO4
и их комбинации на рост периодических культур

C. vulgaris и Synechococcus 6301

№
п/п

Варианты опыта
Содержание кле-

ток, млн/мл
Содержание угле-

водов, мкг/мл

1 C. vulgaris 3,5 46

2 1 + мелафен 7,9 38

3 1 + CuSO4 1,5 59

4 3 + мелафен 3,2 47

5 Synechococcus 6301 15,7 140

6 5 + мелафен 19,8 125

7 5 + CuSO4 6,2 148

8 5 + мелафен 7,3 136

Примечание. Содержание клеток и углеводов для обеих
культур определяли на 10-й день соответственно.
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MELAFEN EFFECT ON DEVELOPMENT OF CYANOBACTERIA
AND GREEN MICROALGAE CULTURES IN STRESS CONDITIONS

E.L. Barsky, I.O. Shandieva, Ya.V. Savanina, A.F. Lebedeva,
S.G. Fattakhov, Е.S. Lobakova

Melafen stimulating effect on cell growth of cyanobacteria Synechococcus 6301 amounted to
30—45% at 1000 lux cultures illumination. Cells illumination in the area saturation (4000 lux)
produced to decrease of melafen action. Growth rate and biomass accumulation of Anabaena
variabilis cells made up 20—25% lower with nitrogen then without one in the medium. Melafen
more efficiently stimulated cultures growth rate without nitrogen. Data indicate melafen activates
photosynthetic processes and quite possible atmospheric nitrogen fixation in the cells. Heavy me-
tal Cd2+ ions decreased biomass accumulation and average number cells in the filaments of A. va-
riabilis. Melafen took away partially Cd2+ toxical effect. Cu2+ ions depressed Synechococcus 6301
and Chlorella vulgaris cells growth, but stimulated carbohydrate accumulation. Cu2+ ions action
was partially decreased by melafen. It is supposed that melafen shows untistress activity in the
conditions of toxic heavy metal effect on the growth of phototrophic microorganisms.

Key words: cyanobacteria, green microalgae, stress conditions, melafen.
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