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НАКОПЛЕНИЕ ХРОМА И СЕЛЕНА КЛЕТКАМИ И ЛИПИДАМИ 

СHLORELLA VULGARIS BEIJ. ПРИ ИНКУБАЦИИ C ХЛОРИДОМ 

ХРОМА (III) И СЕЛЕНИТОМ НАТРИЯ 

Исследована концентрационно-временная закономерность поглощения Cr3+ в 

присутствии Se4+ клетками микроводоросли Сhlorella vulgaris и липидами. 

Накопление хрома носит флуктуационный характер и состоит из четырех этапов: 

адаптации клеток к новому фактору, связанной с мембранными механизмами 

формирования стресс-реакции клеток на присутствие в среде ионов хрома и 

селенита; активного накопления хрома, которое прекращается вследствие 

насыщения центров связывания ионов металла, прежде всего металлотионеиновыми 

протеинами; угнетения контролируемой фиксации металла в клетке в целом и 

липидах; этапа восстановления накопления, когда процесс становится хаотичным и 

неконтролируемым клеткой и завершается ее гибелью. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а : селен, хром, липиды, Chlorella vulgaris, накопление, кинетика 

Введение 

Увеличение концентрации тяжелых металлов (ТМ) в водных 

экосистемах приводит к их чрезмерной аккумуляции гидробионтами и 

нарушению метаболизма (Rodrigues-Ariza et al., 1991; Grubinko et al., 

2011). Отдельные металлы уже в небольших количествах проявляют 

высокую физиологическую активность (Villares et al., 2001). Некоторые 

из них, с одной стороны, в микроколичествах входят в состав 

ферментов водорослей и способны проявлять высокую биологическую 

активность, поэтому играют важную роль в процессах их 

жизнедеятельности, с другой — их избыток в среде токсичен для 

гидробионтов и ингибирует определенные звенья обмена веществ 

(Грубинко, 2012). 

Общей характеристикой воздействия большинства тяжелых 

металлов на водоросли является их стимулирующее влияние при низких 

концентрациях и угнетение жизнедеятельности под воздействием 

высоких (Дмитриева и др., 2002; Cho et al., 1994; Garg et al., 1997). 

Поэтому водоросли в условиях загрязнения среды ионами металлов, 

независимо от их принадлежности к разным экологическим группам, 

могут накапливать микроэлементы в концентрациях, намного превыша- 
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ющих их содержание в воде (Jain et al., 1989). При этом увеличение 

концентрации свыше определенного уровня вызывает необратимые 

изменения в обмене веществ и приводит к гибели клеток (Grubinko et 

al., 2011, 2017).  

Количество металлов, которое накапливается единицей биомассы 

или клеточных макромолекул микроводорослей, зависит от концентра-

ции их ионов в среде, соотношения металл : биомасса (макромолекулы), 

продолжительности инкубации, pH, освещенности и т. д. (Algal…, 2008). 

При поглощении Mn2+, Zn2+, Cu2+ и Pb2+ одноклеточной зеленой 

водорослью Ch. vulgaris их накопление носит флуктуационный характер 

и имеет 4 этапа, происходит по смешанному типу ингибирования и 

определяется сродством с ионами металл-связывающих белков. Однако 

после насыщения их сайтов связывания процесс становится 

неконтролируемым (Grubinko et al., 2017). 

Что касается хрома, то уровень поглощения его ионов значительно 

зависит от степени окисления элемента (Thompson et al., 2002). Степень 

поглощения ионов Cr(VI) Spirulina рlatensis (Nordst.) Geitl. из 

культуральной среды значительно ниже, чем ионов Cr(III) 

(Мосулишвили и др., 2002). 

Селен является эссенциальным микроэлементом для всех 

организмов, в т. ч. для микроводорослей, принимает непосредственное 

участие в метаболических, биофизических и энергетических процессах 

(Гмошинский и др., 2000), а его важнейшей функцией является участие 

в антиоксидантной защите (Araie, Shiraiwa, 2009).  

Исследования показали (Вінярська, 2016), что при моделировании 

поглощения селенита натрия в концентрации 0,5 мг Se(IV)/дм3; 5; 10;  

20 мг Se(IV)/дм3 отдельно и совместно с Co2+ (0,05 мг/дм3), Cu2+  

(0,002 мг/дм3), Fe3+ (0,008 мг/дм3), Mn2+ (0,25 мг/дм3), Zn2+ (5,0 мг/дм3) в 

течение 1–7 сут в Ch. vulgaris накопление селена и ионов металлов при 

их совместном воздействии является синергичным. При этом активное 

накопление селена и металлов, обнаруженное в липидах, может быть 

использовано для получения биологически активной лечебно-

профилактической субстанции (Боднар та ін., 2017) и получения из 

водорослей серии биологически активных соединений с 

терапевтическим эффектом: водорослевых липидов, селена и металлов 

(Bodnar et al., 2017). 

Целью нашего исследования было выяснить особенности 

накопления ионов Cr(III) биомассой и липидами водоросли Ch. vulgaris 

при воздействии на них ионов Se(IV), а также установить такие 

концентрации микроэлементов, которые смогли бы активизировать 

обмен веществ в клетках водоросли и биосинтез липидов для получения 

биологически активных селен-металл-липидных комплексов. 

Материалы и методы 

Исследовали микропопуляцию альгологически чистой культуры  

Ch. vulgaris CCAP-211/11в, которую выращивали в условиях накопления 
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в среде Фитцджеральда в модификации Цендера и Горхема № 11 в 

люминостате в стеклянных колбах (250 дм3) при температуре 22–25 оС и 

освещении 2500 лк 16/8 ч (Топачевский, 1975). 

В культуру водоросли добавляли водный раствор селенита натрия 

(Na2SeO3) с содержанием Se4+ 10 мг/дм3 и водный раствор CrCl3·6H2O с 

содержанием Cr3+ 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 мг/дм3. Период инкубации культуры 

водоросли с указанными солями составил 1; 3, 6; 12; 24; 48; 72; 168;  

240 ч. Контрольными были водоросли, которые росли в питательной 

среде без добавления этих солей. 

Проникновение ионов в клетки водоросли прекращалось при  

2,5 мМ ЭДТА. После центрифугирования суспензии водорослей (650 g) 

осадок промывали раствором питательной среды c последующим 

озолением в концентрированной азотной кислоте (Grubinko et al., 2011). 

Содержание металлов определяли с помощью атомно-абсорбционного 

спектрофотометра Selmi C-115 M.  

Липиды из биомассы экстрагировали хлороформ-метаноловой 

смесью по методу Фолча (Hokin, Hexum, 1992): к одной части влажной 

биомассы добавляли 20 частей экстрагирующей смеси и оставляли на  

12 ч. Нелипидные примеси из экстракта удаляли 1%-ным раствором 

KCl. Общее количество липидов определяли весовым методом после 

выпаривания экстрагирующей смеси (Кейтс, 1975). 

Содержание селена в липидном экстракте после его озоления 

азотной кислотой (HNO3) в герметических бюксах при t 120 оС в 

течение 2 ч определяли спектрофотометрически с о'-фенилендиамином 

при длине волны 335 нм (Дедков, Мусатов, 2002), а хрома — после 

озоления липидного экстракта смесью азотной (HNO3) и серной 

(Н2SO4) кислот — с помощью хромазурола S при длине волны 556 нм 

(Яцків, Пацай, 2009). 

Количество накопленных микроэлементов биомассой/липидами 

водоросли устанавливали по разнице между содержанием 

микроэлементов в контроле (без добавления солей селена и хрома) и в 

опытных вариантах и выражали в мг/г биомассы/липидов. 

Полученные цифровые данные обрабатывали методом 

вариационной статистики в 5 повторностях. Статистическую обработку 

цифровых данных проводили с помощью программного обеспечения 

Excel (Microsoft, США) и STATISTICA 6.0 (Statsoft, США). При 

статистическом анализе данных применяли такие показатели 

вариационной статистики, как среднее арифметическое (M) и 

стандартная ошибка среднего значения (m). 

Результаты и обсуждение 

Хроматографический и масс-спектрометрический анализ селеносодер-

жащих липидов Ch. vulgaris (Perales et al., 2006), выращенных при 

высоких концентрациях Se(IV), показал, что селен присутствует во всех 

фракциях липидов. Механизм включения элемента в их состав пока не 

выяснен, однако включенные в липиды селен и металлы связываются с 
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ними прочно, поскольку после выделения в их составе обнаруживается 

значительное количество данных микроэлементов. Возможно, это 

является результатом их включения в состав молекул липидов по месту 

двойной связи в ненасыщенных жирных кислотах или за счет 

межмолекулярного взаимодействия (Вінярська, 2016; Selenium, 2003). 

Полученные данные показали, что поглощение хрома клетками  

Ch. vulgaris зависит от его концентрации и продолжительности 

воздействия. Так, активная аккумуляция хрома биомассой при 

концентрации 2,5 мг/дм3 в 2,7 раза выше, чем в контроле; при  

5 мг/дм3 — в 5,3 раза выше и при 7,5 мг/дм3 — в 5,7 раза выше, чем в 

контроле в течение 3 ч инкубации. После этого в течение 12 ч 

наблюдается снижение аккумуляции металла с последующим 

восстановлением скорости поглощения до 168 ч (при концентрации 

хрома 2,5 мг/дм3 накопление микроэлемента увеличилось в 2,6 раза;  

при 5 мг/дм3 — в 4,7 раза и при 7,5 мг/дм3 — в 4 раза), затем 

наблюдается очередное снижение интенсивности накопления металла 

(рис. 1). 

 

 

Рис. 1. Накопление Cr (III)/дм3 клетками Chlorella vulgaris (М ± m, n = 5) 

При действии 0,5 и 1 мг/дм3 ионов хрома его поглощение было 

аналогичным: в течение 3 ч происходит незначительное увеличение 

аккумуляции металла (на 10 и 30% соответственно), затем в течение 6 ч 

отмечается снижение интенсивности процесса поглощения, которое 

практически не изменяется при инкубации до 12 ч. От 24 до 168 ч 

культивирования накопление хрома Ch. vulgaris снова активизируется 

(на 20 и 46%), после чего опять снижается. 

Биосорбция как начальный этап биологического концентрирования 

тяжелых металлов зависит, прежде всего, от площади поверхности 

клетки, стадии ее развития, состава, структуры и емкости клеточной 

оболочки, количества и активности групп, способных связывать металл, 

и от физиологического состояния клетки. С насыщением указанной 
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емкости процесс накопления лимитируется другими факторами, такими 

как способность проникновения металла через мембранные структуры, 

особенностью метаболизма клетки, скоростью экскреции металла и  

т. д., которые и предопределяют второй этап накопления (Brady et al., 

1994). Характер, скорость и особенности второго этапа поступления 

тяжелых металлов обусловлены активностью физиологических и 

биохимических процессов взаимодействия абсорбированных веществ с 

ферментами и макромолекулами мембран, а также перемещением их 

внутрь клетки (Cho et al., 1994). 

Исследование особенностей включения хрома в липиды Ch. vulgaris 

показало, что интенсивное накопление его наблюдается после 6 ч 

инкубации при действии всех исследуемых концентраций металла. 

Затем в течение 168 ч культивирования происходит активное 

накопление металла также при всех исследованных концентрациях (при 

0,5 мг/дм3 аккумуляция хрома увеличивается в 1,18 раз; 1 мг/дм3 — в 

1,94 раза, 2,5 мг/дм3 — в 5,2 раза; 5 мг/дм3 — в 12,2 раза; 7,5 мг/дм3 — в 

9 раз по сравнению с контрольными значениями), после чего процесс 

поглощения хрома липидами водорослей снижается (рис. 2). 

 
Рис. 2. Накопление Cr (III)/дм3 липидами Chlorella vulgaris (М ± m, n = 5) 

 

Следовательно, наибольшее накопление хрома биомассой клеток 

происходит на протяжении 3 ч при его концентрации 5 и 7,5 мг/дм3, 

однако это не совпадает с максимальными значениями включения Cr3+ 

в состав липидов, которое наблюдается в течение 168 ч 

культивирования при действии металла в концентрации 5,0 мг/дм3. В то 

же время при концентрации Cr3+ 5 мг/дм3 также наблюдается второй 

пик аккумуляции хрома биомассой водоросли. 

Таким образом, установлено, что оптимальной для дальнейших 

исследований и перспективной для получения хромлипидной субстан-

ции из биомассы Ch. vulgaris является концентрация хрома 5 мг/дм3. 

Селен осуществляет в клетке важные метаболические функции, 

связанные прежде всего с антиоксидантной защитой. Особенности 
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кинетики, аккумуляции и включения его в состав клеток хлореллы при 

действии селенита натрия в различных концентрациях были изучены 

ранее (Cho et al., 1994). Что касается накопления селена клетками 

водоросли в присутствии ионов хрома в концентрации 5 мг/дм3, то его 

активная аккумуляция биомассой хлореллы начинается по истечении  

12 ч культивирования и стремительно увеличивается, достигая 

максимума на протяжении 168 ч (в 3,2 раза превышает контроль), после 

чего интенсивность накопления селена уменьшается (рис. 3, А). 

 

 

 
                А                                                                   Б 
                                         Время инкубации, ч 

Рис. 3. Накопление селена клетками (А) и липидами (Б) при совместном 

культивировании Chlorella vulgaris с селенитом (5 мг/дм3) и ионами хрома  

(5 мг/дм3) (М ± m, n = 5) 

 

Результаты исследования аккумуляции селена липидами Ch. vulgaris 

показали, что в течение первых 3 ч культивирования происходит 

включение этого микроэлемента в состав последних. Далее процесс 

стабилизируется и после 6 ч наблюдается дальнейшее интенсивное 

накопление селена липидами водоросли до 168 ч (в 3,3 раза превышает 

контроль), после чего интенсивность процесса снижается (рис. 3, Б). 

Характер процесса аналогичен предыдущему, однако, как и в случае 

накопления хрома биомассой хлореллы, происходит задержка 

включения селена в липиды во времени по сравнению с его 

накоплением нативными клетками на протяжении 12 ч, что связано с 

транспортом и включением селена в липиды. 

Общей закономерностью накопления хрома клетками и их 

липидами является выраженный флуктуационный характер. В целом, 

процесс накопления можно разделить на 4 этапа. Первый — адаптация 

клеток к новому фактору, связанная с мембранными механизмами 

формирования стресс-реакции клеток на присутствие солей хрома и 

селена. Ранее показано (Lutsiv, Grubinko, 2012b), что это может быть 

связано его структурно-функциональными преобразованиями в 

клеточной стенке водоросли, направленными на установление ею 

контроля за накоплением ионов — формированием системы «двойных 

концентрических мембран» и сопряженными с ними их липидными 
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перестройками (Костюк, Грубінко, 2010; Kostyuk, Grubinko, 2012; 

Grubinko et al., 2017). Второй этап — активное накопление (в течение 3 ч), 

который заканчивается насыщением центров связывания ионов 

металлов, прежде всего, металлотионеиновыми протеинами (Золоту-

хина, Гавриленко, 1990). До завершения этого этапа клетки пытаются 

контролировать поступление ионов сначала на мембранном уровне, 

затем связыванием их избытка металлородственными метаболитами, 

особенно протеинами; металлы также могут активно аккумулироваться 

липидами и другими соединениями (Lutsiv, Grubinko, 2012а). Этим 

обусловлена задержка накопления хрома липидами, которое 

наблюдается после 6 ч инкубации хлореллы с ионами хрома (см. рис. 2). 

После этого наступает третий этап — снижение накопления металла в 

клетке (6–12 ч) и липидами в частности, которое переходит в четвертый 

этап — восстановление накопления (12–168 ч), которое имеет хаотичный 

и неконтролируемый клеткой характер, что приводит к ее гибели (168–
240 ч) (Lutsiv, Grubinko, 2012b). 

О механизме связывания токсических ионов можно судить по их 

химическому строению и поведению в растворах. Исследование адапти-

рованной к высоким концентрациям цинка зеленой водоросли 

Stigeoclonium tenue (C. Agardh) Kütz. показало, что она производит 

большое количество родственных фитохелатинам пептидов, содержание 

которых в 22 раза выше в устойчивых к цинку водорослях (Pawlik-

Skowronska, 2003). Для свинца известен механизм, который включает 

комбинацию ионного обмена и восстановительных реакций, 

сопровождающихся осаждением металла на клеточных стенках 

(Золотухина, Гавриленко, 1990; Raize et al., 2004), а для меди — ионный 

обмен и комплексообразование (Ahalya et al., 2003). В ионообменном 

процессе катионы тяжелых металлов, возможно, вытесняют Ca2+, Mg2+ и 

другие элементы из оболочек клеток. 

Выводы 

Установленные особенности поглощения ионов Cr(III) в присутствии 

Se(IV) клетками и липидами хлореллы позволяют считать выявленные 

процессы физиологически верными, а включение этих элементов в 

клетки и липиды эффективным. 

Открывается перспектива получения в условиях аквакультуры 

биологически активного селен-хром-липидного комплекса из Chlorella 

vulgaris. Так при введении в рацион животных в течение 14 сут селена в 

количестве 1,85 мкг, хрома — 1,1 мкг и липидов — 0,5 мг на 1 мл 1%-

ной водно-крахмальной суспензии прооксидантные процессы 

подавляются, усиливается антиоксидантная защита организма (Лукашів 

та ін., 2016а). При этом повышается активность сукцинатдегидрогеназы 

и цитохромоксидазы, активизируется глутаматдегидрогеназа как с 

НАДН, так и с НАДФН, изменяется соотношение их активности в 3 

раза, что свидетельствует об активации в печени животных 

энергетического метаболизма с использованием аминокислот как 
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энергетических субстратов. Таким образом, селенхромлипидные 

препараты из хлореллы могут использоваться для коррекции 

патологических нарушений в организме (Лукашів та ін., 2016б).  
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ACCUMULATION OF CHROMIUM AND SELENIUM INSIDE CELLS AND IN 

LIPIDS OF СHLORELLA VULGARIS BEIJ. DURING THE INCUBATION FROM 

CHROMIUM BY SODIUM CHLORIDE AND SELENIUM 

We investigated the concentration and timing characteristics of chromium (Cr3+) absorption 

in the presence of selenium (Se4+) inside the cells as well as in lipids of Chlorella vulgaris 

microalgae. Discovered patterns of chromium accumulation had a pronounced fluctuation, 

which can be divided into four phases: cells' adaptation to the new factor, associated with 

membrane mechanisms of cell stress response formation; active accumulation phase, which 

ends after the saturation of binding sites with metal ions, first with metallothionein proteins; 

suppression controlled metal fixation particularly in the cell and in lipids; stage of 

accumulation recovery that is chaotic and uncontrolled by the cell and accompanied by its 

death. 
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