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ВЛИЯНИЕ МИКРОВОДОРОСЛИ CHLORELLA VULGARIS НА ДИНАМИКУ ВЫКЛЕВА 

ARTEMIA SALINA И ЧИСЛЕННОСТЬ БАКТЕРИЙ В СРЕДЕ ВЫРАЩИВАНИЯ АРТЕМИИ  
 

С целью оптимизации выращивания Artemia salina и снижения бактериальной нагрузки  на среду выращива-

ния личинок при её использовании в качестве живого корма исследовано влияние культуры микроводорос-

лей Сhlorella vulgaris на скорость выклева науплиев артемий, динамику численности бактерий в среде их 

выращивания и интенсивность колонизации покровов науплиев бактериями. При добавлении С. vulgaris в 

среду инкубации артемий численность бактерий в ней была значительно ниже, чем в контроле (соответст-

венно, 33.6 ± 0.12 106 и 82.7 ± 14 106 кл. мл-1 спустя 25 ч, t-тест, p<0,05), что указывает на хорошо выра-

женный антибиотический эффект хлореллы. В дальнейшем этот эффект сохранялся даже в условиях поступ-

ления в среду инкубации артемий большого количества органических веществ – дополнительного субстрата 

для бактерий, обусловленного метаморфозом науплиев, т.е. микроводоросли были способны сдерживать 

бактериальный рост. Присутствие C. vulgaris в среде инкубации артемий сокращало время выклева науплиев 

из цист и обеспечивало более синхронный метаморфоз, а степень колонизации покровов науплиев бактерия-

ми была достоверно ниже, чем в контроле.  

Ключевые слова: микроводоросли, бактерии, проточная цитометрия, Сhlorella vulgaris, бактерицидный эф-

фект, Artemia salina 

 

Артемия (Artemia salina) – наиболее широко ис-

пользуемый кормовой объект при выращивании 

личинок морских рыб. Этот вид живого корма об-

ладает рядом преимуществ, выгодно отличающих 

его от других кормовых организмов. Прежде всего, 

это – синхронное получение большого количества 

одновозрастных и одноразмерных науплиев из кон-

сервированных цист за короткий срок, техноло-

гичность культивирования, высокое содержание 

белка [10], малые размеры науплиев (0.3 – 0.5 мм), 

мягкий наружный скелет и т.д. Вместе с тем, науп-

лии артемий часто являются вектором передачи 

личинкам патогенных бактерий [11]. Микробиоло-

гическими исследованиями установлено, что на 

поверхности цист артемий в альвеолярных и корти-

кальных слоях их внешней оболочки локализуется 

значительное число бактерий [5], которые не всегда 

элиминируются дезинфицирующими средствами 

[7]. Большое количество органических веществ, 

накапливаемое в среде в процессе разрыва оболоч-

ки цист во время выхода из них науплиев, а также 

температурный диапазон, необходимый для их вы-

клева (25 – 30ºС), создают благоприятные условия 

для развития внесенной в среду вместе с цистами 

артемии микрофлоры, большую часть которой со-

ставляют оппортунистические быстро размножаю-

щиеся бактерии – r-стратеги [25]. Именно r-страте-

ги, в число которых входят и опасные патогены 

группы Vibrio, чаще всего являются причиной ги-

бели личинок рыб на ранних стадиях развития [20]. 

Существует ряд мер, направленных на элиминацию 

бактерий, ассоциированных с артемиями. Самым 

распространённым из них является обработка кор-

мового объекта различными антибактериальными 

средствами. Однако в последнее время всё чаще 

публикуются данные о появлении в аквакультур-

ных производствах резистентных к антибиотикам 

штаммов бактерий, что определяет необходимость 

поиска альтернативного решения этой проблемы [4, 

24]. Некоторые авторы  сообщают об эффективно-

сти подмены воды во время инкубации артемии 

[14], другие предлагают метод биоинкапсуляции – 

краткосрочной инкубации артемии в суспензии с 

высокой концентрацией медленно размножающих-

ся пробиотических бактерий – К-стратегов, не па-

тогенных для личинок рыб [15]. 
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В ряде исследований предлагают инкубацию арте-

мии в культурах микроводорослей [21]. Разработка 

методов применения микроводорослей для преду-

преждения вспышки бактериальных инфекций в 

аквакультурных производствах является актуаль-

ной задачей. 

Цель данной работы заключалась в иссле-

довании влияния культуры микроводоросли 

Сhlorella vulgaris на динамику выклева науплиев 

артемий, численность бактерий в среде их инкуба-

ции и на интенсивность колонизации бактериями 

внешних покровов науплиев.  

Материал и методы. В экспериментах ис-

пользовали неаксеничную культуру хлореллы 

Chlorella vulgaris в экспоненциальной фазе роста (≈ 

9107 кл. мл-1), полученную из коллекции культур 

морских микроводорослей (культура №25) отдела 

экологической физиологии водорослей ИнБЮМ 

НАНУ (г. Севастополь), и сибирскую расу артемий 

компании Artemia Wholesale – Artemia salina. Мик-

роводоросли культивировали на среде Уолна [7], 

приготовленной на черноморской воде 18 ‰, при 

температуре 24±1ºС, постоянном освещении 5 тыс. 

люкс, без продувки. 

Цисты артемий помещали в конические 

колбы, содержащие 600 мл стерильной морской 

воды и содержали при постоянном освещении 5 

тыс. люкс и температуре 28°С. Концентрация цист 

артемий составляла 5 мг сыр. в. л-1 в соответствии с 

рекомендациями [26]. Экспериментальные колбы с 

цистами разделили на две серии по три повторно-

сти. В первую серию добавляли 50 мл стерильной 

морской воды 18 ‰ (контроль), во вторую – 50 мл 

культуры C. vulgaris, выращенной при солёности 18 

‰. Начальная концентрация клеток хлореллы в 

экспериментальных колбах с цистами артемии со-

ставляла 0.4106 кл. мл-1.  

В ходе эксперимента проведён сравнитель-

ный анализ динамики выклева науплиев артемии и 

численности бактерий в среде, в колбах с добавле-

нием (опыт) и без добавления (контроль) C. 

vulgaris. Численность науплиев определяли прямым 

подсчётом в камере Богорова, пробы отбирали че-

рез 18, 20 и 25 ч.  

Исследования проводили с помощью мето-

дов проточной цитометрии и эпифлуоресцентной 

микроскопии. Для анализа динамики численности 

бактерий и клеток микроводорослей пробы среды 

отбирали из экспериментальных ёмкостей в начале 

эксперимента, через 20 и 25 ч и исследовали с по-

мощью проточного цитометра CytomicsTM FC 500 

(Beckman Coulter, США), оборудованного 488 нм 

однофазным аргоновым лазером, и программного 

обеспечения CXP. Общую численность микроводо-

рослей определяли в неокрашенных пробах с по-

мощью гейтинга популяции клеток на 2-

параметрических цитограммах прямого светорас-

сеивания (FS) и автофлуоресценции в красной об-

ласти спектра (FL4, 675 нм) на безразмерных лога-

рифмических шкалах. Численность бактерий опре-

деляли в пробах, окрашенных SYBR Green I 

(Molecular Probes, США), с помощью гейтинга по-

пуляции клеток на 2-параметрических цитограммах 

прямого светорассеивания (FS) и флуоресценции 

SYBR Green I в зелёной области спектра (канал 

FL1, 525 нм) на безразмерных логарифмических 

шкалах.  

Окраску бактерий SYBR Green I произво-

дили в соответствии с [17]. Этот флуорохром по-

вышенной яркости с максимумами возбуждения и 

эмиссии соответственно 497 и 521 нм обладает вы-

соким сродством к двухцепочечной ДНК, но спосо-

бен также связываться с РНК и одноцепочечной 

ДНК. Рабочий раствор красителя готовили в раз-

бавлении 10-2 и хранили в замороженном состоянии 

при -20°С. Конечное разбавление в пробе составля-

ло 10-4. Окраску производили в темноте в течение 

30 мин непосредственно перед цитометрическими 

измерениями. 

Концентрацию клеток бактерий и микро-

водорослей рассчитывали по скорости протока 

пробы (соответственно, 15 и 60 мкл мин-1), времени 

счёта (100 – 360 с) и количеству клеток, зарегист-

рированных в этот промежуток времени (в пробах 

микроводорослей – минимум 3000 кл. для каждой 

из повторностей). Контроль качества измерений 

выполнен с помощью калибровочных флуоросфер 

Flow-CheckTM (Beckman Coulter) с известной кон-

центрацией в пробе. 

В качестве флуоресцентного маркера бак-

териальной плёнки на поверхности артемии ис-

пользовали SYBR Green I. Метод окраски проб, 

содержащих организмы, не отличался от описанно-

го выше. Микрофотосъёмку организмов осущест-

вляли под микроскопом Nikon Eclipse TS100-F, 

оборудованным камерой Ikegami ICD-848P, в лю-

минесцентном режиме (набор светофильтров для 

возбуждения в синей области спектра). Измерения 

цветовых/яркостных характеристик каждого из ис-

следуемых организмов проводили с помощью 
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оригинального программного обеспечения 

ImageRegionColor v.1.3. под ОС MS Windows [2]. 

Программа позволяет вручную выделять очертания 

организма, автоматически осреднять цвет выделен-

ной области снимка, проводит измерения в соот-

ветствии с цветовыми моделями HSB (H – цветовой 

тон, S – насыщенность, B – яркость) и RGB (R – 

красный, G – зелёный, B – синий) и сводит полу-

ченные данные в таблицу, которая экспортируется 

в MS Exсel. Таким образом, для каждой анализи-

руемой особи получали один набор значений из 

шести переменных (HSB и RGB), которые служили 

показателями интенсивности бактериальной коло-

низации покровов организмов. 

Результаты и обсуждение. В начале 

эксперимента численность бактерий в кон-

трольных сосудах  с артемией без добавления 

микроводорослей была достоверно ниже (≈ 0.3 

±  0.17  106 кл. мл-1), чем в сосудах с добавле-

нием C. vulgaris  (≈ 2.1 ± 0.17  106 кл. мл-1) 

(рис. 1 Б). Это обусловлено тем, что вместе с 

микроводорослями в среду были привнесены 

ассоциированные с ними бактерии.  

 
В дальнейшем, на протяжении всего 

эксперимента, численность бактерий возраста-

ла во всех сосудах, что было обусловлено вы-

клевом науплиев и поступлением при разрыве 

цист в среду большого количества органиче-

ских веществ, являющихся субстратом для 

бактерий. Однако в контроле бактериальное 

число значительно превышало таковое в опыт-

ных сосудах и на момент пика выклева науп-

лиев (20 ч) (рис 1 А) составляло соответствен-

но 66.7 ± 4.4 106 и 31.9 ± 0.9 106 кл. мл-1 (рис 

1 Б).  После 20 ч инкубации артемий (пик вы-

клева) рост численности бактерий в сосудах с 

добавлением C. vulgaris не только не увеличи-

вался, а замедлился, в то время как в кон-

трольных сосудах он продолжал увеличивать-

ся, и в конце эксперимента численность бакте-

рий составила, соответственно, 82.7 ± 14  106 

и 33.6 ± 0.12  106 кл.  мл-1, что указывает на 

хорошо выраженный антибиотический эффект 

данного вида микроводорослей. 

Добавление C. vulgaris в среду инкуба-

ции артемии оказывало также положительный 

эффект и на динамику выклева науплиев. В со-

судах с добавлением C. vulgaris выклев начи-

нался раньше, и уже через 18 ч численность 

науплиев составляла в опыте 136 ± 2, в контро-

ле – 75 ± 35 экз. мл-1. Методами, используемы-

ми в данном эксперименте, невозможно опре-

делить, прямой или косвенный эффект оказы-

вает присутствие хлореллы на скорость выкле-

ва науплиев из цист. Возможно, в отсутствии 

микроводорослей высокая численность бакте-

рий в среде инкубации может негативно влиять 

на процесс выделения специальных энзимов в 

головной части эмбриона, служащим сигналом  

 

 
Рис 1. Динамика выклева науплиев A. salina  (А) и численности бактерий в их среде (Б) в контроле 

(Chlorella(-)) и в сосудах с добавлением C. vulgaris (Chlorella(+)) 

Fig. 1 Dynamics of hatching of A. salina nauplii (A, ind ml-1) and bacterial abundance (Б, 106 cells ml-1) in control 

(Chlorella (-)) and test (Chlorella (+)) vessels. Bars are SD. Time is in hours 
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к разрыву наружных оболочек цист и освобож-

дению науплиев [28]. Кроме того, известно, что 

содержание кислорода в среде в присутствии 

микроводорослей увеличивается, что может 

оказывать дополнительный положительный 

эффект на процесс выклева науплиев [28].  

Пик выклева (максимальная числен-

ность науплиев) и в контрольных и в опытных 

сосудах зафиксирован через 20 ч, после чего 

наблюдали начало метаморфоза, – появление 

метанауплиев – следующей стадии развития 

артемии, однако скорость метаморфоза в даль-

нейшем различалась (рис. 1А). В опытных со-

судах численность неметаморфизированных 

особей (науплиев) снижалась в 1.3 раза быст-

рее,  что указывает на то, что в отсутствии 

хлореллы процесс метаморфоза артемий про-

ходил значительно медленнее. Так, через 25 ч 

количество науплиев в контроле составляло 

118 ± 16 экз. мл-1, в то время как в опыте оно 

снизилось до 86 ± 14 экз. мл-1. Таким образом, 

присутствие C. vulgaris в среде инкубации ар-

темий не только сокращает время выклева, но 

и обеспечивает их более синхронный мета-

морфоз. Это позволяет снизить расходы на ин-

кубацию и даёт возможность получить макси-

мальное количество однородных организмов 

(определённой стадии развития), что очень 

важно, т.к. различным стадиям развития личи-

нок рыб, в частности камбалы-калкана, кото-

рых кормят артемией, должны соответствовать 

определенные стадии развития артемии. 

Во время метаморфоза происходит 

линька науплиев, что приводит к поступлению 

дополнительного количества органических 

веществ в среду инкубации, и, соответственно, 

росту бактериальной численности. Действи-

тельно, после пика выклева и начала метамор-

фоза в контрольных сосудах в отсутствии хло-

реллы численность бактерий растёт, в то время 

как в опытных сосудах в присутствии хлорел-

лы изменяется незначительно (рис 1 Б). Это 

указывает на то, что даже в условиях поступ-

ления дополнительного субстрата для роста 

бактерий в среду C. vulgaris сохраняет свою 

антимикробную активность и сдерживает рост 

бактерий. Антимикробный эффект хлореллы 

отмечен нами в предыдущих работах, в кото-

рых показано, что присутствие хлореллы в 

среде сдерживало рост бактерий при выклеве 

личинок калкана из икры [3]. Об антимикроб-

ной активности микроводорослей неоднократ-

но сообщалось и в других  публикациях [9]. 

Предполагают, что она может быть связана с 

действием метаболитов, продуцируемых клет-

ками микроводорослей [18], или специфиче-

ской бактериальной флорой, ассоциированной 

с культурами микроводорослей [8]. В естест-

венной среде микроводоросли конкурируют с 

бактериями за пространство и ресурсы [13], 

что определяет способность многих видов 

микроводорослей к синтезу антибиотиков и 

хорошо выраженному ингибированию бакте-

риального роста [1]. 

В ходе эксперимента установлено так-

же, что присутствие хлореллы влияло на сте-

пень и характер колонизации покровов арте-

мии бактериями. Окрашенная SYBR Green I 

бактериальная пленка на покровах науплиев 

артемии флуоресцировала ярко-зелёным цве-

том. По локализации и яркости флуоресценции 

определяли интенсивность бактериальной ко-

лонизации той или иной области цефалоторак-

са (рис. 2).  

В наибольшей степени бактерии коло-

низировали протоцефалон и конечности науп-

лиев (рис. 2 В), однако отдельные небольшие 

очаги бактериальной пленки наблюдали также 

и на других участках покровов их тела (рис. 2, 

С). Особи, наиболее интенсивно колонизиро-

ванные бактериями, существенно отличались 

по своим средним цветовым характеристикам, 

в первую очередь, по яркости свечения (B) и 

вкладу зелёного цвета (G) в общую цветовую 

гамму покровов организма. Таким образом, ос-

реднённые значения яркости окраски и её зеле-

ной компоненты могли служить достоверным 

показателем степени колонизации покровов 

артемии бактериальной флорой среды выращи-

вания. 
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В пробах с хлореллой (Chlorella(+)) 

степень колонизации артемий бактериями бы-

ла ниже, чем в контроле (Chlorella(−)) (рис. 3). 

В пространстве переменных G и B обе пробы 

образуют в значительной степени перекры-

вающиеся кластеры точек (рис. 3), однако кла-

стер контроля крупнее, поскольку он включает 

колонизированные бактериями организмы с 

ярко-зелёной флуоресценцией. 

 
Распределение каждой из выборок по 

переменной G представлено на рис. 3 в форме 

диаграмм Box-Whisker (медиана, диапазон из-

менений, верхний и нижний квартили, выбро-

сы). Для этой переменной получена статисти-

чески достоверная разница между опытом и 

контролем (p<0.05, непарный t-тест), что ука-

зывает на хорошо выраженный бактерицидный 

эффект хлореллы и на возможность её исполь-

зования для снижения риска передачи бакте-

риальных патогенов через живые корма. 

Характер распределения кластеров на 

рис. 3 позволяет сделать ряд предположений о 

механизме выявленного антибактериального 

эффекта хлореллы. 

Высокие концентрации бактерий (в том

 

 
Рис. 3. Оценка степени бактериальной колонизации покровов науплиев артемии в обработанных хлореллой 

пробах (Chlorella(+)) и контроле (Chlorella (−)) по характеру окраски (G – зелёная компонента RGB, B – яр-

кость в цветовой модели HSB) бактериальной биопленки флуорохромом SYBR Green I  

Fig. 3 Bacterial colonization of epithelia of the Chlorella-treated (Chlorella(+)) and control (Chlorella(−)) Artemia 

nauplii, estimated by colour characteristics (G – green in RGB model, B – brightness in HSB model) of SYBR Green 

I-stained bacterial biofilm 

 

 
Рис. 2 Флуоресценция бактериальной пленки на покровах артемии после окраски пробы SYBR Green I: А – 

отсутствие бактериальной колонизации; В – сильная бактериальная колонизация головы и конечностей; С – 

примеры разной локализации  бактерий на покровах артемии 

Fig. 2 Fluorescence of bacterial film on Artemia integuments stained with SYBR: A – no bacterial colonization; B – 

intensive bacterial colonization of head and limbs;, C – examples of different localization of bacterial film on 

Artemia integuments 
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числе патогенных) в среде контроля увеличи-

вают вероятность заражения организмов с ос-

лабленным иммунитетом, которые всегда при-

сутствуют в популяции (эта часть популяции, 

составляющая около 23 %, выделена пункти-

ром на рис. 3).  

В целом, устойчивость организмов к 

бактериальной колонизации покровов и эпите-

лия обусловлена их иммунно-физиологи-

ческим статусом [23]. Иммунная система арте-

мии примитивна, антитела ею не вырабатыва-

ются, однако этот организм способен демонст-

рировать неспецифический иммунный ответ. 

Как показано в ряде работ [16, 27], хлорелла 

усиливает неспецифический иммунитет у ли-

чинок рыб и кормовых объектов аквакультуры. 

Наряду с модулированием иммунитета 

артемии и антимикробным эффектом, описан-

ным выше, хлорелла может оказывать ингиби-

рующее действие на некоторые биохимиче-

ские механизмы, протекающие в процессе об-

разования биоплёнки на поверхности организ-

мов, такие, например, как кворумная сигнали-

зация [19]. Биоплёнки являются наиболее рас-

пространённой формой выживания микробов в 

агрессивной среде, и представляют собой со-

вокупность бактерий, взаимодействующих 

друг с другом и с поверхностью субстрата. 

Они окружают себя полимерным конгломера-

том, состоящим из внеклеточной ДНК, белков, 

полисахаридов [12]. Рост биоплёнки влечёт за 

собой повышенную резистентность состав-

ляющих её бактерий к санирующим воздейст-

виям. Взаимодействие бактерий происходит 

посредством кворумной сигнализации, осуще-

ствляющейся с помощью вырабатываемых ими 

сигнальных молекул, которые обеспечивают 

привлечение новых бактерий в растущую био-

плёнку. Наиболее изученным типом этих сиг-

нальных молекул является ацил-гомосерин 

лактон (AHL) [6]. Именно AHL регулирует 

фактор вирулентности бактерий. В ряде иссле-

дований установлено, что соединения, которые 

вырабатывают некоторые виды микроводорос-

лей, в частности C. vulgaris, ингибируют выра-

ботку молекул AHL и экспрессию генов неко-

торых штаммов бактерий, входящих в состав 

биоплёнки [19], таким образом, сдерживая её 

формирование.  

Независимо от тонких механизмов, ле-

жащих в основе антимикробного эффекта ока-

зываемого хлореллой, её практическое исполь-

зование в борьбе с патогенными бактериями в 

аквакультуре представляется перспективным.  

Выводы. 1. Присутствие Chlorella 

vulgaris в среде инкубации Artemia salina ока-

зывало ингибирующий эффект на бактериаль-

ный рост, сопутствующий выклеву науплиев. 

2. Добавление C. vulgaris в среду инкубации 

артемий положительно влияло на динамику 

выклева науплиев (сокращение времени вы-

клева) и обеспечивало более синхронный ме-

таморфоз животных. 3. Интенсивность обрас-

тания артемий бактериальной плёнкой в при-

сутствии клеток C. vulgaris достоверно ниже. 

4. Результаты эксперимента свидетельствуют в 

пользу целесообразности применения хлорел-

лы в качестве эффективного антимикробного 

агента, как перспективного и непременного 

компонента биотехнологического комплекса 

выращивания личинок морских рыб. 
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Вплив мікроводорості Сhlorella vulgaris  на динаміку виклева Artemia salina i чисельності бактерій в її 

середовищі. T. В. Рауен, В. С. Муханов, А. М. Ханайченко. З метою оптимізації вирощування Artemia 

salina і зниження бактеріального навантаження при її використанні в якості живого корму досліджено вплив 

культури мікроводорості Сhlorella vulgaris на швидкість виклева науплієв артемії, динаміку чисельності ба-

ктерій у середовищі їхнього ирощування та інтенсивність колонізації покривів науплієв бактеріями. При
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додаванні С. vulgaris в середу інкубації артемій чисельність бактерій в ній була значно нижчою, ніж у конт-

ролі (відповідно, 33.6 ± 0.12 106 и 82.7± 14 106 кл. мл-1 через 25 ч, t-тест, p<0,05), що вказує на добре ви-

ражений антибіотичний ефект хлорели. Надалі цей ефект зберігався навіть в умовах надходження в середу 

інкубації артемій великої кількості органічних речовин - додаткового субстрату для бактерій, обумовленого 

метаморфозом наупліі, т.ч мікроводорості здатні стримувати бактеріальний ріст. Присутність C. vulgaris в 

середовищі інкубації артемій скорочувала час виклева науплій з цист і забезпечувала більш синхронний ме-

таморфоз. У пробах з хлорелою ступiнь інтенсивності колонізації покривів науплієв бактеріями був достові-

рно нижче, ніж у контролі.  

Ключові слова: мікроводорості, бактерії, проточна цитометрія, Сhlorella vulgaris, бактерицидний ефект, 

Artemia salina 

 

Effect of microalgae Сhlorella vulgaris on hatching dynamics of Artemia salina and the number of bacteria in 

its environment. T. V. Rauen, V. S. Mukhanov, A. N. Khanaychenko. In order to optimize cultivation of Artemia 

salina and reduce bacterial load of this live food the effect of microalgae Сhlorella vulgaris on the hatching rate of 

nauplii, dynamics of bacteria number in the cultivation medium and the intensity of bacterial colonization on nauplii 

integuments were studied. Addition of C. vulgaris to Artemia incubation medium reduced bacterial number signifi-

cantly in comparison with control (respectively, 33.6 ± 0.12 106 and 82.7± 14 106 cells. ml-1 after 25 h, t-test, p 

<0,05). Results indicate well-defined antibiotic effect of Chlorella. Moreover, antibiotic effect persisted also during 

metamorphosis from nauplii to metanauplii, in presence of additional substrate for bacterial growth. Addition of C. 

vulgaris to Artemia incubation medium reduced the time of nauplii hatching from cysts and synchronized their met-

amorphosis to metanauplii. Besides, the degree of intensity of bacterial colonization of Artemia integuments was 

significantly lower in presence of Chlorella. 

Keywords: microalgae, bacteria, flow cytometry, Сhlorella vulgaris, antibiotic effect, Artemia salina 

 

 


