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Доказана возможность использования четырёх штаммов цианобактерий (ЦБ) Nostoc paludosum, Nostoc
linckia, Nostoc muscorum, Microchaeta tenera в качестве тест�организмов на загрязнение субстратов различными
поллютантами. Критерием чувствительности цианобактерий является жизнеспособность клеток, которая опре�
деляется по образованию в них кристаллов формазана после обработки цианобактериальной суспензии ТТХ.
Показано, что уровень устойчивости ЦБ к токсиканту зависит от титра используемой культуры.

The possibility of using strains of the four cyanobacteria Nostoc paludosum, Nostoc linckia, Nostoc muscorum, Nostoc
tenera as test�oragnisms indicating substrates' contamination with different pollutants is proved. The cyanobacteria
sensitivity criterion consists in cell vitality that is shown by phormasan crystallogenesis after treating cyanobacteria
suspension with TTCh. It is shown that level of CB resistance to a toxicant  depends on the titre of the culture used.

При биологическом мониторинге оценка
степени загрязнения окружающей среды бази�
руется на реакции организмов различных си�
стематических уровней. При этом индикатора�
ми внешнего воздействия могут быть как ана�
томо�морфологические, так и физиолого�био�
химические показатели. Достоинства и недо�
статки методов биоиндикации и биотестирова�
ния неоднократно обсуждались [1 – 5]. Тем не
менее, все используемые в экоиндикации био�
системы не обеспечивают в полной мере про�
ведения экспресс�анализов на определение
степени химического загрязнения окружаю�
щей среды.

Актуальность проблемы обостряется, в ча�
стности, тем, что в России уже пущены в строй
или в ближайшее время в разных её регионах
начнут действовать особо опасные в экологичес�
ком плане предприятия – объекты по уничто�
жению химического оружия. Потенциально они
могут стать источником попадания в окружаю�
щую среду тяжёлых металлов (ТМ), соедине�
ний мышьяка, серы, фтор�, хлор�, фосфорорга�
нических соединений и других поллютантов.

Цель нашей работы – проверить возмож�
ность использования цианобактерий (ЦБ) в
качестве организмов�биотестеров на воздей�
ствие ксенобиотиков различной химической
природы.

Среди фототрофных микроорганизмов
эукариотные зелёные водоросли Chlorella
vulgaris и Scenedesmus quаdricauda входят в пе�
речень организмов, включённых в гостируемые
методики, связанные с определением уровня
загрязнения окружающей среды. В то же вре�

мя, на наш взгляд, эти водоросли не относятся
к идеальным представителям организмов�био�
тестеров. Среди их недостатков в этом плане
можно перечислить следующие: хлорелла, на�
пример, является одним из наиболее устойчи�
вых в экологическом плане микрофототрофов,
выдерживая значительный уровень загрязне�
ния почвы и воды нитратами, ТМ, микотокси�
нами. Именно представители данного вида од�
ними из первых поселяются на техногенных
пустошах, вулканическом пепле и последними
в ходе сукцессий выбиваются из фототрофных
сообществ при действии загрязняющих веществ
[6, 7]. Сценедесмус – организм, имеющий срав�
нительно узкий ареал, капризный в культиви�
ровании и кажется совсем случайным объектом,
взятым для биотестирования.

Среди фототрофных микроорганизмов ци�
анобактерии (прокариотные синезелёные во�
доросли=цианопрокариоты) занимают особое
место. Именно они обладают наивысшим био�
тическим потенциалом, в массе развиваясь и в
почве и в воде. Среди них встречаются как осо�
бо стойкие, так и наиболее чувствительные к
внешним воздействиям штаммы. Их сравни�
тельно легко выделить в альгологически чис�
тую культуру из окружающей среды, так как
многие виды фактически являются монодоми�
нантными культурами при «цветении» воды и
почвы. С ними проще работать, чем с другими
прокариотами вследствие естественной окрас�
ки и более крупных размеров, и проще, чем с
водорослями, так как они не имеют целлюлоз�
ной клеточной стенки и обладают гораздо
бoльшим разнообразием путей метаболизма.
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ки у основания нитей прямоугольно�цилинд�
рические, без перетяжек у поперечных пере�
городок, на вершинах нитей сильно укорачи�
вающиеся, более или менее бочoнкообразные,
перешнурованные у поперечных перегородок.
Гетероцисты базальные и интеркалярные, та�
кой же ширины, как и прилежащие к ним ве�
гетативные клетки. Споры цилиндрические, 6�
7,5 мкм ширины и 13–17 мкм длиной, с корич�
невой оболочкой, одиночные или по две рядом.

Вид выделен А.Л. Ковиной из паркового
газона г. Кирова.

В музейной культуре цианобактерии под�
держиваются в пробирках на агаризованной
среде Громова №6 без азота. Для эксперимен�
тальной работы, как правило, их культивиру�
ют в люминостатах при 8–10�часовом допол�
нительном освещении в конических колбах Эр�
ленмейера объёмом 500 мл на жидкой безазо�
тистой среде Громова № 6. Доказано, что наи�
высшая жизненная активность ЦБ характер�
на для 4–8�недельных культур. В этот период
популяции ЦБ находятся на логарифмической
(экспоненциальной) фазе развития, имеют
минимальную численность отмерших клеток,
в среде ещё не накапливаются метаболиты,
вызывающие аутоингибирование культуры.
Использование безазотистой среды обусловле�
но тем, что все испытуемые штаммы ЦБ явля�
ются азотфиксаторами и не нуждаются для сво�
ей жизни в связанных соединениях азота.

Для определения уровня токсического воз�
действия на ЦБ ксенобиотиков мы применяли
модификацию тетразольно�топографического
метода определения дегидрогеназной активно�
сти живых клеток. При этом в качестве субстра�
та использованы бесцветные соли тетразолия,
в частности, 2,3,5�трифенилтетразолий хлорид
(ТТХ), который, акцептируя мобилизованный
дегидрогеназой водород, превращается в 2,3,5�
трифенилформазан (ТФФ), имеющий красную
или малиновую окраску [9].

При количественном определении дегид�
рогеназной активности, например, почвенной
вытяжки, количество формазана измеряют
колориметрически. В случае выявления жиз�
неспособности семян подсчитывают процент
окрашенных зародышей. В свое время жизне�
способность клеток ЦБ при выращивании их
на средах с антибиотиками определяли под
микроскопом по наличию в клетках малино�
вых кристаллов формазана [10].

Именно эту методику мы положили в осно�
ву нашей работы по установлению уровня ток�
сичности сред с помощью ЦБ, внеся существен�
ные дополнения и изменения, связанные с пред�

..

В данной работе использовали штаммы
цианобактерий из коллекции фототрофных
микроорганизмов кафедры ботаники, физио�
логии растений и микробиологии Вятской
ГСХА. Среди цианобактерий, используемых в
данном исследовании, было 3 вида ностока и
один вид микрохеты. Приводим краткую ха�
рактеристику видов, согласно определителю
М.М. Голлербаха и др. [8].

Nostoc paludosum Kutz, №18. Колонии мик�
роскопические, мелкие или едва заметные про�
стым глазом, до 0,5 мм в поперечнике, слизис�
тые, без крепкого перидерма, синезелёной или
желтоватой окраски. Трихомы рыхлолежащие,
бледносинезелёные, (2,5) 3,0–3,5 (4,0–4,5) мкм
ширины. Клетки бочонкоообразные, реже эл�
липсоидные 4,6 мкм ширины. Споры эллипсо�
идные, реже – почти шаровидные, 4,0–4,5 (6)
мкм ширины и 6–8 (9) мкм длины, с гладкой
бесцветной или слегка коричневой оболочкой.

Данный штамм изолирован Г.Н. Перми�
новой из дерново�подзолистой почвы на целин�
ном участке опытного поля ВГСХА.

Nostoc linckia (Roth.) Born. et Flah. №271.
Колонии сначала шаровидные, потом непра�
вильно распростертые, слизистые, синевато�
зелёной, грязно�зелёной или коричневой ок�
раски. Влагалища бесцветные, ясно заметные
только на периферии колоний. Трихомы силь�
но извитые, густо переплетающиеся, бледно
синезелёные, 3,5–4 (4,7) мкм в ширину. Клет�
ки бочонкоообразные, длина их равна, не�
сколько меньше или больше ширины, 6–7 мкм
ширины и 7–8 мкм длины, с гладкой коричне�
вой или, очень редко, бесцветной оболочкой.

Выделение штамма в чистую культуру про�
вела А.Л. Ковина из дерново�подзолистой по�
чвы Учхоза ВГСХА.

Nostoc muscorum (Ag.) № 13. Колонии сна�
чала шаровидные, потом плоско распростра�
нённые, 2–5 см в поперечнике. Влагалища хо�
рошо заметны только на периферии, жёлтоко�
ричневые. Трихомы тесно переплетающиеся,
3–4 (5) мкм ширины. Клетки коротко бочон�
кообразные или цилиндрические, иногда дли�
на их до 2 раз превышает ширину. Гетероцис�
ты почти шаровидные, 6–7 мкм в диамет�
ре. Споры удлиненные, 4–8 мкм ширины
и 8–12 мкм длины, с гладкой жёлтой оболочкой.

Оригинатор вида – А.Н. Третьякова. Штамм
выделен из чернозёмов Курской области.

Microchaete tenera Thur №265. Нити раз�
лично изогнуты, 6–8 мкм ширины и до 1 мм
длиной, одиночные или соединённые в неболь�
шие группы. Влагалища гомогенные, тонкие,
бесцветные. Трихомы 4–6 мкм ширины. Клет�
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варительной подготовкой культур, унификаци�
ей микроскопических измерений, определени�
ем титра клеток, при котором культура наибо�
лее чувствительна к токсиканту и т. п.

Наша методика включала следующие эта�
пы работы:

1. Подготовительный этап сводился к на�
ращиванию необходимой биомассы ЦБ путём
внесения инокулята в стерильную питатель�
ную среду с последующей экспозицией в лю�
миностате.

2. Для работы с токсикантами образовав�
шуюся биоплёнку ЦБ разбивали на гомогени�
заторе Homogenizer type 302 (9000 оборотов в
минуту), так как в жидкой среде все испытан�
ные штаммы по мере роста приобретают тек�
стуру в виде псевдоткани, состоящей из пере�
плетенных трихомов и нитей. Работа с нена�
рушенной биоплёнкой очень затруднена, так
как доступ токсикантов к отдельным клеткам
неравномерный, и при микроскопировании
мазков невозможен просмотр препарата в од�
ной плоскости. Мы выбрали такой режим го�
могенизации, при котором разрушалась пери�
дерма трихомов, достигался выход отдельных
нитей, но не повреждались отдельные клетки.

3. В приготовленной суспензии подсчиты�
вали титр клеток и в случае необходимости раз�
бавляли дистиллированной водой до нужной
концентрации.

4. Полученную однородную суспензию
подвергали центрифугированию на центрифу�
ге High speed centrifuge type 310 в том объёме
культуры, который в дальнейшем использо�
вался для закладки одного варианта опыта.

5. Среда, в которой выращивали ЦБ, сли�
валась после центрифугирования, и концент�
рат клеток помещали в испытуемый токсикант,
в ту ёмкость (колбы или пенициллиновые пу�
зырьки), в которых проводили дальнейшую
экспозицию с токсикантом.

6. Экспозиция культур на свету продолжа�
лась в течение 19–20 часов, затем несколько
раз проводили отмывку культуры ЦБ от ток�
сиканта путём центрифугирования или дис�
тиллированной водой, или средой Громова в
зависимости от цели опыта.

7. В оставшуюся после промывания массу
цианей добавляли 0,075% раствор ТТХ и вы�
держивали 3 часа.

8. Готовили мазки на предметных стёклах
(3�кратная повторность из каждого вариан�
та) и с помощью иммерсионного микроскопа
просчитывали не менее 500 клеток в каждой
повторности, дифференцируя клетки с ярко�
красными кристаллами формазана внутри

(считая их жизнеспособными с выраженной
дегидрогеназной активностью) и клетки без
кристаллов (считая их неактивными и нежиз�
неспособными).

В ходе эксперимента на токсичность в вод�
ном растворе испытывали соли свинца (Pb),
мышьяка (As) и метилфосфоновой кислоты
(МФК).

Результаты и обсуждение

Влияние свинца на жизнеспособность кле�
ток Nostoc paludosum

В данном опыте токсикант (ацетат свин�
ца) вносился непосредственно в среду Громо�
ва, в которой популяция отмывалась после
центрифугирования. Выбранные концентра�
ции соответствовали 100, 1000, 100000 и
200000 ПДК (30, 300, 30000, 60000 мг/л) по
свинцу для водной среды. В ходе экспозиции
культуры в течение 20 часов уже визуальный
осмотр контрольных и опытных колб показал
резкое различие в окраске растворов. Так, в
контрольном варианте и при 100 ПДК окрас�
ка была ярко�красной, 1000 ПДК – розовой,
100000 ПДК – бледно�розовой и при 200000 –
окраска полностью отсутсвовала. Данные
внешнего осмотра полностью соответствуют
результатам микроскопического исследования,
которые приведены в таблице 1.

Как видно из таблицы 1, повышение кон�
центрации Pb приводит к резкому снижению
дегидрогеназной активности клеток. Замена
при отмывании и экспозиции питательной сре�
ды Громова дистиллированной водой понижа�
ла устойчивость клеток к токсиканту (табл. 2).

Сравнение результатов, приведённых в
табл. 1 и 2, показывает, что клетки популяции
ЦБ в том случае, когда экспозиция происхо�
дит не в питательной среде, а в дистиллирован�
ной воде, более чувствительны к действию ток�
сиканта. Поэтому при диагностике загрязне�
ния природных сред (почвенной вытяжки,
воды) желательно использовать воду для отмы�
вания при центрифугировании и экспозиции
выбранного титра клеток. Данный показатель
(титр клеток) также играет существенную
роль в чувствительности клеток к токсикан�
ту, что было выявлено при действии одной и
той же концентрации свинца на популяцию
N. paludosum с разным титром (табл. 3).

Плотность популяции служит существен�
ным фактором, обеспечивающим её устойчи�
вость во внешней среде. Это может быть свя�
зано с экссудацией слизистых метаболитов,
которые являются одним из механизмов удер�
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жания и обезвреживания токсикантов. Поэто�
му в целях повышения чувствительности по�
пуляции ЦБ в качестве организмов�биотестов
необходимо дополнительно к экспозиции в
воде использовать существенные разбавления
гомогенизированной популяции не менее, чем
в 100 раз, добиваясь плотности клеток в пре�
делах 1–2 млн./мл.

Влияние мышьяка на жизнеспособность
клеток Nostoc paludosum

В данной серии опытов в качестве ток�
сиканта использовался хлорид мышьяка. Со�
единения мышьяка являются продуктами
разложения таких видов химического ору�
жия, как люизит и двойные иприт�люизит�
ные смеси, потенциально могут оказаться в
почве в ходе эксплуатации объектов хране�
ния и уничтожения химического оружия.
Выявлена тенденция снижения жизнеспо�
собности клеток по мере увеличения концен�
трации мышьяка (табл. 4).

При концентрации As 0,1 мг/мл клетки
ЦБ полностью утрачивают дегидрогеназную
активность. Таким образом, N. paludosum мо�
жет быть использован в качестве тест�орга�
низма на наличие данного поллютанта в ок�
ружающей среде.

Влияние метилфосфоновой кислоты
(МФК) на жизнеспособность клеток Nostoc
paludosum

МФК является одним из продуктов раз�
ложения химического оружия, содержащего
фосфорорганические компоненты. Опыты,
проведённые с данной культурой ЦБ при эк�
спозиции клеток с токсикантом в среде Гро�
мова и дистиллированной воде, выявили та�
кую же тенденцию, как и по свинцу: жизне�
способность клеток существенно выше с ис�
пользованием питательной среды и, наоборот,
повышается процент нежизнеспособных кле�
ток при их экспозиции с токсикантом в воде
(табл. 5).

Таблица 2
Влияние свинца на жизнеспособность клеток Nostoc paludosum (%)

при экспозиции в дистиллированной воде

Таблица 1
Влияние свинца на жизнеспособность клеток Nostoc paludosum (%)

при экспозиции в среде Громова

Таблица 3
Влияние титра клеток Nostoc paludosum на выживаемость (%)

в растворе ацетата свинца (100 ПДК Pb)
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На выживаемость клеток в растворе МФК
оказывает влияние и титр клеток, а именно:
устойчивость популяции понижается с пони�
жением плотности клеток (табл. 6).

Влияние МФК на жизнеспособность раз�
личных видов цианобактерий

Следующая серия опытов была связана
с выявлением наиболее чувствительных ви�
дов цианобактерий к МФК. Характеристика
испытуемых штаммов приведена выше. Ре�
зультаты тетразольно�топографического ме�
тода определения жизнеспособности клеток
представлены в таблице 7.

Исходя из полученных результатов, шка�
ла толерантности испытанных видов колеб�
лется в пределах 20% выживаемости. К МФК
наиболее чувствительным видом оказалась M.
tenera, а наиболее стойким – N. paludosum. Два
других вида ностока занимают место между
этими полюсами и обладают практически
одинаковой стойкостью к МФК.

Таким образом, любой из 4�х штаммов
ЦБ может быть использован в биотестирова�

нии с применением тетразольно�топографи�
ческого метода [11, 12].

В частности, данный метод применили
для биотестирования проб снеговой воды и
почвенных вытяжек, отобранных в точках
экологического мониторинга вблизи объек�
та уничтожения химоружия «Марадыковс�
кий» Кировской области. Программа эколо�
гического мониторинга ОУХО включает 155
точек контроля и мониторинга, из них 53
входят в санитарно�защитную зону объекта
на территории радиусом 2 км. Результаты
биотестирования приведены в таблице 8.

Сравнение полученных данных по куль�
туре ЦБ с результатами биотестирования по
гостированным методикам с использовани�
ем дафний, инфузорий и хлореллы показа�
ло бoльшую чувствительность цианобакте�
рий. При цианобактериальном анализе от�
мечена слабая токсичность снеговой воды и
почвенной вытяжки в трех точках (34, 37,
40), тогда как биотесты с «официальными»
организмами выявили умеренную токсич�
ность снеговой воды в точках 34 и 40 только

Таблица 4
Влияние мышьяка на жизнеспособность клеток Nostoc paludosum (%)

Таблица 5
Влияние МФК на гибель клеток Nostoc paludosum (%)

при экспозиции в среде Громова и воде

Таблица 6
Влияние титра Nostoc paludosum на выживаемость (%) популяции в растворе МФК

с концентрацией 1·10�4 моль/л
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по реакции инфузорий и полную нечувстви�
тельность хлореллы и дафний. Следовательно,
ЦБ могут быть существенным дополнением к
сертифицированным методикам при биотести�
ровании объектов окружающей среды на раз�
личные виды загрязнений. Мы считаем, что
предложенный нами тетразольно�топографи�
чесий метод определения дегидрогеназной ак�
тивности в клетках цианобактерий может ус�
пешно функционировать в системе биологи�
ческого мониторинга окружающей среды.
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Таблица 7
Влияние МФК (1·10�3 моль/л) на жизнеспособность (%) клеток

различных видов цианобактерий

Таблица 8
Жизнеспособность клеток Nostoc paludosum (%) в тестируемых объектах


