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введение
 
Эффекты действия биологически актив-

ных веществ в сверхмалых дозах привлекают 
значительный интерес исследователей в обла-
сти экологии и биохимии. Рабочие концентра-
ции целого ряда внутренних биорегуляторов, 
например, пептидов и собственных гормонов, 
часто находятся в интервале 10–9 – 10–12 моль/л 
и даже менее. Эффективные дозы некоторых 
признанных лекарственных препаратов и 
токсинов значительно ниже 10–12 моль на 1 кг 
массы тела [1 – 5].

На основании многочисленных данных 
за действующие сверхмалые концентрации 
биологически активных веществ можно 
принимать интервал концентраций в 10–12 – 
10–20 моль/л. Действие концентраций ме-
нее 10–12 М ещё можно как-то объяснить 
на основе законов традиционной лиганд-
рецепторной кинетики, а при концентраци-
ях менее 10–19 моль/л в экспериментальном 
объёме (порядка миллилитра) может не 
быть ни одной молекулы действующего 
вещества. 

Соединения меди и свинца являются до-
статочно распространёнными веществами, 
загрязняющими окружающую среду, кото-
рые образуются чаще всего в процессе про-
мышленного антропогенного воздействия.  
В связи с этим вполне актуальны исследо-
вания их содержания в природных средах  
и оценка влияния этих загрязняющих веществ 
на различные живые организмы. 

Дафнии (Daphnia magna) являются тест-
объектами, которые широко используются  
в практике биомониторинга состояния окру-
жающей среды, однако воздействие сверхниз-
ких концентраций меди и свинца на дафнии  
в настоящее время мало изучено.

В представленной работе приведены ре-
зультаты исследования влияния различных 
концентраций солей меди и свинца на выжи-
ваемость дафний (Daphnia magna). 

Методы исследования

В ходе экспериментов исследовалось воз-
действие на дафний растворов сульфата меди 
и нитрата свинца в концентрациях: 10–3, 10–6, 
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10–18, 10–20, 10–22, 10–24 мг/мл) на выживаемость дафний (Daphnia magna). Установлено, что эффект сверхнизких 
концентраций обнаружен как для CuSO

4
, так и для Pb(NO

3
)

2
 и проявляется при концентрации солей 10-18 мг/мл. При 

дальнейшем выдерживании приготовленных растворов до 12 суток видимых изменений эффекта сверхнизких кон-
центраций не наблюдается. После 12 суток происходит смещение токсического эффекта в сторону меньших значений 
концентраций. Изучено влияние температуры выдерживания приготовленных растворов(-4 оС, +18 оС, +28,5 оС) на 
тест-объект. Показано, что различные температуры способствуют потере эффекта сверхмалых концентраций.

The influence of copper and lead salts in different concentrations (10–3, 10–6, 10–9, 10–12, 10–15, 10–18, 10–20, 
10–22, 10–24 milligram/milliliter) on daphnia (Daphnia magna) survival probability is considered. It was stated that 
the effect of super-low concentration is shown both for CuSO4 and Pb(NO3)2 and it is observed with salt-concentration 
of 10-18 milligram/milliliter. If the solution is kept further up to 12 days no changes of super-low concentration effect are 
observed. After 12 days there takes place change of toxic effect - concentration gets lower. The influence of the solutions 
temperature (-4оС, +18оС, +28,5оС) on the test-object was considered. It is stated that different temperatures contribute 
to the loss of super-low concentration effect.
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10–9, 10–12, 10–15, 10–18, 10–20, 10–22, 10–24 мг/мл. 
Эксперименты проводились при постоянной 
температуре 20±2 0С.

Растворы готовились из исходных раство-
ров Pb(NO

3
)

2
 и CuSO

4 
с концентрацией 0,001 

мг/мл методом последовательных разбавле-
ний. Готовили следующие концентрации этих 
растворов: 10–6, 10–9, 10–12, 10–15, 10–18, 10–20, 
10–22, 10–24 мг/мл. Приготовление растворов 
осуществлялось в соответствии с методикой 
E. Davenas, F. Beauvais, J. Arnara [6].

Смертность дафний оценивали по мето-
дике Н.С. Жмур [7]. Для определения острой 
токсичности исследуемых концентраций рас-
считывали процент погибших в тестируемой 
воде дафний (А, %) по сравнению с контролем 
по следующей формуле:

%,100


=
K

TK

X

XX
A .

где Х
K
 — количество выживших дафний в 

контроле; X
T
 – количество выживших дафний 

в тестируемой воде.
При А ≤ 10% тестируемая вода не оказыва-

ет острого токсического действия (безвредная 
кратность разбавления). При А ≥ 50% тести-
руемая вода оказывает острое токсическое 
действие. 

Во второй серии эксперимента, растворы 
данных концентраций выдерживали парал-
лельно при комнатной и при заданных тем-
пературах (-4 0С, +18 0С и +28,5 0С) в течение 
24 ч. После чего проводили биотестирование 
на дафниях по методике Н. С. Жмур.

По полученным результатам строили 
графики зависимости выживаемости дафний 
от времени с момента приготовления рас-
творов и их выдерживания при заданных 
температурах. 

Рис. 1. Влияние времени выдерживания нитрата свинца и сульфата меди
на выживаемость дафний (Daphnia magna)
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Примечание: границы относительной погрешности при вероятности Р = 0,95: 
δ = 24%; относительное среднеквадратическое отклонение повторяемости:   σ 

r
  = 7,5%;

относительное среднеквадратическое отклонение воспроизводимости:  σ 
R
  = 12%
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Результаты и обсуждение

1. Влияние времени выдерживания при-
готовленных растворов солей на выживае-
мость Daphnia magna (время от момента 
приготовления растворов до проведения 
биотестирования на дафниях).

В ходе экспериментов исследовалось воз-
действие малых и сверхмалых концентраций 
растворов сульфата меди и нитрата свинца 
на выживаемость Daphnia magna. Продол-
жительность эксперимента – 29 дней. Биоте-
стирование проводилось на следующие сутки 
после приготовления растворов. Полученные 
результаты в виде графиков представлены 
на рисунке 1. Установлено, что наибольший 
эффект сверхнизких концентраций (СНК) 
обнаружен как для CuSO

4 , 
так и для Pb(NO

3
)

2
. 

в разведении солей 10–18 мг/мл. При выдер-
живании приготовленных растворов до 12-ти 
суток видимых изменений эффекта сверх-
низких концентраций не наблюдается. После 
12-ти суток происходит смещение токсиче-
ского эффекта в сторону меньших значений 
концентраций, т. е. на протяжении 12-ти суток 
максимальный токсический эффект для этих 
солей был на отметке 10–18 мг/мл, затем на 
16-е сутки токсический эффект сместился на 
отметку 10–20 мг/мл, а на 20-е – 10–22 мг/мл. 
Наблюдаемую неустойчивость биоэффекта 
можно объяснить тем, что при сверхнизких 
концентрациях число молекул вещества в об-
разце мало или вообще отсутствует, вследствие 
чего становятся заметней флуктуации числа 
молекул около клеточных мишеней [8]. На-
блюдаемые процессы могут быть обусловлены 
и изменениями структурной организации 
молекул воды.

2. Влияние температуры выдерживания 
приготовленных растворов солей на выжи-
ваемость Daphnia magna.

Следующим этапом наших исследований 
было изучение влияния температуры выдер-
живания приготовленных растворов на тест-
объект. Растворы всех выше приготовленных 
концентраций выдерживались в течение суток 
при температурах -4 0С, +18 0С и +28,5 0С. Затем 
температура доводилась до комнатной темпе-
ратуры (20±2 0С), и проводилось биотестиро-
вание. Показано, что различные температуры, 
при которых выдерживались растворы солей, 
способствуют потере эффекта сверхмалых кон-
центраций (рис. 2). 

Установлено, что при выдерживании рас-
творов CuSO

4 
различной концентрации

 
при 

температуре -4 0С, токсическое действие соли 

проявляется при всех концентрациях в равной 
мере (100% гибель), а при температуре +28,5 0С 
токсического эффекта данной соли не наблюда-
ется. Выдерживание растворов соли Pb(NO

3
)

2
 

при экстремальных температурах приводит 
к потере токсичности данных растворов. Что 
касается выдерживания растворов обеих солей 
при температуре +18 0С, то наблюдаемые при 
22 0С эффекты малых доз сохранились в тех 
же значениях для Pb(NO

3
)

2
 и незначительно 

сместились (до 10–20) для CuSO
4 
(рис. 2).

Характерными особенностями действия 
веществ в малых и сверхмалых дозах явля-
ются сложный характер дозовой зависимости  
и действие сверхмалой концентрации на фоне 
большой концентрации того же вещества, 
присутствующего в объекте воздействия. 
Можно предположить, что действия веществ 
в сверхмалых дозах (СМД) опосредуются 
специфическими (рецепторными) взаимо-
действиями, а если эффект проявляется при 
больших концентрациях, то он определяется 
либо рецепторами иного типа, чем в случае 
СМД, либо неспецифическими реакциями 
(окислительно-восстановительными и др.). 
Возможно, что эффекты СМД естественным 
образом связаны с адаптационными явления-
ми, поскольку адаптация приводит к тому, что 
система может реагировать не на концентра-
цию действующего вещества, а на изменение 
концентрации, в том числе на введение малых 
и сверхмалых доз [9, 10, 11].

Однако общепринятой точки зрения на 
механизмы и процессы, лежащие в основе эф-
фектов СМД, пока нет. Явление действия столь 
низких концентраций пытаются объяснить  
с помощью различных гипотез. 

Согласно одной из них – эффект СМД 
обусловлен концентрированием действующего 
вещества-эффектора в определённых тканях 
и клетках [12]. В результате количество ве-
щества в клетках, на которые направлено его 
действие, может оказаться на 2-3 порядка 
выше исходной концентрации [13].

В рамках другой гипотезы – действие ве-
ществ в сверхмалых концентрациях связано 
с наличием исключительно высокоэффек-
тивных систем усиления сигнала, которые 
формируются за счёт протекания каскадных 
процессов, при этом на каждом этапе, на его 
«выходе» активных молекул больше, чем на 
«входе» [14, 15]. Следует отметить, что усиле-
ние сигнала возможно не только путём измене-
ния концентрации вторичных мессенджеров, 
но также и за счёт активации синтеза белков, 
участвующих в передаче сигнала [14,15, 16].
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Наблюдаемую во многих случаях не-
устойчивость биоэффекта по величине и 
знаку можно объяснить также тем, что при 
сверхнизких концентрациях число молекул 
вещества в образце мало, вследствие чего 
становятся заметней флуктуации числа мо-
лекул около клеточных мишеней.

Однако, несмотря на разнообразие 
гипотез, объясняющих действие СМД,  су-
ществуют общие закономерности действия 
СНК, что даёт возможность рассматривать 
данное явление с единой точки зрения. По-
видимому, это связано с тем, что все процес-
сы протекают в водной среде и обусловлены 
изменениями структурной организации 
молекул воды.
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