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В настоящее время является актуальной 
проблема загрязнения окружающей среды 
токсичными органическими соединениями. 
Метилфосфоновая кислота (МФК) – фосфор- 
органический ксенобиотик, благодаря на-
личию в молекуле связи С–Р отличается по-
вышенной персистентностью и сохраняется 
в почве десятилетиями [1]. МФК – это ко-
нечный продукт гидролиза изопропилово-
го и пинаколилового эфира метилфосфоно-
вой кислоты, которые образуются при раз-
ложении зарина и зомана [2, 3]. МФК явля-
ется универсальным маркером фосфорорга-
нических отравляющих веществ. Её содер-
жание может быть отмечено вблизи объек-
тов по уничтожению химического оружия 
(при эксплуатации, а также при аварийных 
сбросах), на сельскохозяйственных террито-
риях, применявших средства защиты расте-
ний, имеющих в составе производные МФК 
(фосфорорганические пестициды). Ориен-
тировочная допустимая концентрация ме-
тилфосфоновой кислоты в почве населён-
ных мест районов размещения объектов по 
хранению и уничтожению химического ору-
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жия составляет 0,22 мг/кг [4]. Класс опас-
ности – 3 [4]. 

Растительные организмы являются удоб-
ными объектами для проведения биоинди-
кационных исследований. Ранее было по-
казано, что МФК вызывает изменения на 
биохимическом уровне: активацию перок-
сидаз, накопление веществ с антиоксидант-
ными свойствами, интенсификацию процес-
сов перекисного окисления липидов в расти-
тельных тканях и усиление экзоосмоса элек-
тролитов из корней культурных и дикорасту-
щих растений [5, 6].

МФК оказывает влияние на почвенную 
фототрофную микробиоту – водоросли и циа-
нобактерии [7]. Установлено, что кислота сти-
мулирует развитие цианобактерий, в которых 
заканчивается цикл превращения МФК. Для 
представителей микобиоты отмечены колеба-
ния длины мицелия и количества пропагул 
[8]. МФК (5·10–4–0,01 моль/л) оказывает ток-
сическое действие на тест-культуру Chlorella 
vulgaris [9]. 

МФК вызывает снижение содержания 
гликогена в печени и мышцах лабораторных 
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мышей, олигопептидов в плазме и эритроцит-
ной массе; увеличение содержания креатин-
фосфата, общего белка и активности лактат-
дегидрогеназы [10].

Целью работы было изучить ответные ре-
акции фототрофных организмов на действие 
метилфосфоновой кислоты с перспективой 
разработки методов биодиагностики природ-
ных сред, загрязнённых поллютантом.

Объекты и методы

Объектами исследования были выбраны 
фототрофные организмы: цианобактерии (при-
родные биоплёнки с доминированием Nostoc 
сommune) и растения ячменя сорта Новичок.

Изучали токсичность МФК для циано-
бактерий (ЦБ) в широком диапазоне концен-
траций: 1·10−5; 1·10−4; 2,5·10−4; 5·10−4; 7,5·10−4; 
1·10−3; 4·10−3; 8·10−3; 4·10−2; 1·10−1 моль/л. Дан-
ные биоплёнки отобраны у авто- и железной 
дороги в городе Дзержинске Кондаковой Л. В. 
в 2006 г. и хранились в сухом виде. В 2011 г. 
они были активизированы на среде Громо-
ва № 6 без азота. После этого видовой состав 
включал: Nostoc commune, Nostoc punctiforme, 
Leptolyngbya foveolarum, Plectonema nostoco-
rum. Возраст культуры – два месяца, перед 
опытом биоплёнки гомогенизировали.

Изучали влияние МФК на интенсивность 
процессов перекисного окисления липидов  
и уровень хлорофилла а в гомогенате биоплё-
нок водорослей. В гомогенат ЦБ (объём 0,7 мл) 
помещали водный раствор МФК (объёмом 3 мл), 
выдерживали в течение суток. Содержание 
хлорофилла а в гомогенате биоплёнок оцени-
вали спектрофотометрически при длинах волн 
665 и 750 нм [11]. Интенсивность перекисно-
го окисления липидов (ПОЛ) анализировали 
по цветной реакции тиобарбитуровой кислоты 
с малоновым диальдегидом (МДА), образую-
щимся в процессе ПОЛ. За основу была взята 
методика определения ПОЛ в растительных 
тканях [12], в нашей модификации. 

Изучали эффекты водных растворов МФК 
(0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,07; 0,08; 
0,09; 0,1 моль/л) на семена ячменя по пока-
зателям: активность пероксидаз в семенах, 
жизнеспособность семян, всхожесть семян. 
Опыты проводили в лабораторных услови-
ях при температуре воздуха +22 оС, в трёх-
кратной повторности. Контроль – дистилли-
рованная вода. 

Активность пероксидаз оценивали по на-
коплению продуктов окисления гваякола [13]. 
Оценку жизнеспособности семян проводили 

по методу, основанному на способности деги-
дрогеназ живых клеток восстанавливать бесц-
ветный раствор хлористого тетразола в фарма-
зан [14]. Определение всхожести семян про-
водили по стандартной методике в чашках Пе-
три в течение 7 дней [15].

Для приготовления растворов использо-
вали метилфосфоновую кислоту фирмы Lan-
caster (Англия), содержащую 98% действую-
щего вещества.

Полученные данные обрабатывали с ис-
пользованием стандартных статистических 
методов [16]. 

Результаты и обсуждение

Ответные биохимические реакции ЦБ
на действие МФК

Цианобактерии рода Nostoc постоянно 
присутствуют в почвенных и водных экосисте-
мах и часто становятся эдификаторами фото-
трофных микробных ценозов. Массовое раз-
витие ностоков в природе делает их привле-
кательным объектом в исследованиях, свя-
занных с биомониторингом антропогенно за-
грязнённых сред. Интерес вызывает возмож-
ность использования ЦБ этого рода в качестве 
организмов-индикаторов и тест-организмов 
на определённые виды загрязнения окружа-
ющей среды. Показано влияние поллютантов 
разной химической природы на биохимиче-
ские показатели ЦБ [17]

В модельных опытах изучена токсичность 
разных концентраций МФК (1·10–5–1·10–1 
моль/л) для ЦБ. Установлено, что МФК в кон-
центрациях 1·10–1–4·10–3 моль/л оказывала 
летальное действие на ЦБ, через сутки после 
инкубации с токсикантом отмечали разруше-
ние хлорофилла и гибель клеток. 

МФК в концентрациях 1·10–3 моль/л и 
ниже не вызывала гибели ЦБ, однако иници-
ировала процессы ПОЛ в клетках (рис. 1). Из-
вестно, что действие неблагоприятных факто-
ров на фототрофные организмы вызывает ин-
тенсификацию окислительных процессов, на-
копление активных форм кислорода, что при-
водит к окислительным повреждениям макро-
молекул. Ранее было показано, что поллютан-
ты разной химической природы (тяжёлые ме-
таллы, хлорид натрия, трефлан, бензин) вы-
зывают возрастание интенсивности процес-
сов ПОЛ [18].

МФК в концентрациях 1·10–5–1·10–4 
моль/л вызывала накопление продукта ПОЛ 
в среднем на 20% по сравнению с контролем. 

ЭКОТОКСИКОлОгИЯ



91
 Теоретическая и прикладная экология №1, 2013

С ростом концентрации МФК отмечали суще-
ственное возрастание интенсивности процес-
сов ПОЛ. Под влиянием МФК 5·10–4 – 1·10–3 

моль/л уровень малонового диальдегида в 
клетках возрастал в 2,7–3,8 раза по сравне-
нию с ЦБ, которые не подвергались обработ-
ке токсикантом.

Известно, что ПОЛ является одним из про-
цессов разрушения мембранных липидов и 
приводит к нарушению функционирования 
клеток. По-видимому, летальное действие на 
клетки ЦБ высоких концентраций МФК 4·10–3 
моль/л и выше происходит в результате окис-
лительной деградации органических макромо-
лекул, в том числе и мембран.

МФК вызывала снижение содержания 
хлорофилла а в клетках ЦБ. Под влиянием 
МФК в концентрациях 1·10–5–2,5·10–4 моль/л 
уровень хлорофилла снижался в среднем на 
17% по сравнению с контролем. Действие 
МФК в более высоких концентрациях приво-
дило к серьёзным нарушениям в пигментном 
комплексе, концентрация хлорофилла сни-
жалась на 30–50% по сравнению с контроль-
ным уровнем.

Выявлена тесная отрицательная корреля-
ция между данными по интенсивности про-
цессов ПОЛ и результатами по содержанию 
хлорофилла а в клетках ЦБ (r=-0,83). Сни-
жение содержания хлорофилла в клетках ци-
анобактерий в присутствии МФК, вероятно, 
является следствием окислительной деграда-
ции мембранных липидов и угнетения про-

цессов биосинтеза хлорофилла в стрессовых 
условиях.

Ответные биохимические реакции семян
 ячменя сорта Новичок на действие МФК

Семена растений в отсутствие воды и при 
низкой температуре находятся в состоянии вы-
нужденного покоя, однако с возрастанием овод- 
нённости в семенах активируются основные 
метаболические процессы, повышается интен-
сивность дыхания [19]. Период прорастания 
делится на три этапа: 1) активация метаболиз-
ма (этап физического набухания); 2) подготов-
ка к началу роста растяжением (наклёвывание 
семян за счёт перехода к растяжению клеток 
осевых органов зародыша); 3) собственно рост 
органов проростка [20]. Набухание и прорас-
тание семян всегда сопровождается активиро-
ванием окислительных процессов. Дегидроге-
назы и пероксидазы участвуют в адаптацион-
ных механизмах растений, произрастающих  
в экстремальных условиях. При этом ферменты 
необходимы прежде всего для сохранения жиз-
неспособности семян и при запуске процессов, 
связанных с их прорастанием [21].

Установлено, что прорастание семян в 
присутствии МФК в изучаемом диапазоне 
концентраций (0,01–0,1 моль/л) сопрово-
ждалось изменением активности ферментов 
оксидоредуктаз. В ходе эксперимента была 
выявлена тесная корреляция (r=0,99) между 
активностью пероксидаз в семенах и жиз-
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Рис. 1. Содержание хлорофилла а и малонового диальдегида в клетках ЦБ через сутки
после инкубации на растворах метилфосфоновой кислоты
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неспособностью семян, которую оценивали по 
активности дегидрогеназ (рис. 2). 

МФК в концентрациях 0,01 и 0,03 моль/л 
вызывала снижение активности пероксидаз  
в семенах ячменя на 8–15%, жизнеспособность 
семян (активность дегидрогеназ), напротив, 
незначительно возрастала. Более высокие 
концентрации МФК  0,05-0,1 моль/л приводили 
к существенному снижению активности 
пероксидаз и жизнеспособности семян ячменя.

Пероксидаза – стрессовый фермент рас-
тений, который участвует в метаболических 
процессах, происходящих во время покоя 
семян и в период их активного прорастания. 
Фермент является показателем протекания 
аэробных метаболических процессов в семе-
нах, а его активность увеличивается при их 
прорастании [22]. Угнетение пероксидаз в се-
менах под влиянием МФК свидетельствует о 
снижении активности антиоксидантной си-
стемы и коррелирует с понижением жизне-
способности зерновок.

Биохимические изменения, вызванные 
присутствием МФК в среде для проращивания 
семян, привели к снижению их всхожести на 
7-е сутки эксперимента. Всхожесть семян при 
действии МФК в концентрации 0,02 и 0,04 
моль/л была ниже, чем в контроле, на 25% 
и 60% соотвественно. МФК в более высоких 
концентрациях (0,06 и 0,1 моль/л) вызывала 
гибель семян.

заключение

Метилфосфоновая кислота является од-
ним из фосфорорганических поллютантов, 
устойчивых к разложению в окружающей сре-

де. Перспективным является направление раз-
работки экспрессных методов биодиагностики 
природных сред на присутствие МФК. Извест-
но, что в первую очередь на действие небла-
гоприятных факторов реагируют ферментные 
системы, происходят изменения в про/анти-
оксидантной системе клеток. Для опытов были 
использованы многовидовые природные био-
плёнки с доминированием Nostoc сommune, 
которые повсеместно встречаются в природе.  
В модельных опытах на природных биоплён-
ках показано, что в течение суток происходит 
значительное возрастание интенсивности про-
цессов ПОЛ. Выявлена чёткая зависимость 
между концентрацией МФК и накоплени-
ем продукта ПОЛ – малонового диальдегида  
в клетках ЦБ. Активация окислительных про-
цессов в клетках ЦБ сопровождалась наруше-
ниями в пигментном комплексе – снижении 
уровня хлорофилла а. Изученные показате-
ли – интенсивность ПОЛ и содержание хло-
рофилла а в клетках ЦБ – могут быть исполь-
зованы для экспресс-диагностики загрязне-
ния природных сред МФК.

В опытах на семенах ячменя было изу-
чено влияние МФК на активность антиокси-
дантного фермента – пероксидазы и жизне-
способность семян. Показано, что инкуба-
ция семян в течение суток на растворах МФК 
в концентрациях 0,01 и 0,03 моль/л не вы-
зывает угнетение данных показателей. Бо-
лее высокие концентрации МФК приводят 
к снижению активности фермента и жизне-
способности семян. В результате длитель-
ного (7 суток) выдерживания семян на рас-
творах МФК в концентрациях 0,06 моль/л  
и выше происходят необратимые изменения  
в функциональном состоянии семян, что при-
водит к их гибели.

Для диагностики загрязнения природной 
среды МФК целесообразно использовать по-
казатели состояния антиоксидантной системы 
фототрофных организмов, которые быстро ре-
агируют на присутствие в среде неблагоприят-
ного фактора.
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