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При биотестировании токсичности вод 
используются тест-организмы, относящиеся 
к различным звеньям природных экосистем 
и имеющие разный уровень организации. Из 
продуцентов чаще всего применяют однокле-
точные водоросли, например, зелёные водо-
росли Pseudokirchneriella subcapitata [1] и Sce-
nedesmus quadricauda [2]. Ряска малая так-
же является представителем продуцентов, но 
в отличие от водорослей имеет более высокую 
структурную организацию. В биотестирова-
нии она может отражать действие поллютан-
тов на высшие водные растения, многие из ко-
торых активно аккумулируют токсические ве-
щества в своей биомассе [3].

Использование ряски в качестве тест-
организма обусловлено изменчивостью её мор-
фологических признаков, которые можно оце-
нить визуально по степени пожелтения, увя-
дания листецов, хлорозам, некрозам и другим 
специфическим реакциям. Это позволяет без 
применения сложного оборудования получить 
представление о токсичности проб воды [4]. 
Вместе с тем учёт морфологических измене-
ний несёт скорее качественную оценку и тре-
бует достаточно длительного времени для по-
лучения результата. Так, в соответствии с меж-
дународным стандартом ISO/DIS 20079 опре-

деление ингибирующего действия токсикан-
тов на рост популяции ряски малой как пока-
зателя токсического воздействия проводится  
в течение 7 суток [5]. При этом необходимость 
поддержания стерильности тест-культуры ря-
ски во время столь длительного токсикологи-
ческого эксперимента значительно усложня-
ет процесс биотестирования вод.

Предложен также ряд экспрессных мето-
дов оценки негативного воздействия на ряску. 
Например, использование эффекта ингибиро-
вания фототаксиса хлоропластов при воздей-
ствии токсикантов [6], а также регистрация 
флуоресценции хлорофилла этих растений [7].

Методологический подход с использова-
нием флуоресцентных методов позволяет на-
блюдать за объектом in vivo и количественно 
оценить состояние растений [7]. Источником 
оперативной информации о характере функ-
ционирования фотосинтетического аппара-
та может являться процесс замедленной флу-
оресценции (ЗФ) хлорофилла [8, 9]. На этой 
основе недавно была разработана оперативная 
методика биотестирования вод на микроводо-
росли хлорелла [10].

Целью данной работы явилось исследо-
вание действия ионов меди на растение «ря-
ска малая» методом регистрации замедленной 
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флуоресценции и определения влияния внеш-
них условий на проявление данного токсиче-
ского эффекта.

материалы и методы

Культура Lemna minor L. выращивалась в 
лаборатории на питательной среде Штейнбер-
га (состав в мг/л: KNO
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[5]. Ёмкости с растениями содержались в кли-
матостате В-2, в котором поддерживалась по-
стоянная температура 22 оC и обеспечивалось 
круглосуточное освещение люминесцентны-
ми лампами интенсивностью 3500–4000 люкс. 
В маточной культуре, как и в токсикологиче-
ском эксперименте, стерильность не поддер-
живалась. Чтобы содержать культуру тест-
организма в относительной чистоте и исклю-
чить поглощение вносимых ионов меди био-
массой сопутствующей микрофлоры и водо-
рослей, ряску промывали водопроводной во-
дой 1-2 раза в неделю (в том числе перед экс-
периментом) и переносили на свежую пита-
тельную среду.

Все опыты выполнялись на трёхлистецо-
вых розетках ряски. В качестве модельного 
токсиканта использовался раствор сульфа-
та меди (CuSO

4
·5H

2
O). Концентрация токси-

канта дана в расчёте на ион меди (II). В каж-
дую тестируемую пробу вносилось одно рас-
тение ряски.

Интенсивность миллисекундной замед-
ленной флуоресценции регистрировали на 
флуориметре Фотон-10 при возбуждении тест-
объекта импульсами синего света (480±20 нм) 
длительностью 20 мсек. ЗФ регистрировалась 
с верхней стороны листецов в первые милли-
секунды после вспышек возбуждающего све-
та. Растения перед измерением ЗФ в течение 
15 минут выдерживались в темноте.

В качестве показателя состояния фотосин-
тетического аппарата ряски использовали от-
носительный показатель замедленной флуо-
ресценции (ОПЗФ) – отношение уровней за-
медленной флуоресценции хлорофилла в их 
индукционных максимумах при возбуждении 
светом высокой (ЗФв) и низкой (ЗФн) интен-
сивности (ОПЗФ=ЗФв/ЗФн) [11]. Благода-
ря своей относительности ОПЗФ не зависит 
от размера растительного объекта и изменя-
ется только при воздействии на его фотосин-
тетический аппарат.

Результаты

Известно, что действие токсикантов на 
тест-организм зависит не только от его кон-
центрации в среде, но и от объёма самой сре-
ды, поскольку в условиях замкнутого экспери-
ментального пространства его величина будет 
определять количество токсического вещества, 
приходящегося на один организм [12]. Поэ-
тому при одной и той же концентрации ток-
сиканта и биомассе тест-организма токсиче-
ский эффект с увеличением объёма тестиру-
емой среды должен до определённого преде-
ла возрастать.

Для установления оптимального объёма 
среды при биотестировании на ряске было изу-
чено действие ионов меди на одну розетку при 
варьировании объёма растворов токсиканта  
в диапазоне от 4 до 500 мл. 

Проведённые опыты с 20- часовой экспо-
зицией показали (рис. 1), что в малом объёме 
(4 мл) токсическое действие на ряску в виде 
значительного снижения относительного по-
казателя ЗФ наблюдалось только при очень 
высокой концентрации ионов меди (1 мг/л). 
В больших объёмах среды (20–500 мл) добав-
ляемый токсикант вызывал снижение ОПЗФ 
при концентрации на порядок меньшей.

Как видно из приведённых данных (рис. 1), 
действие ионов меди возрастает только при уве-
личении объёма раствора токсиканта до 100 мл.  
При этом насыщение токсического воздей-
ствие наблюдается начиная с объёмов раство-
ров в 20 мл. Поскольку использование боль-
ших объёмов проб вызывает определённые 
технические трудности в работе, то в дальней-
шем при постановке острого токсикологиче-
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Рис. 1. Влияние разных объёмов растворов
с ионами меди на ОПЗФ ряски малой 

(экспозиция 20 часов)
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ского эксперимента нами был выбран в каче-
стве оптимального объём среды в 50 мл. Ток-
сикологические эксперименты с такими про-
бами воды проводились в специально разра-
ботанных устройствах УЭР-05, которые бла-
годаря умеренному вращению проб обеспе-
чивают поддержание требуемой температуры  
и равного светового облучения сразу для 18 ём-
костей с тест-организмами.

Состав водной среды оказывает суще-
ственное влияние на биодоступность вноси-
мых токсикантов, в первую очередь, тяжёлых 
металлов (ТМ). В природных водах ТМ нахо-
дятся преимущественно в трёх формах: в виде 
свободных (гидратированных) ионов, в соста-
ве комплексных соединений с неорганически-
ми и, главным образом, органическими веще-
ствами различной молекулярной массы и хи-

мической природы, а также в составе взве-
шенных частиц [12 – 15]. При моделирова-
нии токсикологического эксперимента в ла-
бораторных условиях среда, как правило, со-
стоит только из растворённых неорганических 
солей, тем самым обладает минимальной свя-
зующей способностью. Однако в составе пита-
тельной среды Штейнберга имеется двунатри-
евая соль этилендиаминтетрауксусной кисло-
ты, обладающая сильными связующими спо-
собностями по отношению к ионам металлов. 
Кроме того, уровень общей минерализации 
среды может также оказывать существенное 
влияние на биодоступность токсикантов [14].

В связи с этим нами были проведены опы-
ты по сравнению токсичности ионов меди для 
ряски на питательных средах Тамия и Штейн-
берга различного разбавления. По своему со-
ставу среда Тамия в 10 раз более минерализо-
вана, чем среда Штейнберга (8,75 г/л и 0,85 г/л 
соответственно). Эксперименты проводились  
с питательными средами, разбавленными до 2,  
10 и 50%, в которые вносились ионы меди в 
концентрации 0,125 мг/л.

Результаты, представленные на рисунке 2, 
показывают, что при разбавлении обеих пита-
тельных сред до 2% токсический эффект ионов 
меди после 20-часового воздействия на ряску 
заметно увеличивался. При этом разбавление 
питательных сред дистиллированной водой не 
угнетало рост самих растений.

Учитывая большее воздействие модельно-
го токсиканта на тест-организм в среде Штейн-
берга, разбавленной в 50 раз (2% содержание), 
этот вариант питательной среды был исполь-
зован нами в дальнейших токсикологических 
исследованиях.

среда Тамия среда Штейнберга

контроль 2%+Cu 10%+Cu 50%+Cu

Концентрация питательной среды

0

20

40

60

80

100

120
О

П
З

Ф
, в

 %
 о

т 
к

он
тр

ол
я

Рис. 2. Влияние ионов меди (0,125 мг/л)
на величину ОПЗФ ряски на питательных средах 
различного разбавления (экспозиция 20 часов)
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Рис. 3. Влияние температуры на ОПЗФ ряски при 4-часовой (А) и 24-часовой (Б) экспозиции
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Факторы внешней среды, такие, как тем-
пература, влияющая на рост и развитие самих 
растений [16], могут изменять и скорость по-
глощения ими токсических веществ. В связи 
с этим нами исследовано влияние температу-
ры растворов на токсическое действие ионов 
меди на ряску при различных временных экс-
позициях.

Проведённые эксперименты показали, что 
при времени воздействия в 4 часа повышение 
температуры (28–35 оC) усиливало токсиче-
ский эффект ионов меди (рис. 3).

С увеличением времени экспозиции до од-
них суток (рис. 3) величина ОПЗФ при дей-
ствии всех исследованных концентраций ио-
нов меди (0,008–0,125 мг/л) снижалась прак-
тически одинаково при всех трёх температурах 
(21, 28 и 35 оC) среды. Нивелирование темпе-
ратурного влияния может быть вызвано тем, 
что при повышенных температурах в услови-
ях более длительного эксперимента токсиче-
ский эффект ионов меди частично компенси-
руется ускорением роста в этот период самих 
растений ряски.

Другим внешним фактором, который ока-
зывает влияние на растение и вследствие этого 
изменяет его реакцию на токсиканты, являет-
ся уровень светового облучения растительного 
тест-организма [17]. С этой целью нами было 
изучено действие ионов меди на относитель-
ный показатель ЗФ ряски после экспониро-
вания при различных интенсивностях света.

Исследования показали (рис. 4), что в 
условиях более высокого (до 10000 лк) уров-
ня светового облучения растений токсическое 
воздействие ионов меди возрастало. Эффект 
отмечался как при 4-часовой, так и 24-часо-

вой экспозициях. Возможно, что высокая ин-
тенсивность света, активизируя фотоассими-
ляционную активность растения, способствует 
и большему поглощению токсиканта из среды. 
Не исключено также, что при высоком уров-
не светового облучения растений может раз-
виваться процесс фотоингибирования, вызы-
вающий повреждение фотосинтетического ап-
парата [18]. В присутствии ионов меди коли-
чество таких повреждений существенно воз-
растает [19].

Таким образом, замедленная флуоресцен-
ция, в виде её относительного показателя, по-
зволяет выявлять токсический эффект ионов 
меди по отношению к ряске малой уже через 
несколько часов после внесения их в среду. 
При этом действие ионов меди на ряску уси-
ливается при повышении температуры, интен-
сивности светового облучения и при разбавле-
нии питательной среды. 
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