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Согласно принципам биотестирования предполагается, что различия в ответных реакциях подопытных организ-
мов будут обусловлены только действием спектра химических веществ, присутствующих в пробе и отсутствующих 
в контрольной среде. Однако в реальных условиях формирование результата биотестирования остаётся много-
факторным сложным процессом. Первая группа факторов зависит от свойств тестируемой среды: качественного  
и количественного химического состава, его стабильности, присутствия и взаимодействия биогенных и потенциально 
токсичных веществ. Во-вторых, рассмотрены зависимости результатов биотестов от выбранного тест-организма и его 
ответных реакций. Третья группа факторов формируется самим исследователем и включает: условия содержания  
и состояние тест-организмов на момент выполнения опыта, выполнение требований к технике и условиям экспери-
мента и другие субъективные аспекты. Мировые тенденции в сфере биодиагностики состояния окружающей среды 
направлены на унификацию и стандартизацию методов и технологий проведения биотестов с учётом множества 
факторов, способных модифицировать итоговый результат биоанализа. Представленный материал может исполь-
зоваться при интерпретации результатов биотестирования природных и техногенных сред.

Ключевые слова: биотестирование водных сред, тест-организмы, факторы токсичности, стандартизация условий 
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The principles of bioassay state that differences in the responses of experimental organisms are due only to the 
action of the spectrum of chemicals present in the sample and absent in the control environment. However, under real 
conditions, the formation of a bioassay result is a multifactorial complex process. The first group of factors depends 
on the properties of the tested medium: qualitative and quantitative chemical composition, its stability, the presence 
and interaction of biogenic and potentially toxic substances. Secondly, the dependences of the biotest results on the 
selected test organism and its responses are considered. The third group of factors is formed by the researcher himself 
and includes: the maintenance conditions of the test culture, the state of the test culture at the time of the experiment, 
compliance with the requirements for the laboratory base, compliance with the experimental technique and other 
subjective aspects. World trends in the field of biodiagnostics of the state of the environment are aimed at unification 
and standardization of methods and technologies for conducting bioassay, taking into account many factors that can 
modify the final result of bioanalysis. The presented material can be used to interpret the results of bioassay of natural 
and man-made environments.

Keywords: bioassay of aquatic environments, test organisms, toxicity factors, standardization of conditions for 
bioassay.
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Методы биотестирования заслуженно 
заняли своё место в инструментарии эко-
логических работ, поскольку способствуют 
обнаружению низких доз загрязняющих 
веществ (ЗВ) [1, 2], выявлению эффектов но-
вых токсикантов и их смесей [3], проведению 
экологического мониторинга в соответствии  
с международными и национальными дирек-
тивами по охране окружающей среды [4, 5]. 
Совершенствование методологии биотестиро-
вания направлено на максимальный учёт фак-
торов, влияющих на реакции тест-организмов, 
а, значит, и на заключение о токсичности [6]. 
Данные факторы подразделяются на:

– параметры исследуемой водной среды, 
такие как стабильность её качественного  
и количественного химического состава, кон-
центрации как биогенных, так и потенциально 
токсичных соединений, возможное взаимо-
действие веществ;

– факторы, связанные с выбранным 
тест-организмом и методом биотестирования, 
включая тест-функцию и её характер (био-
химический, физиологический, морфологи-
ческий, поведенческий);

– условия, формируемые исследовате-
лем – исполнителем процедур биотестиро-
вания: параметры содержания культур, их 
характеристики на момент проведения серии 
опытов, выполнение требований к лаборатор-
ным условиям, соблюдение техники экспери-
мента и многое другое.

Цель данной работы – анализ и система-
тизация факторов, влияющих на результат 
определения степени токсичности водных сред 
с помощью тест-организмов.

Свойства тестируемой среды 
и её компонентов

Физические и физико-химические свой-
ства молекул токсикантов, влияющие на их 
токсичность. В водных средах все химиче-
ские вещества могут потенциально влиять 
на жизнедеятельность живых организмов. 
Естественные компоненты природной воды 
составляют её химическую «матрицу», многие 
части которой являются необходимыми био-
генными элементами, либо эссенциальными 
элементами, обладающими значительной 
биологической ролью для представителей 
биоты. Превышение концентрации веществ 
и элементов относительно природного фона 
или поступление в среду обитания химических 
соединений, не свойственных данной экоси-
стеме составляет суть проблемы загрязнения 

окружающей среды. В таблице 1 обобщены 
основные свойства химических веществ, обу-
словливающих их взаимодействие с целост-
ным организмом и молекулами-биомишенями 
токсикантов [7–10].

Безусловно, рассмотренные свойства 
молекул токсикантов влияют на их токсич-
ность в совокупности с другими факторами: 
дозой и временем контакта с организмами. 
Кроме того, абиотические условия проведе-
ния эксперимента влияют на биодоступность 
токсикантов, и, следовательно, на результат 
биотестирования.

Физико-химические свойства тестируе-
мой водной среды и биодоступность токси-
кантов. Методологическим преимуществом 
биотестирования для диагностики наличия 
загрязнения является то, что такие важные 
параметры, как освещённость, температура, 
суточные и сезонные колебания физических 
и физико-химических параметров водной 
среды, устраняются благодаря постановке 
эксперимента в контролируемых условиях. 
Однако, многие особенности тестируемой во-
дной среды являются её неотъемлемой частью 
и модифицируют действие потенциально ток-
сичных веществ (табл. 2).

Перечисленные свойства водной среды 
влияют на проявление токсичности ЗВ через 
процессы формообразования, сорбции и де-
сорбции, окислительно-восстановительных 
реакций, процессов осаждения и соосажде-
ния элементов. Различное сочетание таких 
физико-химических параметров, как уровень 
рН и жёсткость также существенно модифи-
цируют токсичность веществ [11].

Так, известно, что истинно растворённые 
формы металлов и микроэлементов – аква-
ионы, ионные пары, низкомолекулярные ор-
ганические соединения, включающие в состав 
элемент, – обладают максимальной биодо-
ступностью, а соответственно и токсичностью 
для живых организмов [12]. И напротив, 
высокомолекулярные органоминеральные ве-
щества, прочные хелатные комплексы, а также 
формы металлов с низкой растворимостью не 
являются биодоступными, следовательно, не 
приводят к опасным токсическим эффектам 
у подопытных организмов [13].

Комплексообразование за счёт лигандов 
органического вещества – это один из основ-
ных механизмов снижения биодоступности 
и причина низкой токсичности «связанных» 
элементов. Известно, что 1 мг/л органического 
вещества взаимодействует с 4,4 мкг/л услов-
ного металла [14]. Интересен факт, что орга-
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ническое вещество в пресных водах обладает 
большим протекторным действием, чем его 
аналогичное содержание в морской воде [15].

Низкий уровень рН водной среды или 
почвенного раствора на фоне высокого со-
держания гуминовых веществ, особенно 
фульвокислот, приводит к увеличению со-
держания ионных форм металлов, что крайне 
опасно для гидробионтов [16, 17]. В биотестах 
на Ceriodaphnia affinis Lilljeborg показано, 
что увеличение лабильности токсичных 
элементов приводит к повышению острой  
и хронической токсичности вод и экстрактов 
из донных отложений, например, по показа-
телю генотоксичности для Chironomus riparius 
Meigen [18].

Встречаются и противоположные сведе-
ния. Показано, что токсичность растворимых 
солей хрома и никеля для индийского карпа 
значительно выше при высоком значении рН 
(9,0 ед.), чем при низком (6,0 ед.), кроме того, 

токcичеcкое действие данных тяжёлых метал-
лов снижается в жёсткой воде [19].

В большинстве протоколов биотестирова-
ния предусмотрено измерение значений рН, 
температуры среды, концентрации раство-
рённого кислорода [20–24]. Значение этих 
факторов затем учитывается при интерпрета-
ции результатов.

Контаминация веществ и их совместное 
действие. Тестируемая среда – это многоком-
понентная система, в которой невозможно 
исключить контаминацию множества при-
родных веществ и соединений антропогенного 
происхождения [3, 25]. Совокупность эффек-
тов веществ при их совместном действии, без 
подразделения по механизмам действия, на-
зывают коергизмом [7]. Истинный коергизм 
включает в себя простую суммацию эффектов 
(аддитивный синергизм), усиление действия 
веществ друг другом (потенцирующий синер-
гизм) и антагонизм. В водной среде вещества 

Таблица 2 / Table 2
Влияние свойств тестируемой водной среды на биодоступность и проявление токсических эффектов 

загрязняющих веществ (ЗВ) / Influence of the properties of the tested aquatic environment 
on bioavailability and the manifestation of toxic effects of pollutants

Параметр
Parameter

Влияние на биодоступность и 
токсичность ЗВ / Influence on the 

bioavailability and toxicity of substances

Исключения
Exceptions

Взвешенное вещество 
Suspended matter

Снижение токсичности за счёт адсорб-
ции и абсорбции растворённых ЗВ

Гидробионты с фильтрующим 
типом питания поглощают ЗВ 
вместе со взвесями

Вещества комплексо-
образователи
Complexing agents

Снижение токсичности коррелирует со 
степенью химического сродства ЗВ и 
комплексообразователя, а также ста-
бильностью новых комплексов

Имеются данные о повышении 
токсичности некоторых хелатных 
комплексов металлов, например, 
фульватных комплексов ртути

Жёсткость воды
Hardness of water

Ионы Ca2+ и Mg2+ снижают токсичность, 
уменьшая проницаемость биомембран. 
Также токсичность уменьшается, если 
ЗВ образует плохо растворимые соеди-
нения с ионами жёсткости, например, 
карбонатные комплексы

Многие органические ЗВ не взаи-
модействуют с ионами в жёсткой 
воде и/или проникают в организм 
путём активного транспорта

Уровень рН среды
pH of the medium

Количество лабильных токсичных форм 
большинства неорганических веществ 
растёт при снижении рН

Реакция среды может выступать 
как фактор токсичности. Крити-
ческие и оптимальные уровни рН 
видоспецифичны

Растворённый 
кислород
Dissolved oxygen

При недостатке О
2
 токсичность ЗВ воз-

растает из-за дыхательного стресса 
гидробионтов, кроме того, восстановлен-
ные формы многих элементов становят-
ся токсичнее

Оптимальный уровень кислорода 
в воде способствует ослаблению 
токсических эффектов ЗВ. Крити-
ческие уровни содержания раство-
рённого кислорода в воде видоспе-
цифичны

Полизагрязнение
Polypollution

Токсичность ЗВ может как повышаться, 
так и снижаться за счёт явлений коер-
гизма и псевдокоергизма

Вещества, не взаимодействующие 
в водной среде и во внутренних 
биосредах организма, не влияют на 
эффекты друг друга
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ещё до аппликации или проникновения в 
живой организм могут адсорбироваться на 
поверхности каких-либо частиц, осаждаться, 
взаимодействовать между собой, изменять 
химическую форму в зависимости от парамет-
ров природного раствора (температура, рH, 
концентрация минеральных солей и т. д.). 
Модификация токсичности веществ вслед-
ствие таких процессов называется псевдоко
ергизмом. Такие процессы часто повышают 
устойчивость экосистем к загрязнению.

Механизмы истинного коергизма основа-
ны на изменении токсикодинамики веществ 
при совместном поступлении в организм. 
Например, в длительных экспериментах на 
моллюсках Mytius galloprovincialis проде-
монстрировано смягчение ответных реакций, 
происходящих в лизосомах организмов, за 
счёт антагонизма пестицида хлорпирифоса  
и никеля [26].

Соотношения токсичных веществ, их 
комбинации, а иногда и длительность экс-
перимента также влияют на итоговые био-
логические эффекты смесей [27, 28]. В тестах 
на Orecohromis niloticus (нильская тиляпия) 
показано, что смесь цинка и меди приводит к 
синергизму их действия, но при соотношении 
1:1 наблюдается антагонизм этих металлов  
и снижение смертности рыб [29].

Анализ факторов, действующих на тест-
организмы со стороны тестируемой среды  
и её компонентов, приводит к выводу, что 
чаще всего нельзя выделить одно свойство, 
которое бы объясняло токсичность. Именно 
поэтому в методологии биотестирования часто 
используют термин «интегральная токсич-
ность», которая формируется совокупностью 
действующих факторов.

Факторы чувствительности организмов 
к химическим веществам

Формирование ответных реакций на 
токсическое воздействие у разных биоло-
гических видов. В молекуле ДНК, носителе 
генетической информации, закодированы 
физиологические, морфологические, биохи-
мические и все другие видовые особенности, 
которые проявляются в ходе жизни и развития 
организма, определяя в том числе и взаимо-
действия «токсикант-биологическая мишень». 
Вторым принципом формирования разных 
по этиологии и силе проявления реакций 
организмов на загрязнение среды обитания 
является снижение чувствительности орга-
низмов по мере усложнения их эволюционно 

обусловленной организации. Эту позицию 
объясняет то, что повышение организован-
ности биологического вида включает в себя 
и совершенствование токсикологических 
барьеров [8, 30, 31]. Встречаются исключения 
из этого базового принципа. Так, в исследо-
вании детоксикации фосфорорганических  
и N-метилкарбаматных пестицидов показано, 
что печень крысы (in vitro) обладает большим 
детоксикационным потенциалом, чем образцы 
клеток печени человека [8].

В биотестировании ориентир на различия 
в чувствительности к токсикантам у разных 
видов и выделение самых отзывчивых к воз-
действию организмов является главным прин-
ципом разработки информативных биотестов. 
Также систематически далёкие друг от друга 
виды принято использовать в экологических 
исследованиях для определения наиболее уяз-
вимой группы организмов при сложившемся 
загрязнении. Так формируется «батарея биоте-
стов», которая включает минимум три биотеста 
с использованием разных организмов. Часто 
используют сочетания низших ракообразных, 
одноклеточных водорослей и высших водных 
растений [32, 33].

Механизмы внутривидовой чувстви-
тельности организмов. Генетический по-
лиморфизм, то есть существование в одной 
популяции двух и более резко различающихся 
аллелей одного и того же гена, – это механизм 
и первопричина многих межиндивидуальных 
различий организмов одного вида [34]. На-
пример, известно, что ген цитохрома человека 
P450 (CYP2D6) обладает высокой полиморф-
ностью, что приводит к широким этническим 
и межиндивидуальным различиям в метабо-
лизме токсикантов [35].

Примером из области биотестирования 
могут служить белые лабораторные мыши, 
как правило гибриды подвидов Mus musculus 
domesticus и Mus musculus musculus. Их по-
пуляции являются одними из наиболее часто 
используемых тест-систем для выявления и 
изучения различных эффектов, в том числе 
различий токсичности веществ на внутриви-
довом уровне. С помощью генетически гете-
рогенной популяции мышей показано, что 
современные пищевые добавки могут обладать 
потенциальной опасностью, обнаружение 
которой осложняется внутривидовой чувстви-
тельностью к определённому веществу только 
части популяции [36].

Частный случай генетически обуслов-
ленной индивидуальной чувствительности к 
веществам – это различия, связанные с по-
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лом. Они могут формироваться за счёт гормо-
нальных особенностей, разного соотношения 
жировых и водных фракций у самцов и самок, 
специфических ферментативных отличий, 
свойственных биологическому виду. Так, кожа 
спины самок крыс примерно в два раза более 
проницаема для мочевины, бензойной кисло-
ты и кортизона, чем кожа самцов [7].

Следующая категория причин индиви-
дуальной чувствительности организмов не 
связана с генетическими особенностями.  
К ним относят возраст, массу тела, влияние 
беременности (для млекопитающих) или 
болезни, годовые и суточные ритмы, регион 
обитания (для обитающих в естественных 
условиях организмов), питание. Есть данные, 
что снижение метаболической активности 
печени и почечной экскреции у очень моло-
дых или очень старых особей может усилить 
химическую токсичность веществ [37]. Также 
вариабельность результатов биотестов может 
быть вызвана даже незначительной разницей 
в возрасте тест-организмов. Например, при 
проведении опытов с использованием мелких 
членистоногих коллембол [24] разница в воз-
расте особей в 1 сутки уже влияет на итоговый 
результат биотестирования, тогда как разница 
температуры проведения опыта в пределах 1 оС 
не имеет ощутимого эффекта [38].

При проведении биотестирования боль-
шой разброс индивидуальной чувствитель-
ности к токсикантам является фактором, 
снижающим точность и воспроизводимость 
результатов. Поэтому на роль тест-организмов 
разработчики биотестов часто выбирают орга-
низмы относительно низкого эволюционного 
уровня, у которых гетерогенность свойств 
разных особей минимальна [2, 39, 40].

Условия проведения биотестирования 
также являются факторами получения объ-
ективных результатов биотестирования, 
формируемых самим исследователем. Для 
достижения упорядоченности и унификации 
процедур биотестирования требуется раз-
работка правил, положений, алгоритмов для 
всеобщего применения, объединяемых в по-
нятии «стандартизация» [40–43]. В области 
биотестирования стандартизацию можно 
условно разделить на два направления: стан-
дартизация культур тест-организмов, включая 
условия их культивирования и/или содержа-
ния, и стандартизация условий испытаний.

Стандартизация тест-культур связана 
с трудностями, исходящими из сути работ с 
живыми организмами, которые своей генети-
ческой изменчивостью, наличием биоритмов 

и других факторов, неминуемо создают ва-
риативность своих ответных реакций на ток-
сичные вещества. Например, при сравнении 
культур одного биологического вида в двух 
разных лабораториях, можно обнаружить, 
по меньшей мере, морфологические отличия 
особей данных искусственных популяций 
[44, 45].

В современной методологии биотестиро-
вания используются два основных приёма 
стандартизации тест-культур. Во-первых, 
определение вида используемого организма и 
дальнейшее поддержание чистоты монокуль-
туры. Это условие имеет большое значение, 
поскольку разные виды одной системати-
ческой группы часто проявляют различную 
чувствительность к токсикантам. Напри-
мер, цианобактерии Nostoc muscorum Ag., 
N. paludosum Kütz, и N. linckia (Roth) Born. et 
Flah различаются по устойчивости к фосфор-
содержащим токсикантам (метилфосфоновой 
кислоте и гербициду Глифосат) [46].

Во-вторых, поддержание чувствительно-
сти культуры организмов к модельному (эта-
лонному) токсиканту на необходимом уровне. 
К модельному токсиканту предъявляются 
требования, обоснованные задачами его ис-
пользования: вещество должно быть стойким 
в водной среде, количественно определяемым  
в растворе, минимально опасным для операто-
ра анализа [1, 2, 39]. В России чаще всего при-
меняют соли тяжёлых металлов (сульфат меди, 
дихромат калия, сульфат цинка). За рубежом 
спектр эталонных токсикантов гораздо шире. 
Например, в работе [42] указано, что в руково-
дящем документе США (1994 г.) предлагается 
использовать следующие соединения в каче-
стве эталонных токсикантов: хлорид натрия 
(NaCl), хлорид калия (KCl), хлорид кадмия 
(CdCl

2
), сульфат меди (CuSO

4
), додецилсуль-

фат натрия и дихромат калия (K
2
Cr

2
O

7
). Также 

в научных работах можно встретить использо-
вание в качестве токсикантов лаурилсульфата 
натрия, фенола, хлороформа, эндосульфана, 
хлорида аммония, фторида натрия, этилового 
спирта и других веществ [47–51].

Проблему обеспечения лабораторий био-
тестирования стандартизированными тест-
культурами учёные МГУ им. М.В. Ломоно-
сова предлагают решать через формирование 
единого национального банка тест-культур, 
который гарантировал бы соответствие тест-
культуры заданным критериям [42]. Однако, 
стандартизированная культура быстро теряет 
свои качества и пригодность к биоанали-
зам в силу различий в химическом составе 
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культивационных вод, использования даже 
незначительных вариаций в приёмах культи-
вирования организмов и вследствие действия 
на них других абиотических и биотических 
факторов. Нами предлагается проводить кон-
троль пригодности тест-культур к биоанализам 
на базе каждой испытательной лаборатории 
по расширенному перечню здоровья тест-
организмов [44, 45].

Стандартизация условий культивиро-
вания тест-организмов. Создание экологи-
ческого оптимума абиогенных и биогенных 
факторов позволяет поддерживать высокую 
чувствительность культуры, а также нивели-
ровать сезонные колебания состояния тест-
организмов. Для биотестирования в основном 
используются гидробионты, для которых наи-
более важными параметрами являются хими-
ческий состав культивационной воды, а также 
его стабильность, температурный и световой 
режим, биогенные параметры, такие как плот-
ность популяции, вид и периодичность корм-
ления, отсутствие организмов-антагонистов 
[39, 47, 52].

В качестве культивационной среды в на-
стоящее время используют как природные 
воды, обеспечивающие организмы макро- и 
микроэлементами, так и искусственные среды, 
разработанные не только для растений, но и 
для рыб, ракообразных, хирономид и других 
организмов [23, 42]. Например, получила 
распространение среда М4, предложенная для  
D. magna, включающая в свой состав макро- и 
микроэлементы, а также витамины [53].

При сравнении результатов биоанали-
зов, выполненных с использованием одного 
и того же тест-организма, необходимо при-
держиваться одинаковых протоколов испы-
таний, а также условий содержания культур. 
Например, только для культуры D. magna 
международными организациями по охране 
окружающей среды рекомендовано несколько 
разных методик [21–23, 54]. Алгоритмы этих 
документов могут отличаться в части плот-
ности посадки организмов в среду, светового 
периода, вида корма, продолжительности теста 
и других важных параметров, что, в свою оче-
редь, приводит к разным ответным реакциям 
у представителей одного и того же биологиче-
ского вида [52].

Заключение

Итак, на итоговый результат биоанализа 
влияет множество факторов. Однако получе-
ние объективных результатов биотестов воз-

можно. Для этого необходимо обладать инфор-
мацией о тестируемой среде, затем проводить 
научно обоснованный выбор тест-организмов 
с высокой чувствительностью к приоритетным 
токсикантам, использовать методы исследо-
ваний, обеспечивающих наиболее строгую 
стандартизацию тест-культур и условий про-
ведения биотестов. Для исключения ложных 
«нулевых» результатов биотестирования 
необходимо внедрять системные биотесты, 
оценивающие спектр тест-функций одного 
базового тест-организма. Итоговая интерпре-
тация результатов биотестирования должна 
проводиться с учётом факторов, потенциально 
оказавших влияние на ответные реакции под-
опытных особей: свойства тестируемой среды, 
особенности тест-организмов, характеристики 
метода исследования и условий проведения 
экспериментов.
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