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ВВедение

К многочисленным факторам, влияющим на состояние окружающей сре-
ды, в последнее время с нарастающей скоростью добавляются все новые, 
связанные с бурным развитием человеческого общества. Причем отдельные 
факторы могут сами по себе не представлять особой опасности, но синергизм 
их аддитивного действия оказывает на биосферу существенное влияние. Уже 
сложившиеся в процессе эволюции биосистемы не всегда могут справиться 
с этими новыми, комплексными по своей природе  воздействиями, и в био-
сфере нарастает напряженность. Она характеризуется резкими изменениями 
на организменном и популяционном уровнях, влияя на существующее био-
разнообразие. И в первую очередь на опасные изменения в окружающей сре-
де реагируют наименее приспособленные виды: снижается их численность, 
увеличивается частота морфозов, может меняться соотношение полов, воз-
растной состав и другие характеристики.  

Однако признаки экологической напряженности можно зарегистриро-
вать намного раньше, чем они проявятся на популяционном и организменном 
уровнях. Многие, если не все, изменения, возникающие под воздействием 
антропогенных или иных нагрузок на организм, являются следствием моди-
фикаций в работе генетического аппарата наиболее чувствительных (в за-
висимости от специфики воздействия) клеток этого организма. Когда такие 
клетки не могут приспособиться к сложившейся ситуации в пределах нормы 
реакции своего генотипа, в них развивается стресс-реакция. Активируется 
перекисное окисление липидов, меняется экспрессия генов раннего ответа, 
начинается синтез белков теплового шока, запускаются апоптотические про-
цессы, а также рекомбиногенез и мутагенез. 

Одним из признаков «неблагополучия» на цитогенетическом уровне яв-
ляется возрастание уровня хромосомных аберраций в клетках стрессирован-
ных особей. Этот показатель особенно важен, так как говорит о мутагенном 
воздействии окружающей среды на живые организмы. При этом с одной сто-
роны, наблюдаемые изменения являются индикатором физиологического со-
стояния изучаемого вида на момент сбора материала. С другой стороны, часть 
мутагенных изменений может сохраниться и быть передана потомству, у ко-
торого будет постепенно расти мутационный груз. Таким образом, на основе 
цитогенетического анализа можно отчасти прогнозировать развитие ситуа-
ции в будущем. Поэтому оценка влияния различных антропогенных факторов 
на генетическом уровне должна быть на одном из первых мест в промыш-
ленно развитых регионах, где особенно остро встает проблема генетической 
безопасности человека (Инге-Вечтомов и др., 1991).   
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ГЕНЕТИчЕСКАЯ ТОКСИКОЛОГИЯ И ГЕНЕТИчЕСКИ АКТИВНыЕ ФАКТОРы СРЕДы

ЦеЛЬ РАБОТЫ

Проверка возможности использования рачка Asellus 
aquaticus для оценки загрязненности водоемов Северо-
Западного региона цитогенетическими методами.  

МАТеРиАЛ и МеТОдЫ

Работу проводили на клетках развивающихся заро-
дышей рачка Asellus aquaticus. С этой целью в весенне-
летний период собирали самок с выводковыми сумками 
(по 7–10 особей на место сбора). Было выбрано не-
сколько мест сбора с предположительно разной степе-
нью загрязненности. «Чистыми» считали места, изоли-
рованные от активной деятельности человека (в центре 
лесного массива на Карельском перешейке, в парке 
Биологического института СПбГУ в Старом Петергофе, 
изолированный пожарный водоем в садоводстве «Пул-
ково»). К «грязным» точкам сбора относили активно ис-
пользуемые водоемы в густонаселенных районах города 
или вблизи предполагаемых объектов-загрязнителей. 

Собранных животных фиксировали в смеси этанола 
с ледяной уксусной кислотой (3 части этанола к 1 части 
ледяной уксусной кислоты), предварительно удалив из-
лишки воды фильтровальной бумагой. Фиксатор меняли 
дважды с интервалом 45 мин. Материал хранили в по-
следней порции фиксатора. Для окраски зародыши из 
сумки одной особи извлекали и красили в 4 % растворе 
ацетоорсеина. Время окраски (15–40 мин) подбирали 
эмпирически. Из клеток окрашенных эмбрионов готови-
ли давленые препараты. 

Анализировали клетки на стадии ана-телофазы в со-
ответствии с критериями, эмпирически подобранными в 
процессе предварительной работы (рис. 1 и 2). Исполь-
зовали микроскопы Микмед-6 и Микмед-2 с увеличени-
ем 40 × 10 и 100 × 10. 

При оценке чувствительности делящихся клеток во-
дяного ослика к рентгеновскому облучению самок, со-

Если используемый вид достаточно широко распро-
странен на изучаемых территориях, является удобным 
для цитогенетического анализа, и достаточно чувствите-
лен к изменениям окружающей среды, то он может быть 
рекомендован как вид-биоиндикатор. Оценивая уровень 
нарушений в генетическом аппарате делящихся клеткок 
особей этого вида, собранных в разных точках, можно 
достаточно быстро оценить степень экологической на-
пряженности исследуемой территории. 

Следует отметить также проблему неравномерного 
распределения загрязнений. Множественные «чистые»  
и «грязные» участки могут находиться в непосредствен-
ной близости друг от друга, и обследуемая зона, в таком 
случае, напоминает «лоскутное одеяло». Поэтому, для 
изучения пространственной структуры загрязненности 
территорий следует организовать сбор материала из как 
можно большего количества мест. Это предъявляет осо-
бые требования к чувствительности биоиндикаторного 
вида, к его распространенности и особенностям среды 
обитания, а также к легкости методов анализа для полу-
чения адекватных результатов (Даев и др., 2002). 

В регионах, насыщенных водоёмами, проверка каче-
ства воды приобретает огромное значение. Площадь во-
досбора отдельного водоема может значительно варьи-
ровать в размерах, и анализ состояния в нем воды может 
помочь охарактеризовать состояние прилегающих тер-
риторий. 

Своевременному выявлению загрязненных водоемов 
может способствовать анализ уровня цитогенетических 
нарушений у такого распространенного гидробионта, как 
водяной ослик Asellus aquaticus. Широкий ареал этого 
вида и легкость сбора материала, относительно неболь-
шое число хромосом (2n = 16) и наличие достаточного 
числа делящихся клеток в развивающихся зародышах 
делают этих рачков удобными для учета частоты хромо-
сомных аберраций, возникающих вследствие мутагенно-
сти внешних воздействий (Даев и др., 2002; Барабанова 
и др., 2006). 

A Б В
Рис. 1. Принципы отбора пригодных для анализа делящихся эмбриональных клеток рачка Asellus aquaticus L. на стадии анафазы-

телофазы. Пригодными для анализа считали анафазы-телофазы при соблюдении следующих условий: А) L3 ≥ (L1+L2); 
Б) ∟a ≥ 120 °; В) хромосому считали отставшей при L4 ≥ 0,5 (L1+ L2). Учитывали перестройки, расположенные только 
между  расходящимися дочерними наборами хромосом (зона, обозначенная пунктиром)
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Рис. 2. Общий вид препаратов делящихся клеток зародышей водяного ослика (А) и примеры перестроек, выявляемых ана-
телофазным методом (Б–Д). Б) «Мост»; В) «Фрагмент»; Г) «Отставшая хромосома»; Д) и Е) «Множественные пере-
стройки», двойной фрагмент (Д) и двойной фрагмент с отставшей хромосомой (Е)

бранных в «чистой» точке (водоём в парке «Сергиевка», 
спонтанный уровень частоты митотических нарушений 
2,2 %), помещали в открытые чашки Петри в тонком 
слое воды, который не превышал 1/3 толщины живот-
ного. Затем их подвергали кратковременному облучению 
разными дозами на стандартном медицинском оборудо-
вании одной из поликлиник г. Санкт-Петербурга. 

Использовали стандартные дозы облучения, при-
меняемые для диагностики некоторых заболеваний че-
ловека: 0,25 мЗв — рентгенологическое исследование 
ключицы, лопатки, грудины; 2,5 мЗв — метросальпино-
графия; 5 и 10 мЗв — обнаружение патологий кишечни-
ка. При этом полагали, что поглощенная доза радиации 
для рачков не будет существенно отличаться от таковой 
для человека. Длительность облучения не превышала 20 
секунд. 

Через 24 часа после облучения животных фиксирова-
ли по уже описанной выше методике. 

После подтверждения гомогенности материала по 

анализируемым показателям с помощью критерия много-
польного χ2 за единицу варьирования принимали делящу-
юся клетку на стадии ана-телофазы. Достоверность раз-
личий между вариантами также оценивали критерием χ2 
(Глотов и др., 1982).

РеЗУЛЬТАТЫ

Для оценки спонтанного уровня митотических на-
рушений, выявляемых ана-телофазным методом, нами 
были проведены многолетние наблюдения на особях, со-
бранных в «чистых» местах сбора. Показано, что при го-
могенности анализируемого материала (в каждой точке 
сбора) спонтанный уровень незначительно колебался в 
пределах 1,6–2,2 % (табл. 1). 

В то же время в предполагаемых загрязненных ме-
стах частота митотических нарушений достоверно выше, 
чем в контрольном «чистом» месте сбора (табл. 2). Так, 
в районе р. Вуоксы, где антропогенная нагрузка явля-
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Место сбора материала
Год 

наблюдения
Число 
самок

Число проанализированных 
клеток

Общая частота митотических 
нарушений (%) 

Значимость 
различий

Пруд в парке «Сергиевка», 
Ст. Петергоф

1987
1988
1989
2000

14
10
10
10

2222
1633
1812
1806

1,7
1,9
1,6
1,9

NS 

Водоем в лесу на 
Карельском перешейке, 

более 250 м от ближайшей 
дороги

2001
2004

9 
10

369 
1074

2,2 
2,2

NS

Изолированный пожарный 
водоем в районе 

Авиагородка (Пулково)

2002
2004

8
9

1220
1257

1,9
2,1

NS

NS — значимые различия между всеми точками сбора не выявлены 
(ν = 7; χ2 = 2,26; Р = 0,94).

Таблица 1 
Спонтанный уровень митотических нарушений в делящихся клетках зародышей Asellus aquaticus  
в чистых местах сбора

Место сбора материала Число самок N (n) Общая частота митотических нарушений (%)

Пруд в парке «Сергиевка», 
Ст. Петергоф (контроль) а 

44
7473
(135)

1,8

Бухта «Оранжерейная», 
р. Вуокса

9
1529
(80)

5,2б

Химический факультет СПбГУ, 
Ст. Петергоф

10
1400
(232)

16,6б

Водоем в «Яхтенном» 9
1230
(159)

12,9 б

Водоем в  «Парке Победы» 8
1169
(127)

10,9 б

а — суммированы данные наблюдений за 1987–2000 гг. (см. табл. 1); б — отличие от контроля достоверно (критерий χ2, 
P < 0,05); N — число проанализированных клеток; n — число клеток с перестройками.

Таблица 2 
частота митотических нарушений в клетках зародышей рачка Asellus aquaticus в местах сбора, 
испытывающих различные антропогенные нагрузки

ется сезонной (летний период), уровень митотических 
нарушений в делящихся клетках водяного ослика со-
ставляет 5,2 %. 

В водоемах «Парка Победы» г. Санкт-Петербурга, ис-
пытывающих более сильное воздействие человека, анали-
зируемый показатель составил около 10 %, а в некоторых 
местах превышал 15-процентный уровень. Наивысшая 
частота перестроек была зафиксирована в районе г. Со-
сновый Бор, где достигала 20%-го уровня.

Для оценки чувствительности используемой нами 
модели биоиндикации мутагенного действия факторов 
окружающей среды мы применяли облучение самок с 
зародышевыми сумками рентгеновским облучением 
(табл. 3). 

Показано, что уже минимальная из используемых 
нами доз вызывает достоверное повышение общей часто-
ты хромосомных перестроек до 14,8 % по сравнению со 
спонтанным уровнем, который составил 2,2 % (табл. 3). 

Дальнейшее усиление облучения приводит к более 
сильному повышению уровня анализируемых нарушений 
(табл. 3).

ОБСУЖдение

Проведенные нами эксперименты показали, что ра-
чок Asellus aquaticus является удобным объектом для 
оценки состояния водоемов, так как он широко распро-
странен и достаточно многочисленен. Это особенно ка-
сается регионов с большим количеством эвтрофирован-
ных водоемов, где можно исследовать неравномерность 
загрязнений окружающей среды и выявлять пятна эко-
логической напряженности. Определенные ограничения 
связаны с сезонностью размножения рачка, однако он 
может поддерживаться и в лабораторных условиях. 

Материал для анализа может быть собран, за-
фиксирован, окрашен и достаточно быстро проана-
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лизирован рутинными методами. При необходимости 
зафиксированный материал может сохраняться до-
статочно длительное время. Зародышевые ткани рач-
ков реагируют на низкие дозы облучения, считающи-
еся безвредными для человека, что говорит о высокой 
чувствительности используемой нами модели оценки 
мутагенности внешних воздействий. Цитогенетиче-
ский анализ зародышей, выявляет долю клеток, гиб-
нущих в результате макроповреждений генетического 
материала. В свою очередь, это может отразиться на 
численности и приспособленности рождающегося по-
томства, что позже выразиться в нарушении пищевых 
цепей и, в конечном итоге, в снижении биоразноо-
бразия экосистемы. 

Используемый нами ана-телофазный метод намного 
проще и быстрее метафазного анализа и потому более 
адекватен при первичной оценке экологической напря-
женности в исследуемом месте. При этом цитогенетиче-
ские критерии позволяют обнаружить не только прямые 
мутагенные эффекты загрязнений, но и опосредованную 
дестабилизацию генома, вызванную нарушением физио-
логического гомеостаза особей тестерных видов. 

Выявленный нами эффект минимальной из использу-
емых нами доз облучения свидетельствует о достаточной 
чувствительности объекта к применяемому воздействию.  
Для сравнения, цитогенетический эффект облучения 
клеток человека в культуре, по некоторым данным, про-
является при дозах более 20 мГр (Lloyd et al., 1992), а до-
пускаемая IAEA доза облучения при маммографии может 
достигать 3 мГр при средней величине примерно 1,5 мГр 
(Terada, 2002). 

Учитывая отсутствие достоверных различий между 
уровнем цитогенетических нарушений при облучении 
дозами 5 и 10 мЗв, мы попробовали аппроксимировать 
зависимость «доза рентгеновского облучения — ответ» 
нелинейно (несмотря на недостаточный объем мате-
риала). Для этого использовали сигмоидальную кривую 
(рис. 3), взяв за основу формулу: 

где Min и Max — фоновый и максимальный уровни ана-
лизируемых хромосомных нарушений, выраженные в 
долях единицы, EC50 — доза облучения, индуцирующая 
50%-ное повышение уровня анализируемых аномалий, 
Х — логарифм дозы. Крутизну склона принимали за 1 
(Motulsky, Christopoulos, 2003). 

Сопоставляя данные таблиц 2 и 3, и, исходя из при-
нятых в медицине критериев безвредности низких доз 
облучения, можно считать, что повышение частоты ана-
лизируемых митотических нарушений в зародышевых 
клетках водяного ослика до 10–12 % (примерно в 5 раз 
по сравнению с контролем) если и свидетельствует, то о 
невысокой степени загрязненности некоторых водоемов, 
не представляющей опасности для человека (рис. 3). Та-
ким образом, полученные данные могут отражать есте-
ственные различия в состоянии изучаемой биосистемы. 

С другой стороны, выявляемые колебания могут быть 
безвредны для человека, но отражать напряженность в 
экосистеме, ведущую в дальнейшем к нарушению эколо-
гического равновесия. Все эти вопросы требует отдель-
ного комплексного изучения.  

Возможна и третья точка зрения. Так, в некоторых 
водоемах частота цитогенетических нарушений в клетках 
рачка достигает 5–7-кратного превышения над контроль-
ным уровнем, что сравнимо с действием одноразового об-
лучения дозой 2,5 мЗв. В тоже время, спонтанный (кон-
трольный) уровень митотических нарушений, выявляемых 
ана-телофазным методом у водяного ослика, сопоставим с 
таковыми в лимфоцитах у человека (Marcon et al., 2003) 
и в спленоцитах домовой мыши (Tanaka et al., 2008) на 
стадии метафазы. Выявляемое метафазным методом по-
вышение уровня хромосомных аберраций (ХА) в клет-
ках крови людей из групп риска (например, у различных 
категорий медперсонала госпиталей, допустимая нако-
пленная доза ≤ 50 мЗв/год) в 3–5 раз, по сравнению со 
спонтанным уровнем, рассматривается как нежелатель-
ное (Kasuba et al., 2008; Zakeri, Hirobe, 2008). Облучение 
человека на пренатальных стадиях дозами от 10 до 380 
мЗв (Чернобыль) также приводит к 3–4-кратному повы-
шению частоты ХА в лимфоцитах периферической крови 
у родившихся детей, сохраняющемуся длительное время 
(Степанова и др., 2002; Fucic et al., 2008). 

Доза облучения (в мЗв) Число самок N (n) Общая частота митотических нарушений (%)

Контроль 7 1074 (24) 2,2 а, б, в, г

0,25 6 1044 (154) 14,8 *, б, в, г

2,5 6 1178 (268) 22,8 *, а, в, г

5,0 6 1112 (292) 26,3 *, а, б

10,0  6 1148 (288) 25,1 *, а, б

* — отличие от контроля достоверно; а — отличие от варианта «0,25» достоверно; б — отличие от варианта «2,5» достоверно; 
в — отличие от варианта «5,0» достоверно; г — отличие от варианта «10,0» достоверно (критерий χ2, P < 0,05); N — число 
проанализированных клеток; n — число клеток с перестройками.

Таблица 3 
частота радиоиндуцированных митотических нарушений в клетках зародышей рачка Asellus aquaticus
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Анализируя вышеизложенные данные, можно гово-
рить о сопоставимости реакции клеток человека и во-
дяного ослика на радиоактивное облучение. Поскольку 
степень дестабилизации хромосомного аппарата деля-
щихся клеток рачков при действии загрязненной воды 
вызывает повышение уровня хромосомных аберраций, 
сравнимое с действием единовременно полученной дозы 
облучения ≥ 1 мЗв (а 1 мЗв — годовая безопасная для 
населения доза облучения, принятая ICRP), выявленный 
нами уровень загрязнений водоёмов может представлять 
опасность для человека. В этом случае можно говорить 
об опасности прямого и/или «опосредованного» (Лоба-
шев, 1947) мутагенного эффекта  загрязнений водной 
среды, также как и низких доз облучения (Шмакова, 
2006; Georgieva, 2004). Однако окончательный ответ 
может дать только постановка специальных дополни-
тельных экспериментов. 

Перспективным для дальнейшего изучения ка-
жется сравнение спектров обнаруживаемых повреж-
дений. Это может выявить специфику действующих 
факторов. Возможно также проведение метафазного 
анализа индуцированных хромосомных повреждений. 
Кроме того, представители как различных видов рач-
ков отряда Isopoda, так и других ракообразных могут 

быть использованы аналогичным образом в качестве 
биоиндикаторов экологической напряженности. По-
добные исследования уже проводятся, например, на 
представителях Jaera albifrons, Porcelio sp. (Бараба-
нова и др., 2005; 2006; Даев и др., 2002). Использо-
вание цитогенетических методов анализа на подоб-
ных видах-биоиндикаторах может оказаться крайне 
перспективным для оценки экологического состояния 
окружающей среды. 
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approach to estimate mutagenic effect of polluted water by 
cytogenetic method on bioindicator species Asellus aquaticus 
(Isopoda)

E. V. Daev, A. V. Dukelskaya, V. E. Kazarova

` Summary: Elevated frequency of chromosomal aberrations revealed by 

ana-telophase method in ponds and lakes corresponds to higher degree of 

anthropogenic pressure. data obtained are compared with the influence of 

low-dose of ionizing radiation. Validity of the model for estimation of pollution 

degree and its mutagenic influence risk for human being is discussed. 
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ana-telophase analysis; irradiation. 

` Информация об авторах

Даев Евгений Владиславович — профессор.
СПбГУ, биолого-почвенный факультет, кафедра генетики и селекции.
199034, Санкт-Петербург, Университетская наб., 7/9.
E-mail: edaev@hotmail.com, mouse_gene@mail.ru

Daev Evgeniy Vladislavovich — professor.
The State University of Saint-Petersburg,
199034, St.-Petersburg, universitetskaya nab., 7/9.
E-mail: edaev@hotmail.com, mouse_gene@mail.ru

Дукельская Анна Владимировна — старший преподаватель.
СПбГУ, биолого-почвенный факультет, кафедра генетики и селекции.
199034, Санкт-Петербург, Университетская наб., 7/9.
E-mail: mouse_gene@mail.ru

Dukelskaya Anna Vladimirovna — senior teacher.
The State University of Saint-Petersburg,
199034, St.-Petersburg, universitetskaya nab., 7/9.
E-mail: mouse_gene@mail.ru

Казарова Виктория Эдуардовна — 
СПбГУ, биолого-почвенный факультет, кафедра генетики и селекции.
199034, Санкт-Петербург, Университетская наб., 7/9.
E-mail: yasminne@mail.ru

Kazarova Viktoriya Eduarovna — 
The State University of Saint-Petersburg,
199034, St.-Petersburg, universitetskaya nab., 7/9.
E-mail: yasminne@mail.ru


