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Аннотация. Рассматриваются возможности повышения качества биотестирования со-
стояния среды водных объектов с помощью измерения флуоресценции хлорофилла, 
позволяющего оперативно получать информацию о физиологических изменениях в ор-
ганизме водных растений и животных. С использованием различных вариаций метода 
регистрации флуоресценции хлорофилла в серии экспериментов выполнена оценка чув-
ствительности ряда тест-объектов (водоросли, высшие водные растения, ракообразные) 
к воздействию ионов тяжёлых металлов. Обсуждаются выявленные преимущества метода. 
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Введение 

Антропогенное загрязнение водных объектов является основной при-
чиной изменения и нарушения функционирования их естественных сооб-
ществ. Характерной группой загрязнителей являются соединения тяжёлых 
металлов [Vardhan, Kumar, Panda, 2019; Total concentrations … , 2020]. 

Оценка загрязнения среды производится главным образом на основе 
результатов химического анализа. Однако из-за значительного разнообразия 
поллютантов, большого числа источников их выбросов, а также сложности 
и высокой стоимости анализов организовать эффективный экологический 
мониторинг только средствами аналитической химии практически невоз-
можно. В связи с этим в исследованиях состояния различных сред активно 
разрабатываются методы, использующие живые тест-объекты. К их числу 
относится регистрация флуоресценции хлорофиллсодержащих тканей рас-
тений [Bioassays, 2018; Bioindication of heavy metals … , 2020; Chlorophyll 
fluorescence … , 2021]. Преимущество флуоресцентных методов заключает-
ся в том, что информацию о содержании хлорофилла, организации фотосин-
тетического аппарата и его активности можно получить за короткий отрезок 
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времени как при контактном, так и бесконтактном способах измерениях1 
[Флуоресценция хлорофилла … , 2013; Маторин, Братковская, Алексеев, 
2018]. Для мониторинга загрязнения хорошо зарекомендовали себя методы, 
основанные на измерении параметров быстрой флуоресценции водорослей 
[Algal photosynthetic responses … , 2014; Choi, Berges, Young, 2012] и макро-
фитов [Küster, Altenburger, 2007]. В то же время замедленная флуоресценция 
может быть более чувствительным показателем токсического действия на 
фотосинтетический аппарат [Delayed fluorescence … , 2007; Delayed 
fluorescence … , 2009]. Использование флуоресцентных методов актуально 
также и для мониторинга физиологических изменений в организме водных 
животных, таких как ракообразные, кормом для которых могут служить од-
ноклеточные водоросли. Такой подход был предложен для оценки их трофи-
ческой активности [Биотестирование токсичности вод … , 2009; Шашкова, 
Григорьев, 2013]. Показано, что метод может значительно сократить трудо-
ёмкость и стоимость анализа по сравнению с альтернативным [Miniaturising 
acute toxicity … , 2017]. 

В связи с этим актуальным является исследование возможности повышения 
чувствительности и оперативности результатов токсикологического анализа при 
использовании флуоресценции хлорофилла для регистрации тест-функций у раз-
личных организмов. 

Целью данной работы являлась оценка чувствительности водных орга-
низмов к воздействию ионов тяжёлых металлов с использованием различ-
ных методов регистрации флуоресценции хлорофилла. 

Материалы и методы  

В качестве тест-объектов для исследования использовались термо-
фильная культура зелёной водоросли хлорелла (Chlorella vulgaris Beijer), 
высшие водные растения элодея канадская (Elodea сanadensis Michx.) и ряс-
ка малая (Lemna minor L.), а также ракообразные (Daphnia magna Straus). 

Для измерения показателей быстрой и замедленной флуоресценции 
(БФ и ЗФ соответственно) использовался флуориметр «Фотон-10» («СФУ-
Система», Россия). Интенсивность ЗФ измерялась в двух световых режимах: 
при возбуждении вспышками синего света (480 нм) высокой (ЗФв) и низкой 
(ЗФн) интенсивности. Длительность световых импульсов в режиме высоко-
го света составляла 20 мс. Импульсы возбуждающего света чередовались с 
темновыми промежутками в 5 мс, в которые регистрировалась миллисе-
кундная компонента кривых затухания ЗФв. В режиме низкого света после 
коротких импульсов светового возбуждения следовали более продолжи-
тельные промежутки темноты для обеспечения измерения длительных (се-
кундных) компонент затухания ЗФн. Относительный показатель замедлен-
ной флуоресценции (ОПЗФ), измеряемый в течение нескольких секунд, рас-
считывается как отношение ЗФв к ЗФн1. Данный показатель многократно 

                                                           
1 Способ биотестирования токсичности вод и водных растворов: пат. Рос. Федерации 2482474. 
Григорьев Ю. С., Андреев А. А., Кравчук И. С., Гекк П. И. № G01N33/00; заявл. 21.01.11; опубл. 
20.05.2013. Бюл. № 14. 
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снижается при подавлении фотосинтеза в растительных клетках и при этом 
не зависит от площади листовых пластинок растений или концентрации 
клеток в суспензии микроводорослей. 

Тяжёлые металлы (ТМ) вносились в тестируемые образцы в форме рас-
творов сульфатов в концентрациях, указанных в таблице. 

Таблица 
Концентрации тяжёлых металлов (мг/л), вносимых в тест-культуры  

различных организмов 

Тест-организм Cu2+ Zn2+ Cd2+ Ni2+ K2Cr2O7 

Chlorella vulgaris 0,005–0,080 – – – – 
Elodea 
сanadensis 

0,0002–0,025 0,002–0,250 0,001–0,125 0,002–0,250 – 

Lemna minor 0,0160–0,250 0,100–8,000 0,032–0,500 0,030–3,000 – 

Daphnia magna 0,0060–0,025 0,125–1,000 0,003–0,020 – 0,125–1,000 

 
Для проведения экспериментов по воздействию ТМ на показатели ЗФ 

термофильного штамма хлореллы, культура предварительно выращивалась 
в 10%-ной среде Тамия в течение 20–22 ч. в специализированном культива-
торе КВ-05 («СФУ-Система», Россия) при непрерывном облучении светом 
(интенсивность 60 Вт/м2), поддержании температуры 36 ºС и интенсивном 
перемешивании. Находящаяся в экспоненциальной фазе роста тест-культура 
разбавлялась дистиллированной водой таким образом, чтобы концентрация 
среды Тамия составляла 1 %, а количество клеток – 3,7∙105 в 1 мл, и разли-
валась в объёме по 5 мл в 24 кюветы. Измерение параметров ЗФ хлореллы 
производилось через 30 мин. после внесения токсиканта в указанных выше 
(см. табл.) концентрациях. 

В экспериментах по изучению действия ионов тяжёлых металлов на 
ОПЗФ хлорофилла полупогружённых растений в качестве тест-объекта ис-
пользовались растения ряски малой в виде трёхлистецовых розеток. Пита-
тельной средой согласно рекомендациям ISO2 выступала среда Штейнберга, 
при этом в лабораторной культуре её концентрация составляла 100 %, а в 
токсикологических экспериментах – 2 %. Каждую розетку помещали во 
флаконы объёмом 50 мл для экспозиции с ионами металлов. Флаконы (до 
18 шт.) размещались во вращающейся кассете устройства для экспонирова-
ния тест-организмов УЭР-03 («Европолитест», Россия), что обеспечивало 
одинаковые внешние условия для контрольных и опытных проб. Экспози-
ции разной длительности: краткосрочная (4 ч) и более длительная (24 ч), 
проводились в климатостате В4 (СФУ-Система, Россия), обеспечивающем 
постоянную температуру 28 ºC и круглосуточную освещённость 3–
4 тыс. люкс. ОПЗФ регистрировалась с верхней стороны листецов. Растения 
перед измерением ЗФ в течение 15 мин выдерживались в темноте. 

                                                           
2 ISO/DIS 20079 Water quality – Determination of the toxic effect of water constituents and waste water 
to duckweed (Lemna minor) – Duckweed growth inhibition test. 1st ed.; 01. 11. 2005. Reference number 
ISO 20079:2005(E). 
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При использовании в качестве тест-объекта элодеи канадской растения 
собирали из естественных условий произрастания в р. Енисей в районе г. 
Красноярска. Отбирались побеги растений, сходных по морфологическим 
параметрам, в экспериментах использовались их верхушечные мутовки. В 
лаборатории культивирование и экспозиция с токсикантами проводились в 
20%-ной среде Штейнберга. Экспонирование и измерение ОПЗФ побегов 
элодеи канадской выполнялось в условиях, аналогичных экспериментам с 
ряской. 

При определении трофической активности дафний 10 рачков возрастом 
немного более суток помещались в 50 мл тестируемой пробы воды на 18 ч. 
В пробы вначале вносились токсиканты (растворы солей тяжёлых метал-
лов), а спустя 5 ч. экспозиции добавлялось небольшое количество корма 
(культура Ch. vulgaris, выращенная согласно методическим рекомендаци-
ям3). Исходное содержание клеток водоросли в воде было эквивалентно оп-
тической плотности суспензии, равной 0,02, что составляет 350–
400 тыс. кл/мл). Такое количество корма рачки потребляли за время выпол-
нения биотеста, равное 18 ч. Измерение оптической плотности при подго-
товке суспензии водоросли проводили с помощью прибора ИПС-
03 («Омикрон», Россия) в кювете 2 см при длине волны 560 нм. Для реги-
страции трофической активности дафний был использован способ измере-
ния показателя нулевого уровня быстрой флуоресценции водоросли, добав-
ляемой в тестируемый раствор в качестве корма для рачков. Учитывая, что 
этот показатель находится в прямой зависимости от концентрации клеток 
водоросли в среде [Биотестирование токсичности …, 2009], его возможно 
использовать для регистрации убыли корма в среде с дафниями. После экс-
понирования дафний в присутствии тяжёлых металлов производилось изме-
рение уровня флуоресценции в испытуемых и контрольных пробах, а также 
в пробах без рачков. Быстрая флуоресценция возбуждалась зелёным светом 
(длина волны 520 нм) низкой интенсивности. Расчёт трофической активно-
сти дафний производился по формуле 

100


 

хл

рхлхл

F

FF
ТА , 

где ТА – трофическая активность; Fхл – показатель флуоресценции в раство-
ре хлореллы; Fхл+р – показатель флуоресценции в растворе хлореллы с рач-
ками. 

Все использованные приборы разработаны специалистами Сибирского 
федерального университета.  

                                                           
3 Методика измерений количества Daphnia magna Straus для определения острой токсичности пи-
тьевых, пресных природных и сточных вод, водных вытяжек из грунтов, почв, осадков сточных 
вод, отходов производства и потребления методом прямого счета. ПНД Ф Т 14.1:2:3:4.12-06 / Т 
16.1:2:2.3:3.9-06. М., 2014. 42 с. 
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Результаты и обсуждениe 

Эксперименты с использованием тест-культуры водоросли хлорелла 
(рис. 1) показали, что в присутствии ионов меди происходит снижение ин-
тенсивности ЗФ, возбуждаемой светом высокой интенсивности (ЗФв), и её 
увеличение при возбуждении светом низкой интенсивности (ЗФн). В ре-
зультате этих изменений отношение ЗФв/ЗФн (ОПЗФ) снижается более чем 
в 10 раз. При этом 50%-ное снижение показателя ОПЗФ наблюдалось при 
концентрации ионов меди в диапазоне 0,005–0,01 мг/л. Таким образом, ис-
пользование данного тест-объекта позволило установить присутствие в про-
бе ионов меди в диапазонах концентраций, сопоставимых с ПДКрх после 
30 мин экспозиции. 
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Рис. 1. Зависимость показателей замедленной флуоресценции культуры хлореллы 
от концентрации ионов меди в среде 

В экспериментах по изучению действия ионов тяжёлых металлов на 
замедленную флуоресценцию ряски малой было отмечено, что ионы меди и 
кадмия в концентрациях от 0,032 до 0,5 мг/л снижают ОПЗФ по сравнению с 
контролем уже при 4-часовой экспозиции (рис. 2). При увеличении времени 
экспозиции до 1 сут. подавление ОПЗФ хлорофилла значительно усиливается. 

Эксперименты, проведённые с ионами никеля в растворах с концентра-
циями 0,03–3 мг/л, не показали реакции ОПЗФ ряски при 4-часовой экспо-
зиции, в то время как 24-часовая экспозиция ряски с ионами данного метал-
ла позволила достоверно установить снижение ОПЗФ растворов, содержа-
щих ионы никеля в диапазоне 0,3 до 3 мг/л (см. рис. 2). Похожую чувстви-
тельность по изменению сухого веса листецов наблюдали К.-Й. Аппенрот с 
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соавторами в исследовании [Effects of nickel … , 2010], выполненном по 
протоколу ISO 20079. По концентрации таких пигментов, как хлорофиллы и 
каротиноиды, при экспозиции 7 сут. авторами отмечалась бо́льшая чувстви-
тельность биотеста, чем полученная нами при суточной экспозиции. 
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 – 4 ч экспозиции;  – 24 ч экспозиции 

Рис. 2. Зависимость показателя отношения замедленной флуоресценции, 
возбуждаемой светом высокой и низкой интенсивности (ОПЗФ) хлорофилла ряски 
малой от концентрации ионов тяжёлых металлов в среде 

При изучении действия ионов цинка на замедленную флуоресценцию 
ряски было отмечено незначительное подавление ОПЗФ по сравнению с 
контролем после 4 ч содержания растений в средах с концентрациями от 
0,3 до 8 мг/л. При более продолжительном воздействии цинка на ряску 
наблюдалось восстановление ОПЗФ до контрольных значений. 

Таким образом, влияние тяжёлых металлов на фотосинтетический ап-
парат L. minor может проявляться через разное время экспозиции, при этом 
наиболее токсичными для ряски оказались ионы меди и кадмия 
(EC50 составила 0,17 и 0,31 мг/л соответственно). Меньшее воздействие ока-
зывают ионы никеля и цинка (EC50 составила 1,89 мг/л и более 8 мг/л соот-
ветственно). В экспериментах по стандартному протоколу ISO 20079 с не-
дельной экспозицией ряски группой авторов [Naumann, Eberius, Appenroth, 
2007] были получены близкие результаты по чувствительности при дей-
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ствии металлов на прирост количества листецов. По другим показателям 
(сырая и сухая массы, содержание фотосинтетических пигментов) отмечена 
более высокая чувствительность ряски. Однако метод регистрации флуорес-
ценции хлорофилла позволяет получить результаты воздействия после бо-
лее короткой экспозиции (через 24 ч). 

Внесение ионов цинка, никеля во всех исследованных концентрациях в 
первые сутки вызывало некоторое повышение ОПЗФ элодеи канадской. Ио-
ны меди оказывали выраженное токсическое действие на этот тест-организм 
в концентрациях выше 0,025 мг/л (рис. 3). При этом элодея сохраняла жиз-
неспособность при всех исследованных концентрациях тяжёлых металлов в 
течение всего эксперимента. Данный факт свидетельствует об устойчивости 
растения к действию соединений кадмия, меди, никеля, цинка, что указыва-
ет на возможность использования элодеи канадской в качестве сорбента при 
биоремедиации водной среды, содержащей тяжёлые металлы. 
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Рис. 3. Динамика изменения показателя отношения замедленной флуоресценции, 
возбуждаемой светом высокой и низкой интенсивности (ОПЗФ) элодеи канадской при 
действии различных ионов тяжёлых металлов 

Результаты проведённых исследований с дафниями (рис. 4) показали, 
что по истечении времени экспонирования в контрольных вариантах коли-
чество потреблённого корма достигало 80 %, что свидетельствует о нор-
мальной жизнедеятельности рачков. В присутствии солей тяжёлых металлов 
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в пробах происходило снижение показателя трофической активности даф-
ний с увеличением концентрации токсиканта. Наибольшее токсическое дей-
ствие на дафний было отмечено в опытах с ионами кадмия и меди, средне-
эффективные концентрации (EC50) для которых составили 0,002 и 0,02 мг/л 
соответственно. Существенное подавление интенсивности питания рачков 
при добавлении ионов цинка наблюдалось при концентрациях, превышаю-
щих 0,5 мг/л. Полученные нами показатели чувствительности D. magna сов-
падают или ниже указанных в других исследованиях [Дроздова, Застенская, 
2010; Олькова, Фокина, 2015], где в качестве тест-функции использовали 
выживаемость рачков. Так, концентрации кадмия и бихромата калия, вызы-
вающие подавление интенсивности питания дафний на 50 % в наших опытах, 
в 3–5 раз ниже среднелетальных концентраций, указанных в работе 
Е. В. Дроздовой и И. А. Застенской [2010]. В экспериментах с ионами меди и 
цинка снижение трофической активности рачков наблюдается при концен-
трациях, на порядок более низких, чем смертность дафний, установленная для 
этих тяжёлых металлов в работе А. С. Ольковой и А. И. Фокиной [2015].  
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Рис. 4. Зависимость трофической активности дафний от концентрации тяжёлых 
металлов в среде 
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Трофическая активность дафний, определяемая с помощью регистра-
ции флуоресценции хлорофилла хлореллы, даёт возможность установить 
токсическое действие тяжёлых металлов в более низких концентрациях, чем 
критичные для выживаемости рачков. При этом подавление питания дафний 
происходит до наступления летального исхода, что позволяет установить 
загрязнение водного объекта в более короткие сроки и на ранних стадиях 
воздействия токсических веществ. 

Заключение 

Регистрация относительного показателя замедленной флуоресценции 
(ОПЗФ) хлорофилла позволила выявить высокую чувствительность водо-
росли Chlorella vulgaris к тяжёлым металлам, воздействие которых проявля-
лось в концентрациях, близких к ПДК для рыбохозяйственных водоёмов. 
Высшие водные растения ряска и элодея показали более низкую чувстви-
тельность к присутствию в среде тяжёлых металлов, определяемую по из-
менению ОПЗФ после коротких периодов экспозиций. Для этой группы 
гидробионтов флуоресцентный метод может быть применён для выявления 
устойчивых видов с целью их использования для фиторемедиации загряз-
нённых вод. Измерение показателя быстрой флуоресценции хлорофилла 
хлореллы при определении трофической активности дафний сделало воз-
можным увеличение чувствительности и оперативности этого биотеста по 
сравнению с методом регистрации смертности рачков.  

Таким образом, использование в биомониторинге состояния водной 
среды приёмов определения флуоресценции хлорофилла для определения 
чувствительности и устойчивости достаточно широкого круга тестируемых 
организмов к воздействию тяжёлых металлов позволяет более оперативно 
реагировать на изменения экологической ситуации в водных объектах. 
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Chlorophyll Fluorescence in Assessing the Effect of Heavy 
Metal Compounds on Aquatic Organisms 

G. A. Sorokina, T. L. Shashkova, M. A. Subbotin, E. S. Stravinskene,  
Yu. S. Grigoriev 
Siberian Federal University, Krasnoyarsk, Russian Federation 

Abstract. Fluorescent methods allow to improve the bioassays because of time effectiveness. 
These methods give information on chlorophyll concentration and plant photosynthetic appa-
ratus activity in a short period of time. The aim of this study was to estimate the sensitivity of 
aquatic organisms to heavy metals using chlorophyll fluorescent methods. The test-organisms 
of different taxonomic categories were used, including thermophilic strain Chlorella vulgaris 
Beijer, aquatic plants Elodea сanadensis Michx. and Lemna minor L., crustacean Daphnia 
magna Straus. Fluorimeter “Foton 10” developed in SibFU was employed to measure prompt 
and delayed fluorescence (PF and DF respectively). The experiments revealed that copper ions 
affected DF of chlorella in 30 minutes, resulting in a 50% decrease of relative indicator of DF 
(RIDF) in the range of concentrations 0.005-0.01 mg/l of Cu2+. Measuring the DF of duckweed 
was less time-consuming compared to registration the changing of morphological parameters 
when the plants were exposed to heavy metals. Copper, cadmium, and nickel exposures were 
found to decrease the RIDF of duckweed by more than 50% at the concentrations of 0.17, 0.31, 
and 1.89 mg/l respectively. However, zinc had no significant effect on the RIDF of Lemna 
minor in the range of 0.1-8 mg/l of Zn2+ within 24 h of exposure time. The analysis of fluores-
cent parameters of Canadian elodea showed the possibility of using the plant as a sorbent dur-
ing the bioremediation of aquatic environments from heavy metals. Registration of chlorophyll 
fluorescence allowed revealing the toxic effects of negligible concentrations of heavy metals in 
experiments with the feeding rate of daphnids. The median effective concentrations (EC50) 
were 0.002, 0.02, 0.4, and 0.25 mg/l of Cd2+, Cu2+, Zn2+, and potassium dichromate respective-
ly. This makes it possible to obtain information on the effects of pollution in the early stages of 
exposure and in a shorter time. Thus, the use of chlorophyll fluorescence in biomonitoring the 
state of the aquatic environment makes it possible to more quickly respond to changes in the 
ecological situation in water bodies. 

Keywords: prompt and delayed chlorophyll fluorescence, heavy metals, toxicity, Chlorella 
vulgaris, Lemna minor, Daphnia magna, Elodea canadensis. 
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