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Проведена экспериментальная оценка возможности использования одноклеточных организмов: 
люминесцентных бактерий, инфузорий Tetrahimena pyriformis и сперматозоидов крупного ро-
гатого скота в качестве тест-объектов для оценки токсичности кислот. 

Установлено, что анализируемые биотесты имеют высокую чувствительность к токсическому дей-
ствию кислот. Показано, что люминесцентные бактерии, инфузории Tetrahimena pyriformis и спер-
матозоиды крупного рогатого скота могут успешно использоваться в качестве методов ускоренной 
оценки загрязнений окружающей и производственной среды кислотами.
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Введение. В настоящее время актуальным во-
просом является изучение возможности приме-
нения биотестов для оценки загрязнений про-
изводственной и  окружающей среды, среди 
которых наиболее важным объектом является 
вода [5]. Биологические тесты играют особую 
роль в оценке производственной и окружающей 
среды, поскольку результаты химического ана-
лиза, проводимого с помощью сложного анали-
тического оборудования, во многих случаях не 
позволяют оценить истинную опасность тех или 
иных загрязнителей для среды обитания, про-
гнозировать последствия их воздействия на жи-
вые организмы. Кроме этого многообразные за-
грязняющие вещества, попадая в окружающую 
среду, могут претерпевать в ней различные пре-
вращения, усиливая при этом своё токсическое 
действие [1,2,3,4]. 

Именно методы биотестирования позволяют 
оценить интегральный характер воздействия на 
окружающую среду всей совокупности загрязни-
телей, что необходимо для формирования такти-
ки комплексной оценки качества производствен-
ной и окружающей среды.

При выборе организмов в качестве тест-объ-
ектов приходится соблюдать определённые тре-
бования, среди которых возможность фиксиро-
вать чёткий, воспроизводимый и объективный 
отклик на воздействие внешних факторов, чув-
ствительность этого отклика на малые содер-
жания загрязнителей и т. д. Поэтому в качестве 
биотестов выбирают наиболее чувствительные 
к исследуемым загрязнителям организмы [5,6]. 

В связи с  этим данная работа посвящена из-
учению сравнительной чувствительности раз-
личных биологических тест-объектов (люми-
несцентных бактерий, инфузорий Tetrahimena 
pyriformis и сперматозоидов крупного рогатого 
скота) к воздействию кислот (соляной, ортофос-
форной и уксусной).

Материалы и  методы исследования. Объ-
ектами исследования явились: лиофилизиро-
ванная культура люминесцентных (светящих-
ся) бактерий; инфузории Tetrahimena pyriformis 
(T.pyriformis) и сперма крупного рогатого скота. 
В экспериментах использовали различные кон-
центрации кислот (соляной, ортофосфорной 
и уксусной). 
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Чувствительность сперматозоидов к действию 
химических веществ определяли по методу 
Двоскина Я.Г. (2002) [2]. Принцип метода основан 
на изменении зависимости двигательной активно-
сти сперматозоидов от воздействия химических 
соединений. Для определения чувствительности 
сперматозоидов к химическим веществам гото-
вили различные концентрации исследуемых жид-
костей и помещали в них тест-объект – сперму 
крупного рогатого скота, замороженную в парах 
жидкого азота, предварительно разморозив и ак-
тивировав в растворе цитрата натрия. Оценку по-
казателя подвижности осуществляли путём под-
счёта изменений интенсивности светового потока 
при движении сперматозоидов через оптический 
зонд при помощи специального аналитического 
прибора. Все результаты выводятся на монитор 
компьютера. Результаты выражали в единицах 
токсичности (ИТ, %) и рассчитывали EC50, мг/л.

Изучение чувствительности люминесцент-
ных бактерий к кислотам проводили по методу 
Суслова А.Н., Данилова В.С. (1996) с помощью 
прибора «Биотокс» [5]. Метод определения ток-
сичности основан на способности люминесцент-
ных бактерий изменять величину интенсивности 
биолюминесценции при действии токсических 
соединений, содержащихся в тестируемой про-
бе, по сравнению с контролем. Интенсивность 
свечения данного тест-объекта обусловлена из-
менением его физиолого-биохимических функ-
ций, в  т.ч. изменением активности фермента 
бактериальной люциферазы, ответственного за 
интенсивность биолюминесценции. Во флакон 
с лиофилизированным биореагентом добавля-
ли 10 мл бидистиллированной воды для получе-
ния суспензии бактерий. Исследуемое вещество 
разливали в пробирки по 0,9 мл, в которые затем 
добавляли по 0,1 мл рабочей суспензии бактерий. 
Время экспозиции составляло 40 минут, после че-
го измеряли интенсивность биолюминесценции 
бактерий с помощью прибора «Биотокс». Конт
ролем служила культура бактерий в количестве 
0,1 мл, разведённая в 0,9 мл дистиллированной 
воды. Критерием токсического действия явилось 
изменение интенсивности биолюминесценции 

тест-объекта в исследуемой пробе по сравнению 
с  контролем. Уменьшение интенсивности био-
люминесценции пропорционально токсическому 
эффекту. Результаты выражали в единицах ток-
сичности (ИТ, у.е.) и рассчитывали EC50, мг/л.

Токсичность исследуемых растворов химиче-
ских веществ при помощи инфузорий Tetrahime-
na pyriformis определяли по методу Ирлиной И.С. 
в нашей модификации (1998) [3]. Принцип мето-
да основан на оценке выживаемости 2-х суточ-
ной культуры Tetrahimena pyriformis в растворах 
различной концентрации кислот. Для исследова-
ний использовались аксеничные культуры. «Му-
зейная» культура получена из лаборатории ци-
тологии одноклеточных организмов Института 
цитологии РАН. К 0,1 мл изучаемого вещества 
в  убывающих концентрациях добавляли такое 
же количество 2-х суточной культуры тетра-
химен. Время инкубации составило 30 мин при 
комнатной температуре. Подсчёт фиксирован-
ных клеток производили в камере Горяева. Кон-
тролем служила культура Tetrahimena pyriformis 
в количестве 0,1 мл в таком же количестве дис-
тиллированной воды. Рассчитывали процент по-
гибших клеток в каждом разведении по отноше-
нию к контролю. Расчёт производили методом 
пробит-анализа. Результаты выражали в  вели-
чинах концентрации исследуемых веществ, вы-
зывающей гибель половины простейших в пробе 
(EC50, мг/л). 

Результаты и  обсуждение. Результаты про-
веденных исследований представлены в таблице.

Согласно представленным данным, все иссле-
дуемые тест-объекты обладают чувствитель-
ностью к кислотам. В то же время исследуемые 
биологические объекты обладают различной 
чувствительностью по отношению к исследуе-
мым кислотам. Так, наибольшей чувствительно-
стью к кислотам обладали люминесцентные бак-
терии. Чувствительность этого тест-объекта ко 
всем исследуемым химическим веществам в 1,4 – 
20,4 раз выше по сравнению с Tetrahimena pyri-
formis и в 21,9 – 610,7 раза больше по сравнению 
со сперматозоидами. В то же время наибольшей 
устойчивостью к действию кислот обладал та-

Таблица 
Сравнительная оценка токсичности кислот в отношении люминесцентных бактерий, Tetrahimena 

pyriformis и сперматозоидов крупного рогатого скота

Кислоты Бактерии,
ЕС50, мг/л

T. pyriformis,
ЕС50, мг/л

Сперматозоиды,
ЕС50, мг/л

Ортофосфорная кислота 7,2 ±0,3  146,2 ± 15,2 4400,4 ± 26,5 

Соляная кислота 196,4 ± 16,3 270,3 ± 23,5 4300,7 ± 30,8

Уксусная кислота 146,4 ± 21,2 450,1 ± 28,4 5250,2 ± 48,6

Примечание: * - различие c чувствительностью к уксусной кислоте достоверно (р < 0,05).



38

кой клеточный тест-объект как сперматозоиды 
крупного рогатого скота, показатели токсично-
сти кислот по отношению к этому тест-объекту 
находились в пределах 4300 – 5250 ЕС50, мг/л, что 
в 11,7 – 613,7 раз ниже по сравнению с двумя дру-
гими исследуемыми тест-объектами.

Среди анализируемых химических соединений 
наибольшей токсичностью по отношению к лю-
минесцентным бактериям и тетрахименам обла-
дает ортофосфороная кислота. Так, для люми-
несцентных бактерий ортофосфорная кислота 
в 20,3 – 27,3 раза токсичнее, чем уксусная и соля-
ная кислоты соответственно, а по отношению 
к тетрахименам – в 1,8 – 3,0 раза. 

Иная тенденция наблюдалась при исследовании 
токсичности кислот по отношению к спермато-
зоидам крупного рогатого скота. По отношению 
к данному тест-объекту наибольшей токсично-
стью обладали ортофосфорная и соляная кис-
лоты. Токсичность этих химических соединений 
не имела достоверно значимых различий по от-
ношению к анализируемому тест-объекту. В то 
же время токсичность ортофосфорной и соляной 
кислот по отношению к сперматозоидам была 

в 1,2 раза больше по сравнению с уксусной кис-
лотой.

Заключение. Проведенные исследования по-
казали, что изучаемые нами тест-объекты име-
ли высокую чувствительность к кислотам. Наи-
большую чувствительность по отношению 
к кислотам показали люминесцентные бактерии. 
Тогда как наибольшей устойчивостью к токсиче-
скому действию кислот обладали сперматозоиды 
крупного рогатого скота.

Среди исследуемых кислот наибольшую ток-
сичность по отношению к  люминесцентным 
бактериям и Tetrahimena pyriformis проявила ор-
тофосфорная кислота, а по отношению к спер-
матозоидам крупного скота  – ортофосфорная 
и соляная кислоты. В то же время наименьшее 
токсическое действие на изучаемые тест-объек-
ты оказала уксусная кислота.

Таким образом, люминесцентные бактерии, ин-
фузории Tetrahimena pyriformis и сперматозоиды 
крупного рогатого скота можно рекомендовать 
в качестве альтернативных методов ускоренной 
регламентации химических факторов производ-
ственной и окружающей среды.
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EXPERIMENTAL EVALUATION OF ACIDS TOXICITY TO UNICELLULAR TEST OBJECTS 
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The possibility of using unicellular organisms: luminescent bacteria, ciliates Tetrahimena pyrifor-
mis and cattle spermatozoa as test-objects for assessment of acids toxicity was experimentally evaluat-
ed. It was established that the analyzed bioassays are highly sensitive to the toxic effects of acids. It was 
shown that luminescent bacteria, ciliates Tetrahimena pyriformis and cattle spermatozoa can be successful-
ly used in methods for accelerated assessment of acid-base pollution of the environment and working space. 
Keywords: biotesting, test-object, tluminescent bacteria, Tetrahimena pyriformis, cattle spermatozoa, acids.
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