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Оценка загрязненности водной среды с использованием диализной культуры 
цианобактерий. – Фомина И. А., Саванина Я. В., Барский Е. Л., Лобакова Е. С. – 
Предложен подход, позволяющий проводить мониторинг загрязнений водотоков путем 
регистрации изменений пространственно-временных параметров клеток и их внешних 
структур посредством ИК-спектроскопии внутреннего отражения с использованием 
диализных культур цианобактерии Synechococсus sp. PCC 6301. 
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of Synechococсus sp. PCC 6301 is offered. 

Key words: cyanobacteria, dialysis cultivation, aquatic toxicology, biodetection, ATR-IR. 
 
DOI: 10.18500/1684-7318-2017-4-426-429 

 
 
Водотоки (реки, ручьи, каналы) представляют собой объекты, характеризую-

щиеся высокой степенью пространственной и временной неоднородности как по 
гидролого-гидрохимическим характеристикам, так и по гидробиологическим па-
раметрам. Для токсикологического контроля сред с неопределенным или сложным 
составом, включая сточные и загрязненные природные воды, в последние десяти-
летия часто используется понятие «биотестирование». К числу преимуществ био-
тестирования относятся оперативность и чувствительность (Филенко, Михеева, 
2007).  

Авторами статьи разработан вариант методики экспресс-контроля качества 
водной среды в природных водоёмах (включая водотоки) путем регистрации изме- 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

ОЦЕНКА ЗАГРЯЗНЕННОСТИ ВОДНОЙ СРЕДЫ 

ПОВОЛЖСКИЙ ЭКОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ   № 4   2017                                                                    427 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

нений пространственно-временных параметров клеток и их внешних структур с 
использованием ИК-спектроскопии внутреннего отражения диализных культур 
фототрофных микроорганизмов. 

В качестве тест-объекта для токсикологических опытов использовали 9 – 11-
суточную культуру одноклеточной цианобактерии Synechococсus sp. PCC 6301 
(далее в тексте Synechococcus 6301), инкубируемую в мешках фирмы «Serva» 
(Германия) как описано ранее (Лебедева и др., 2010; Барский и др., 2015).  

Состояние клеток цианобактерии-биоиндикатора оценивали по величине раз-
ности дихроичных отношений полос поглощения белков целых клеток цианобак-
терий и их внешних структур (∆Р) при использовании метода спектроскопии внут-
реннего отражения в ИК-диапазоне. Уменьшение величины ∆Р, как было показано 
для ряда микрооорганизмов, коррелирует со снижением их физиологической 
активности (Калабеков, Королев, 2000; Фомина и др., 2016). 

Статистический анализ проводили в 2 этапа. На первом этапе была проверена 
гипотеза о нормальности распределения ∆P для каждой из выборок. Если распре-
деление исходных данных было отлично от нормального, использовали  методы 
дисперсионного анализа (Analysis of Variance, ANOVA) и непараметрические 
критерии Kruskal – Wallis test, Brown – Mood test. За величину статистической зна-
чимости принимали α = 0.05 (Мятлев и др., 2009). 

В качестве тест-объекта была выбрана чистая культура свободноживущей од-
ноклеточной цианобактерии Synechococсus 6301. Особенности морфологического 
строения, высокая скорость размножения, чувствительность к неблагоприятным 
факторам среды делают этот микроорганизм удобным объектом для биотестиро-
вания. Тест-объект способен выявлять интегральный биологический эффект  ком-
плекса неблагоприятных экологических факторов (Филенко, Михеева, 2007). 

Для контроля загрязнения природного водотока in situ необходима иммобили-
зация клеток тест-культуры на носителе. Одной из разновидностей иммобилизо-
ванных культур является диффузионное (иначе – диализное) культивирование, при 
котором клетки  культуры отделены от внешнего объема среды мембраной с  раз-
мерами  пор, пропускающих соединения с определенной молекулярной массой. 
Особенности метода максимально проявляются при высоком соотношении по-
верхности и объема диализной мембраны: наиболее подходящая форма диализно-
го мешка – удлиненный цилиндр, полностью погруженный в 5 – 10-кратный объем 
«внешней среды» (Барский и др., 2015; Лебедева и др., 2010). В относительно не-
большом объеме диализного мешка накапливается высокой плотности популяция 
«физиологически молодых», чувствительных к внешним воздействиям клеток, 
свободному прохождению молекул токсикантов диализная мембрана  не препятст-
вует. Культуру в диализном мешке легко перемещать из одной среды в другую, 
при этом клетки в диализном мешке остаются в стерильных условиях. Это позво-
ляет как обеспечивать истощение клеточных резервов при одновременном удале-
нии продуктов автоингибирования, так и изучать физиологические изменения 
культур в любых загрязненных средах, как in vitro, так и in vivo, включая возмож-
ность воспроизводить в лаборатории условия, характерные для загрязнений есте-
ственных водоёмов, например, моделируя разовый или неоднократный сброс пу-
тем замены внешней среды (Лебедева и др., 2010). 
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Исследование посредством ИК-спектроскопии внутреннего отражения изме-
нений содержания в клетках тест-объекта важнейших биополимеров, их простран-
ственного распределения и структурной организации показало, что наиболее су-
щественные различия между клетками в разных функциональных состояниях, а 
также между целой клеткой и ее поверхностными структурами (их толщина со-
ставляет примерно 0.1 диаметра клетки) были обнаружены в спектральной области 
1660 см-1 и 1550 см-1, характерной для белковых компонентов. Разность дихроич-
ных отношений полос поглощения белков целых клеток и их внешних структур 
(∆Р) была выбрана в качестве спектрального показателя, способного характеризо-
вать общее состояние популяции клеток объекта в зависимости от условий куль-
тивирования (Калабеков, Королев, 2000). 

Возможность получать однородный материал для токсикологических иссле-
дований выявлена при изучении роста Synechococсus 6301 в периодическом сус-
пензионном и диализном режимах культивирования. При переходе диализной 
культуры в стационарную фазу роста (9 – 11 сут.) более 90% популяции  представ-
лено «молодыми» клетками, которые сохраняют чувствительность к внешним воз-
действиям и физиологическую активность. При отсутствии внешних воздействий 
величина ∆P за период измерений (2 – 5 сут.) практически не изменяется, рост 
культуры, а также изменения таких интегральных параметров среды культивиро-
вания, как окислительно-восстановительный потенциал и рН, незначительны 
(Барский и др., 2015).  

Установлено, что выбранный показатель ∆Р зависит главным образом от 
уровня загрязнения водной среды. Использование методов статистического анали-
за позволяет уменьшить влияние неоднородностей условий, при которых прово-
дятся отдельные наблюдения, и получить достоверный результат при минималь-
ном количестве исследуемых проб (Мятлев и др., 2009). 

Влияние на показатель ∆P таких факторов, как начальная концентрация кле-
ток тест-культуры, время инкубации культуры на загрязненной среде, объем ис-
следуемой среды и вид загрязнителей (органических или минеральных), незначи-
тельно, по крайней мере, в заданных  интервалах условий (Фомина и др., 2016).  

Предложенный метод оценки состояния популяции фотосинтезирующих мик-
роорганизмов по величине ∆Р пригоден для определения качества воды в лабора-
торных исследованиях и в условиях in situ при экологическом мониторинге, как 
это показано при обследовании двух пунктов на р. Москва, заведомо отличающих-
ся по уровню загрязненности (Барский и др., 2015; Фомина и др., 2016).  

Показатель ∆Р отражает токсикологическое воздействие загрязняющих ве-
ществ, влияние общего гидрохимического режима, а также изменений температу-
ры и освещенности. Так, в речном протоке in situ в августе и, особенно, в сентябре 
показатель ∆Р заметно ниже по сравнению с его значением, полученным в июле. 
Возможно, это связано с замедлением обменных процессов у микроорганизмов в 
связи с сезонным снижением температуры и освещенности в водоёме. При этом 
разница ∆Р, которая отражает уровень загрязненности  водной среды между точ-
ками отбора проб, сохраняется (Фомина и др., 2016).  
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Прямой зависимости между высокими значениями показателя ∆Р и интенсив-
ным нарастанием биомассы фитопланктона исследуемых водотоков не обнаруже-
но, а соотношение видов в фитопланктоне зависит от уровня загрязнения среды 
(Саванина и др., 2017). 

Показатель ∆Р может быть эффективно использован при оценке загрязнений 
водной среды и для тех фототрофных микроорганизмов, которые отличаются от 
Synechococcus 6301 по размерам, строению клетки, организации внешних струк-
тур, а также по физиологии (Барский и др., 2015). 

Как нам представляется, разработанный подход позволяет по-новому строить 
стратегию охраны водных объектов и обоснованно выбирать уровень снижения 
поступления загрязняющих веществ, выявлять неорганизованные (аварийные, не-
санкционированные) источники сброса. 

Работа выполнена при поддержке НИР «Физико-химические основы молеку-
лярной биоинженерии» (№ АААА-А16-116021660024-7) Московского государст-
венного университета имени М. В. Ломоносова (биологический факультет).  
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