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Аннотация

Введение: ветвистоусые ракообразные 
Daphnia magna Straus являются одними из 
первых тест-организмов, которые стали при-
меняться для оценки степени токсичности 
водных сред. В современном контроле каче-
ства природных и сточных вод биотесты с ис-
пользованием Daphnia magna являются наи-
более распространенными. Цель исследо-
вания: анализ особенностей и преимуществ 
лабораторной культуры Daphnia magna Straus 
для биотестирования водных сред, а также 
апробация спектра тест-функций для оцен-
ки тестируемых сред. Результаты: опреде-
лено влияния на ответные реакции рачков 
таких факторов как плотность модельных 
групп, температурные условия содержания, 
химический состав культивационных вод 
и их значения для чувствительности тест-
организмов к токсикантам. Проведен анализ 
разнообразия методов биотестирования с 
использованием тест-организма Daphnia���� ���ma�
gna в результате чего выявлено, что наиболее 
распространены методики, предполагающие 
учет гибели рачков в модельных группах. В 
опытах с модельными водными растворами и 
природными водами показано, что при реа-
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Abstract

Introduction: The branching crustaceans 
Daphnia magna Straus are among the first test 
organisms to be used to assess the degree of 
toxicity of aquatic environments. In modern 
control of the quality of natural and waste 
water, Bioassay using Daphnia magna are 
the most common. Purpose: To analyze the 
features and advantages of the laboratory 
culture of Daphnia magna Straus for bioassay 
aqueous media, and to test the spectrum 
of test functions for the evaluation of test 
media. Results: The impact of such factors as 
the density of model groups, the temperature 
conditions of the contents, the chemical 
composition of the cultivation waters 
and their values for the sensitivity of test 
organisms to toxicants have been determined 
on the responses of crustaceans. An analysis 
of the diversity of bioassay methods using the 
Daphnia magna test organism has been carried 
out, which has revealed that the most common 
methods are those involving the death of 
crustaceans in model groups. In experiments 
with model aqueous solutions and natural 
waters, it was shown that in the implementation 
of this approach, situations of unauthorized 
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лизации такого подхода возможны ситуации 
неправомерного признания пробы безвред-
ной. Например, при воздействии на организ-
мы дозы тяжелых металлов, меньше средне-
летальной концентрации, упускаются важ-
ные с экологической точки зрения эффекты, 
в том числе отсроченные во времени. В этом 
случае необходимо оценивать сублетальные 
эффекты Daphnia magna: частота сердеч-
ных сокращений, изменение биохимических 
параметров, линейных размеров тела, био-
массы модельных популяций. В серии наших 
исследований показаны эффекты, диагно-
стируемые в условиях хронического экспе-
римента. Нами предлагается количественно 
оценивать набор тест-функций, доступных 
для учета без специального оборудования, 
и следовательно, легко внедряемых в прак-
тику многих природоохранных лабораторий: 
смертность и плодовитость взрослых особей 
Daphnia magna, время созревания особей, 
количество абортивных яиц, количество 
мертворожденной молоди. Для наиболее 
подробного исследования действия отдель-
ных веществ или их сочетаний предложен 
подход биотестирования, основанный на 
оценке эффектов у нескольких последова-
тельных поколений Daphnia magna. Это по-
зволяет установить совместимость уровня 
химического загрязнения с долговременным 
существованием популяции, что особенно 
важно при экстраполяции результатов био-
тестировании на естественные экосистемы.

Ключевые слова: биотестирование, 
Daphnia magna Straus,тест-функция, смерт-
ность, плодовитость, токсические эффекты, 
загрязняющие вещества, природные воды.

recognition of a harmless sample are possible. 
For example, when exposure to organisms of 
a dose of heavy metals is less than the mean 
lethal concentration, important environmental 
effects are missed, including those delayed in 
time. In this case, it is necessary to evaluate 
sublethal effects of Daphnia magna: heart 
rate, biochemical parameters, linear body 
size, biomass of model populations. In a 
series of our studies, the effects diagnosed 
under the conditions of a chronic experiment 
are shown. We propose to quantify the set 
of test functions available for accounting 
without special equipment, and therefore 
easily implemented in the practice of many 
environmental laboratories: the mortality and 
fertility of adults of Daphnia magna, the time 
of maturation of individuals, the number of 
abortive eggs, the number of stillborn young. 
For the most detailed study of the effect of 
individual substances or their combinations, 
a bioassay approach based on the evaluation 
of effects in several consecutive generations 
of Daphnia magna is proposed. This makes 
it possible to establish the compatibility of 
the level of chemical contamination with the 
long-term existence of the population, which 
is especially important when extrapolating the 
results of bioassay to natural ecosystems.

Keywords: Bioassay, Daphnia Magna 
Straus, Test-Function, Mortality, Fertility, Toxic 
Effects, Contaminants, Natural Waters.
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Введение
В настоящее время для диагностики состояния окружающей среды недоста-

точно использовать только химические методы и систему нормирования содержа-
ния загрязняющих веществ в компонентах среды. В природоохранную практику 
активно внедряются методы биодиагностики для оценки совместимости сложив-
шегося уровня загрязнения с возможностью сохранения жизнеспособности орга-
низмов и устойчивости экологических систем.

До 1980-х годов во всем мире превалировал гидрохимический мониторинг 
качества вод, однако в настоящее время зарубежными и российскими специали-
стами признана недостаточность химического контроля в части предоставления 
полной информации о качестве водных систем [1]. В системе водопользования 
биотестирование применяют для определения интегральной токсичности сточных 
вод, безвредной кратности их разбавления, а также для оценки эффективности 
мероприятий по снижению их токсичности, например, использования прудов-
отстойников, выполняющих роль механической и биологической очистки [2–4]. 
Определение токсичности сточных вод экспериментальным путем является необ-
ходимым, поскольку их многокомпонентный и изменяющийся во времени состав 
не позволяет выявлять весь перечень загрязняющих веществ, а, следовательно, 
принимать обоснованные природоохранные решения. Например, в странах За-
падной Европы и Скандинавии, несмотря на постоянно растущее число химиче-
ских веществ, используемых в производственных циклах и, соответственно, по-
падающих в поверхностные воды со сточными водами, регулярно контролируется 
только 30-40 показателей химического загрязнения [5].

Среди методов биодиагностики состояния окружающей среды биотестирова-
ние представлено группой методик, допущенных для целей государственного эко-
логического контроля и мониторинга во многих странах.  Биотестирование опреде-
ляют как оценку качества компонента окружающей среды по ответным реакциям 
стандартизированных тест-организмов, содержащихся в лабораторных условиях 
[6]. Также биотестирование – это классический экспериментальный методический 
прием, используемый в токсикометрии для разработки нормативов содержания 
химических веществ в окружающей среде [7].

Токсикологические исследования активно начали проводиться в начале XIX 
века, что было связано с массовым развитием химических технологий и, соответ-
ственно,  с появлением ряда веществ с неизвестными свойствами. Возникла не-
обходимость оценивать последствия индустриализации. Биотестирование вклю-
чили в оперативный контроль загрязнения вод в США и в европейских странах [8].
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В настоящее время научно-исследовательская практика биотестирования 
представлена широким спектром методик и используемых тест-организмов. Тест-
объекты (тест-организмы), по определению Л. П. Брагинского – «датчики» сиг-
нальной информации о токсичности среды и заменители сложных химических 
анализов, позволяющие оперативно констатировать факт токсичности (ядовито-
сти, вредности) среды, независимо от того, обусловлена ли она наличием одно-
го точно определяемого аналитически вещества или целого комплекса аналити-
чески не определяемых веществ [9].

Наиболее распространенными тест-организмами являются гидробионты - 
представители различных трофических уровней водных экосистем: ракообразные 
(дафнии, цериодафнии), водоросли (хлорелла, сценедесмус), макрофиты, про-
стейшие (инфузории разных видов), коловратки, рыбы, личинки водных насеко-
мых (хирономиды) и некоторые другие. Причем для каждого тест-организма пред-
лагается оценивать разные тест-функции.

Целью данной работы является анализ особенностей и преимуществ Daphnia 
magna Straus (D. magna)  в – качестве лабораторных тест-организмов для био-
тестирования, а также представление спектра тест-функций для оценки качества 
водных сред.

Объект исследований – стандартизированная лабораторная культура Daphnia 
magna Straus. Маточная и синхронизированная культура содержалась в клима-
тостате при 12-ти часовом светопериоде с освещением 600 лк и температуре 
20±2°С. Биотестирование проводили с использованием молоди D. magna (возраст 
не более 24 ч), полученной от синхронизированной по возрасту культуры за счет 
партеногенетического размножения материнской самки D. magna. Эксперименты 
проводились в условиях климатостатирования. Количество параллельных опре-
делений в опытах по установлению острого токсического действия 3, в опытах 
на установление хронического токсического действия –4. Кормление дафний осу-
ществлялось ежедневно суспензией зеленых водорослей Chlorella vulgaris Beijer. 
В долговременных экспериментах после достижения рачками зрелости 2 раза в 
неделю к основному рациону добавляли хлебопекарные дрожжи.

Математическую обработку данных проводили с использованием стандарт-
ных методов, вычисляя среднее арифметическое M, его ошибку m и стандартное 
отклонение S. Достоверность различий оценивали по критерию Стьюдента с уче-
том уровней значимости p, вычисленных для двух сравниваемых значений. Для 
расчетов использовали программу Microsoft Excel.

В статье приведены данные, полученные при биотестировании природных по-
верхностных и подземных вод, пробы которых отбирались в Кировской области 
(Россия), а также модельных водных растворов с добавками различных токсикан-
тов.

Исследования проводились на базе аккредитованной научно-
исследовательской лаборатории Вятского государственного университета (г. Ки-
ров, Россия).
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Тест-культура D. magna в исследованиях российских и зарубежных уче-
ных 

Представители низших ракообразных D. magna используются как тест-объект 
в токсикологических исследованиях уже свыше 65 лет. Основу для такого широ-
кого ее применения заложил еще в 1933 г. Э. Науманн в классической работе 
«D. magna Straus als Versuchtiere» [10]. Более ранние зарубежные исследования 
касаются биологии и экологии дафний [11]. В России первые работы по биотести-
рованию с помощью D. magna были представлены в трудах Н. С. Строганова и его 
учеников, а также Л. А. Лесникова [12, 13].

Преимущества этих рачков как тест-организмов обусловлены биологически-
ми особенностями D. magna [14] и заключаются в следующем:

- удобство и относительная простота культивирования,  включающего содер-
жание культуры в чистой природной воде, ежедневное отсаживание молоди от 
взрослых самок, кормление;

- использование генетически однородной молоди в биотестировании, что обе-
спечивается партеногенетическим размножением и поддержанием синхронизиро-
ванной культуры, которой считается группа особей, находящихся на одной стадии 
развития;

- быстрое созревание рачков: при оптимальной температуре (+20±2°С) и хо-
рошем питании — 5-8 суток, длительность эмбрионального развития 3–4 дня;

- регулярное (каждые 3–4 дня) и многочисленное появление молоди (количе-
ство молоди у молодых самок — 10 –15, у зрелых до 40 особей);

- достаточно высокий уровень организации (что особенно важно - наличие 
кровеносной и нервной систем), позволяющий экстраполировать токсикологиче-
ские результаты на других многоклеточных представителей экосистем и даже че-
ловека; 

- крупные размеры особей, дающие возможность проводить визуальные на-
блюдения за многими ответными реакциями без использования специальных 
средств измерений;

- чувствительность дафний к широкому спектру загрязняющих веществ;
- сравнительная простота выполнения эксперимента, не требующая высокой 

квалификации исполнителя.
Основываясь на достоинствах культуры D. magna были разработаны десятки 

методик биотестирования, в разной степени востребованных в оценке состояния 
водных сред.

Одной из самых распространенных тест-функций в биотестировании являет-
ся гибель организма. Например, наиболее распространенная в России методика 
определения острой токсичности [15]. Несмотря на то, что тест-функция гибели 
является самой «грубой», крайней степенью проявления токсического эффекта, 
использование показателя оправдано в экологическом нормировании и природо-
охранной практике. Например, для сточных вод и водных вытяжек из отходов важ-
нейшей характеристикой является безвредная кратность разбавления (БКР), то 
есть степень необходимого разбавления, устраняющая острую токсичность про-
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бы. В зависимости от БКР водного экстракта отхода, его относят к одному из клас-
сов опасности [16]. БКР традиционно определяется с помощью D. magna, хотя для 
этого пригодны и другие методики биотестирования.

Плодовитость — вторая тест-функция, рекомендованная для оценки токсич-
ности в соответствии с методикой, допущенной для целей государственного кон-
троля и мониторинга. Ответная реакция, заключающаяся в способности организ-
мов к размножению, представляет особый интерес для диагностики, поскольку 
позволяет устанавливать наличие хронического токсического действия при био-
тестировании природных и техногенных водных сред.

Актуальным является вопрос об условной норме плодовитости партеногене-
тических особей D. magna, содержащихся в оптимальных условиях. При анализе 
данных различных авторов этот показатель варьирует в широких пределах. В не-
которых работах сообщают о суммарной плодовитости в расчете на одну самку 
от 30,3 до 74,6 особей [17]. В экспериментах Г. Н. Мисейко с соавторами [18] пло-
довитость варьировала от 17 до 67 экземпляров молоди на одну самку. В обоих 
случаях  плодовитость D. magna определяли в оптимальных для культуры услови-
ях, при этом различия результатов объяснялись разными условиями проведения 
экспериментов.  Согласно первой методике [17], в процессе культивирования по-
мещали по 5 особей в 250 мл воды, тогда как по второй методике [18] дафнии со-
держались индивидуально  в 150 мл воды. Отметим, что специалисты природоох-
ранных лабораторий не могут ориентироваться на эти значения, так как алгоритм 
аттестованной методики [15] требует размещения 10 рачков в 100 мл воды. Такая 
плотность модельной популяции, по нашим наблюдениям, приводит к снижению 
плодовитости до 26±11 особей за 24 дня хронического эксперимента в зависимо-
сти от сезона года (приведены данные за двухлетний период наблюдений).

Несоответствие контрольных значений плодовитости (по данным разных ав-
торов) всегда нивелируется при переходе от абсолютных данных к относитель-
ным, когда учитывается процентное отклонение показателя от контрольных дан-
ных. Например, в модельных экспериментах, выполненных в разное время года, 
абсолютные значения показателя плодовитости существенно отличались, однако  
результаты, представленные  в относительных единицах, оказались очень близ-
кими (табл. 1).

Одновременно с количественным учетом погибших особей и плодовитостью 
живых, во многих авторских методиках предусмотрена оценка морфологических 
признаков и физиологических показателей рачков. «Качественно-количественный 
биотест на D. magna в течение 10 суток» [13] позволяет оценивать загрязненность 
водных объектов по целому ряду токсических эффектов. Авторами методики раз-
работаны шкалы и таблицы тест-функций, приведены возможные причины по-
явления токсических эффектов. Например, помутнение плазмы клеток, начиная 
с жаберных отростков абдоминальных ножек, обычно происходит под влиянием 
соединений тяжелых металлов (ТМ), кислот и щелочей. Деформация раковины 
свидетельствует о нарушении водного обмена, поскольку тургор у дафний поддер-
живается за счет активного водообмена, когда за минуту замещается до 80% воды 
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организма. Описываются возможные окраски дафний, нарушения в процессе 
формирования яиц и молоди и т. д. В итоге методика позволяет установить острое 
летальное, хроническое летальное и сублетальное действия, а также предполо-
жить уровень сапробности водоема и причину наблюдаемых эффектов. Несмотря 
на относительную сложность учета «симптомов действия анализируемой пробы» 
и выражение их в виде специфических формул состояния особей, данная работа 
[13] послужила основой для дальнейшего изучения информативных тест-функций 
D. magna.

Количественному учету подлежат такие морфологические параметры 
D. magna как линейные размеры тела, биомасса модельных популяций, а также 
патологические отклонения – количество абортивных яиц, мертворожденной и 
уродливой молоди. Показано, что в растворах с концентрацией ионов хрома 0,1 
мг/л у рачков наблюдаются достоверные уменьшения размеров на 5 %; биомас-
са популяций дафний оказалась чувствительной к действию хрома в растворах с 
концентрациями 0,035 и 0,17 мг/л, но эффект начинал проявляться только с 17-х 
суток [19].

Среди функциональных показателей ряд исследователей в качестве тест-
функции предлагает оценивать трофическую, или фильтрационную, активность, то 
есть величину поглощенного дафниями корма за определенный промежуток време-
ни. Для регистрации трофической активности рачков используют изменение интен-
сивности нулевого уровня быстрой флуоресценции водоросли хлорелла, использу-
емой в качестве корма [20]. Трофическую активность предлагается также оценивать 
по разности  между оптической плотностью тестируемой среды непосредственно 
после кормления и перед следующим кормлением. В проведенных нами экспери-
ментах с этой целью использовался специализированный прибор ИПС-03 - измери-
тель плотности суспензии, разработанный Ю. С. Григорьевым [21], в других случа-
ях использовался «Флюорат-02-Панорамма» [22]   данная тест-функция позволяет 
определить сублетальные концентрации загрязняющих веществ.

Высокая скорость ответной реакции тест-организма описана в методиках, 
основанных на оценке физиологического параметра дафний – изменения частоты 

Таблица 1.
Варьирование показателя 

плодовитость D. magna в зависимости 
от сезона года в модельном 

эксперименте

Table 1.
Variety of D. magna fertility indicator 
in dependence with the season in a 

model experiment

Вариант

Плодовитость весной Плодовитость осенью
Абсолютные 

значения, шт./1 
взрослую особь

Относительные, 
%

Абсолютные 
значения, шт./1 
взрослую особь

Относительные, 
%

Контроль 21,5±1,8 100 10,5±1,4 100
Добавка

5 ПДК р.х (Аl3+)/ 1 дм3 17,7±2,0 82,3 8,9±2,6 84,8
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сердечных сокращений [23, 24]. По данным А. Д. Усанова [25] эта тест-функция 
является чувствительной не только к химическим факторам, но и физическим – 
к переменному магнитному и электрическому полю. К. В. Кулагиной [26] на при-
мере пестицидов показана классическая картина развития токсикологического 
стресса: первоначальная стимуляция частоты сердечных сокращений (ЧСС) даже 
при летальных концентрациях, а затем резкое снижение значений показателя.

В зарубежной практике биотестирования в последнее время активно изучают-
ся последствий действия токсикантов на генетический аппарат клетки. Показано, 
что такие эффекты имеют место и у D. magna [27].

Влияние плотности популяции D. magna и температуры культивирова-
ния на естественную смертность и плодовитость особей

В литературе встречаются различные сведения о естественной плодовитости, 
продолжительности жизни и смертности рачков Daphna magna. Чаще всего варьи-
рование показателей связано с действием биогенных и абиогенных факторов на 
модельную популяцию.  Влияние на оцениваемые параметры таких факторов как 
плотность популяции и температурные условия культивирования изучались нами 
в эксперименте.

Из молоди D. magna (возраст не более 24 ч.) были сформированы три вариан-
та опытных групп с разной плотностью посадки: 1, 5 и 10 особей на 100 мл воды. 
Опытные популяции содержались при разной постоянно поддерживаемой темпе-
ратуре: (+21оС), (+24оС) и при повышенной температуре (+ 27оС). Повышенная 
температура создавалась за счет нагрева платформы встряхивающего устрой-
ства (шейкер ЛАБ-ПУ-01).

Модельные популяции ежедневно кормили: поочередно суспензией водо-
рослей Chlorella vulgaris и хлебопекарными дрожжами. Учет погибших особей и 
отсадка родившейся молоди проводились ежедневно. Через каждые пять суток 
осуществлялась смена культивационной воды.

Условия культивирования значительно отражались на плодовитости и смерт-
ности дафний в течение эксперимента. В таблице 2 отражены оцениваемые по-
казатели по двум периодам: на 24-й и на 45-й дни эксперимента (табл. 2).

Повышение температуры способствовало более быстрому созреванию даф-
ний: при температуре 21°С первое потомство появилось на 11 день опыта, а при 
температуре водной среды 27°С  на 4 дня раньше. При повышении температуры 
содержания от 21 до 24°С наблюдалось достоверное повышение плодовитости 
(p<0,05), различия сохранялись до 45 дня эксперимента. Полученные данные со-
гласуются с результатами других ученых: благоприятные температурные условия 
в пределах экологического оптимума вызывают увеличение количества потомства 
D. magnа [28]. Дальнейшее повышение температуры до 27°С, напротив, вызывало 
снижение фертильности особей до наименьших результатов в эксперименте. Кро-
ме того, в таких условиях к концу эксперимента (45 день) при плотности посадки 
5 особей на 100 мл воды зафиксировали максимальную гибель особей  25%. Дан-
ные эффекты закономерны, поскольку значение 27°С не входит в диапазон тем-
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пературного оптимума D. magnа. Высокая температура явилась функциональной 
нагрузкой для рачков, в первые дни эксперимента повышение температуры сти-
мулировало их созревание, а в дальнейшем - вызывало температурный стресс.

Плотность посадки также значительно влияла на результаты эксперимента. 
Максимальное количество потомства получили в варианте, где содержалась все-
го одна дафния. При этом  стандартные отклонения от средних значений высокие, 
что, по-видимому, связано с минимальной выборкой. Несмотря на использование 
молоди, полученной от синхронизированной культуры (от биологических клонов), 
индивидуальные различия особей оказывали слишком большое влияние на ито-
говые результаты.

При сравнении плотности посадки 5 и 10 рачков на 100 мл водной среды, на-
блюдали закономерное увеличение плодовитости в разреженной популяции.

Полученные данные подтверждают необходимость стандартизации условий 
культивирования тест-организмов и проведения токсикологических экспериментов. 
Проведение экспериментов с посадкой 1 особи в тестируемую среду не рекомен-
дуется. Повышение температуры можно использовать в качестве дополнительной 
функциональной нагрузки при оценке качества различных вод. Плотность посадки 5 
и 10 особей на 100 мл используется в зависимости от задач эксперимента.

Влияние сезона года на чувствительность D. magnа
 Несмотря на длительное содержание в стандартизированных оптимальных 

условиях, лабораторные тест-культуры имеют биологические ритмы, накладыва-

Таблица 2.
Смертность и плодовитость Daphnia 
magna в зависимости от плотности  

культуры и температуры содержания

Table 2.
Mortality and fertility of Daphnia magna 
in dependence with culture density and 

housing temperature

Варианты Время созре-
вания Смерт-

ность
(24-й 

день), %

Плодови-
тость (24-й 

день),
шт./самку

Смертность 
(45-й день), %

Плодовитость 
(45-й день), шт./

самку
Условия 
содержа-

ния

Плотность 
посадки, 

шт./100 мл
1* 2**

+21°С
1 7 11 0 56,5+24,2 0 125+30,6
5 6 9 5 16,9+1,66 15 33,825+5,9

10 6 8 7,5 12,95+2,74 20 26,37+7,5

+24°С

1 6 10 0 70,5+20,04 0 147,75+26,7

5 5 8 0 27,325+4,8 10 53,75+0,7

10 5 8 2,5 14,45+1,7 7,5 25,26+3,5

+27°С
5 5 7 5 21,6+1,76 20 38,66+5

10
5 7

12,5 10,3+0,89 25 22+5

Примечание: * - день эксперимента, в который отмечено появление яиц в выводковых камерах, 
** - день эксперимента, в который появился первый приплод.
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ющие свой отпечаток на результат проводимых экспериментов. В частности, мо-
дельные эксперименты по установлению чувствительности D. magnа к стандарт-
ному токсиканту двухромовокислому калию (К2Cr2О7), позволили нам установить 
значение времени (сезона) проведения эксперимента на его результат.

Чувствительность культуры устанавливали в разные сезоны года. Экспери-
мент проводили по аттестованной методике (ссылка). Острая токсичность мо-
дельных растворов устанавливалась при возрастающих концентрациях в раство-
рах двухромовокислого калия (К2Cr2О7). Диапазон концентраций от 0,5 до 2,5 мг/
дм3. Результаты представлены в таблице 3.

Таблица 3.
Результаты определения 

чувствительности D. magna 
к модельному токсиканту-калию 

двухромовокислому

Table 3.
Results of defining of D. magna sensitivity 
to model toxicant-potassium dichromate

Проба/
концентрация,

мг/дм3

Смертность дафний к контролю, %*

Весна Лето Осень Зима

Контроль 0,0 0,0 0,0 0,0
0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
0,9 3,3 0,0 3,3 26,7
1,0 10,0 10,0 3,3 10,0
1,5 56,7 60,0 73,3 80,0
2,0 100,0 96,7 86,7 100,0
2,5 100,0 100,0 100 100,0

Среднелетальная концентрация, (мг/ дм3)
Концентрация 
токсиканта, мг/дм3 1,43 1,36 1,44 1,22

Примечание: * - стандартное отклонение не более 20% от среднего.

В течение всех четырех сезонов года чувствительность дафний соответство-
вала пределам, установленным аттестованной методикой (0,9-2,0 мг/дм3). Однако 
в зимний период чувствительность рачков повысилась: в растворе с концентра-
цией 0,9 мг/дм3 токсиканта погибло более 25% особей, тогда как летом в анало-
гичном растворе гибели не наблюдалось. В итоге среднелетальная концентрация 
токсиканта, соответствующая гибели 50% особей, для зимнего периода оказалась 
наименьшей. Такое повышение чувствительности можно объяснить общим осла-
блением дафний в зимний период, который в природе является периодом покоя 
организмов.

Эксперимент показал влияние сезонных ритмов на чувствительность низших 
ракообразных. Этот факт необходимо учитывать при планировании исследований 
и интерпретации результатов.
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Влияние химического состава культивационной воды на результат био-
тестирования 

Качество культивационной водной среды для содержания D.  magna име-
ет особое значение для получения объективных результатов биотестирования. 
Химический состав природной воды, используемой для культивирования тест-
организмов, влияет на общее состояние биообъектов, их чувствительность и 
устойчивость к различным соединениям. Состав природных вод в разных регио-
нах значительно отличается.

При содержании культуры D. magna в одинаковых условиях, но с использо-
ванием культивационных вод различного происхождения и химического состава, 
выявили следующие особенности. Обе водные среды были представлены арте-
зианскими водами питьевого качества, при этом отличались по количеству мине-
ральных солей и, соответственно,  электропроводности (примерно в 2 раза). В 
процессе калибровки чувствительности двух культур D. magna установили, что 
среднелетальная концентрация (LD50) калия двухромовокислого для них разли-
чалась: в экспериментах с более минерализованными водами, воздействие мо-
дельного токсиканта проявлялось слабее (табл. 4). Содержание организмов и пе-
риодическую калибровку проводили в течение двух лет, поэтому LD50  в таблице 4 
представлена интервалом значений.

Полученные данные подтверждают то, что химический состав культивацион-
ных вод влияет на реакции D. magna. Влияние ионного состава природных вод 
на их токсичность  отражено в работе [29]. Отметим, что культивационная вода 
используется для приготовления серий разбавлений тестируемой среды, и, таким 
образом, влияет на итоговое заключение о токсичности пробы.

Ответные реакции D. magna в острых и хронических экспериментах 
При оценке качества компонентов среды чаще всего ориентируются на нали-

чие или отсутствие токсичности в экспериментах по установлению острой токсич-

Таблица 4.
Влияние состава культивационной 

воды на чувствительность D. magna

Table 4.
Influence of cultivation water composition 

on D. magna sensitivity 

Характеристика куль-
тивационной воды

Содержание ионов, мг/л Электропровод-
ность, мкСм/см

LD50, мг/л 
КCr2O7катионы анионы

Артезианская вода 
централизованного 

водоснабжения 
(Кировская обл.)

Na+

К+

Mg+

Ca+

42,8±6,4
0,74±0,1
28,7±2,9
29,1±2,9

Cl-
NO3

-

PO4
3-

SO4
2-

19,9±2,0
21,8±3,3

<0,2
22,2±2,2

610 1,2 - 1,8

Артезианская вода 
торговой марки «Ключ 

здоровья»
(г. Киров)

Na+

К+

Mg+

Ca+

12,8±1,9
<0,1

7,5±0,7
25±2,5

Cl-
NO3

-

PO4
3-

SO4
2-

22,7±2,3
6,6±1,0

<0,2
3,9±0,4

320 0,9 - 1,3
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ности. При этом упускаются токсические эффекты, которые проявляются только 
в долговременных экспериментах и позволяют подробнее охарактеризовать ис-
следуемое воздействие на водный объект или тестируемое вещество.

Например, при очистке питьевой воды во многих городах в качестве коагулян-
та используется сульфат алюминия. Его остаточные количества в воде централи-
зованного водоснабжения (по данным Водоканала г. Кирова) могут достигать 5-7 
ПДК (для питьевых вод). Нами были проведены модельные эксперименты для 
сравнения информативности тест-функций гибели и плодовитости.

Эксперимент состоял из двух вариантов: в воду добавляли алюминий (5 и 10 
ПДК) в виде сульфата алюминия. Контролем служила питьевая вода без добавок, 
содержание алюминия в ней было ниже предела обнаружения [15].

За период острого опыта (4 дня) гибели организмов не наблюдалось — пробы 
не оказывали токсического действия. Продлевая эксперимент для установления 
хронического воздействия, выявлено увеличение гибели дафний, достоверное 
снижение плодовитости по сравнению с контрольными значениями (табл. 5).

Через 24 дня эксперимента действие токсиканта проявилось в угнетении пло-
довитости рачков. Кроме того, были отмечены и морфологические признаки нега-
тивного воздействия: уменьшение линейных размеров тела, бледность покровов, 
снижение трофической активности. Следовательно, при относительно невысоком 
загрязнении возрастает вероятность необоснованного признания пробы безвред-
ной на основе анализа самой «грубой тест-функции» для дафний  — гибели.

Аналогичный эффект выявлен в опытах с природными подземными водами, 
пробы которых были отобраны из эксплуатируемых скважин. По  большинству по-
казателей вода соответствовала требованиям, предъявляемым к качеству питье-
вой воды, однако было выявлено превышение содержания бора от 2,6 до 11 ПДК 
(для питьевых вод). Эти воды также не оказывали острого токсического действия 
на дафний, более того и за 24 дня эксперимента смертность не превышала допу-
стимых методикой 20 %. Но плодовитость организмов угнеталась (табл. 6).

На примере этого опыта видим, что у D. magna кроме гибели и плодовитости 
без дополнительных приспособлений диагностируется время созревания особей 
по первому приплоду в модельной популяции. Выявлено, что рачки в контроль-
ной воде созревали раньше, чем в загрязненных пробах. Дни первого появления 

Таблица 5.
Ответные реакции D. magna 

на сульфат алюминия

Table 5.
Respose reactions of D. magna 

on aluminum sulfate

Вариант Смертность* 
за 4 дня, %

Смертность* за 24 
дня, %

Плодовитость**, шт./1 
взрослую особь

Контроль 0 0 10,76±0,91
5 ПДК (Аl3+) 0 20 8,86±1,00

10 ПДК (Аl3+) 0 56,6 8,80±2,32
Примечание: * - стандартное отклонение не более 20% от среднего; ** - все опытные значения 

достоверно отличаются от контрольных (p<0,05).
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молоди в пробах заметно отличались от контроля, в котором первое потомство 
отмечено уже на 9 сутки, тогда как в пробах с повышенной  концентрацией бора   
на 12 и даже на 15-18 сутки. Таким образом, день первого вымета молоди может 
служить информативным показателем состояния тест-организмов.

Описанные эксперименты на модельных и природных водах показали, что 
при относительно невысоком загрязнении необходимо ориентироваться на дан-
ные, получаемые в хронических опытах. Это положение необходимо учесть при 
разработке санитарных требований к качеству питьевых вод [30].

Анализ результатов многолетней работы с D. magna при биотестировании 
различных водных сред, особенно установлении хронического токсического дей-
ствия, показал, что фиксация сублетальных эффектов способствует объективной 
интерпретации комплекса токсикологических и химических исследований.

Для количественной оценки летальных и сублетальных эффектов и уста-
новления их диагностической ценности, проводили биотестирование природной 
воды, загрязненной соединениями стронция (модельный эксперимент). Эффекты 
оценивали в трех поколениях D. magna. Первым поколением считали тех особей, 
которые были получены от синхронизированной культуры D. magna и  помещены в 
контрольную и опытные пробы (повторность четырехкратная). Второе и третье по-
коление — это молодь от соответствующего предыдущего поколения, полученная 
уже в эксперименте. Использовали один из первых массовых приплодов. Экспе-
римент проводился в климатостате, смену тестируемых растворов осуществляли 
на каждые 5-е сутки. Время эксперимента с каждым поколением рачков не огра-
ничивали 24 сутками, рекомендованными методикой, а продлили до 75 суток, что 
позволило выявить динамику гибели взрослых особей и их плодовитости.

В качестве модельного токсиканта использовали хлорид стронция. Стронций 
согласно гигиеническому нормативу качества воды водных объектов рыбохозяй-
ственного назначения  относится к веществам II класса опасности, ПДК составля-

№ 
Пробы

Кратность
ПДК бора

День первого 
появления молоди

Плодовитость*, шт./1 
взрослую особь Смертность**, %

Контроль - 9 7,3±0,7 0
1 2,6 12 4,4±0,1 3,3
2 2,6 15-18 2,7±0,3 13,3
3 7,8 15 4,6±0,4 0
4 10,4 12 5,4±0,5 13,3
5 11,0 12 4,9±0,6 0
Примечания: * - все опытные значения достоверно отличаются от контрольных; ** - стандартное 

отклонение не более 20% от среднего.

Таблица 6.
Результаты определения хронической  

токсичности проб подземных вод, 
загрязненных бором

Table 6.
Results of defining of chronic toxicity 

of underground water samples 
contaminated with boron
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ет всего 0,4 мг/дм3 [31]. Нерадиоактивный стронций является спутником кальция, 
поэтому загрязнение им природных вод наблюдается близ гипсоносных отложе-
ний, доломитов, известняков [32]. Он может выщелачиваться из сырья и отходов 
химических производств, включаясь в комплексное загрязнение промышленных 
районов. Доказано негативное влияния стронция на организм человека [33]. Есть 
сведения о его токсичном действии на растения, в частности блокирование К+-
каналов клеток корня [34].

Тестировались растворы хлорида стронция, содержащие 2,5 и 5 ПДК иона 
стронция. Вещество вводилось в артезианскую воду питьевого качества, контро-
лем служила эта же вода без добавок. Результаты представлены в таблицах 7 и 8.

Таблица 7.
Влияние хлорида стронция 

на смертность и патологические 
явления у D. magna

Table 7.
Influence of strontium chloride 

on mortality and pathological phenomena 
of D. magna

Вариант Поколение
Смертность взрослых особей*, % Количество 

абортивных 
яиц**

Количество 
мертвой 
молоди**25 день 50 день 75 день

Контроль
F1 0 2,5 80,0 0 0
F2 0 5 86,7 2 0
F3 0 3,3 83,5 1 0

2,5 ПДК
F1 12,5 32,5 92,5 39 8
F2 15 62,5 92,5 54 4
F3 25 82,5 90,0 97 9

5 ПДК
F1 10,0 46,7 100 14 8
F2 6,7 46,7 90,0 28 6
F3 16,7 73,3 95,0 37 5

Примечание: * - стандартное отклонение не более 20% от среднего; ** - количество абортивных 
яиц и мертвой молоди приведено как сумма для четырех параллельных определений.

В кратковременных экспериментах (4 дня) загрязнение воды стронцием на 
уровне 2,5 и 5 ПДК не оказывали влияния на рачков. Долговременные экспери-
менты позволили выявить ряд токсических эффектов. Смертность взрослых осо-
бей на 25 день во всех опытных вариантах, кроме одного, не выходила за пределы 
критических 20%, рекомендованных аттестованной методикой как критерий хро-
нической токсичности, но в сравнении с контрольными показателями негативное 
влияние токсиканта уже проявилось. Тенденция переходит в математически зна-
чимую на 50 день опыта. Причем каждое последующее поколение все менее жиз-
неспособно.

В течение опыта во всех вариантах с воздействием стронция отмечали по-
явление мертвой молоди. Даже невысокие значения этого показателя являются 
признаком хронического токсического действия тестируемой пробы [35].
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Известно, что патологические изменения развития партеногенетических яиц 
могут являться диагностическими признаками негативного влияния на дафний [36]. 
В нашем эксперименте абортивные яйца в контрольных вариантах единичны, тогда 
как в опытных их количество варьирует от 14 до 97 (в сумме на 4 параллельных 
определения). Отторгаемых яиц больше при добавке 2,5 ПДК, чем 5 ПДК. Это объ-
ясняется тем, что в менее загрязненной пробе к середине опыта оставалось боль-
ше живых рачков. Они и обеспечили этот показатель. Мертворожденная молодь 
также регулярно появлялась при воздействии стронция, в отличие от контроля.

На фоне общего угнетения особей и описанных негативных явлений, плодо-
витость рачков оказалась достоверно ниже контрольных значений (табл. 8). При-
ведена плодовитость по 50 день, так как после гибели в эксперименте более 50% 
особей, расчет на одну самку дает завышенные показатели.

Таблица 8.
Влияние хлорида стронция 
на плодовитость D. magna

Table 8.
Influence of strontium chloride 

on D. magna fertility

Вариант Поколение
Плодовитость, количество особей 

на 1 взрослую самку
Плодовитость, % 

от контрольного значения 
за 50 суток1 – 24 сутки 25 – 50 сутки

Контроль
F1 13,4±2,3 15,4±2,9 -
F2 10,2±1,5 15,8±1,3 -
F3 11,3±0,5 14,9±1,8 -

2,5 ПДК
F1 9,4±0,6 7,0±0,4 56,9
F2 7,8±1,1 6,2±0,9 53,8
F3 2,5±0,5 2,6±0,4 19,5

5 ПДК
F1 9,4±0,6 7,2±1,1 57,6
F2 8,4±1,2 7,8±2,0 62,3
F3 2,3±0,5 0 8,8

Плодовитость контрольных модельных популяций варьировала от 10,2±1,5 
до 13,4±2,3 до 24 дня эксперимента включительно. В следующем оцениваемом 
периоде наблюдалось постепенное возрастание способности к размножению до 
15,8±1,3 особей на 1 взрослую самку, что закономерно связано с наступлением 
пика жизненного цикла рачков. Достоверных различий в показателях плодови-
тости контрольных вариантов трех поколений выявлено не было. Это говорит о 
равномерном развитии каждого следующего поколения и возможности долговре-
менного существования модельных популяций D. magna в созданных условиях.

Плодовитость дафний во всех опытных вариантах оказалась достоверно угне-
тена по сравнению с соответствующим контролем (p<0,05). При этом в опытных 
вариантах показатель снижался в поколениях, достигая в третьем поколении ва-
рианта 5 ПДК всего около 9% от контрольного показателя (различия достоверны, 
p=0,03), что свидетельствует о несовместимости исследуемого уровня загрязне-



А. С. Олькова78

ния стронцием с жизнеспособностью популяции D. magna. Различия в количестве 
потомства у первого поколения рачков и второго, находящихся под воздействием 
стронция, в большинстве случаев не достоверны. Сравнивая фертильность пер-
вого и третьего поколения, тенденция снижения плодовитости достигает матема-
тически значимого уровня.

Заключение
Таким образом, эксперименты по установлению хронического токсического 

действия, продленные длительный период всей жизни тест-организма, а также 
выполненные в нескольких поколениях, являются высокоинформативными для 
подробного исследования действия веществ. Такие опыты позволяют исследо-
вать динамику гибели взрослых особей, продолжительность жизни, в том числе в 
сериях поколений, количество абортивных яиц.

Кроме рассмотренных показателей как в острых, так и в хронических токсико-
логических экспериментах, есть возможность оценивать другие функциональные 
отклонения от нормы, например, изменения трофической и двигательной актив-
ностей D. magna. В настоящее время нами оптимизируются методики оценки этих 
тест-функций, вошедших в международные стандарты [37], в частности в аспекте 
метрологических составляющих методик. Тест-функция трофической активности 
также привлекла внимание зарубежных ученых в качестве показателя ранней диа-
гностики загрязнения [38].

Безусловно, все тест-функции организмов тесно взаимосвязаны между со-
бой: действие токсиканта на клеточные биохимические процессы может привести 
к угнетению трофической активности, что затем в процессе онтогенеза неизбежно 
повлияет на снижение плодовитости рачков, а также отразится на морфофункцио-
нальном состоянии каждой особи, в крайнем случае приводя к гибели. Учет мак-
симального количества тест-функций D. magna позволяет наиболее эффективно 
использовать данный тест-организм при биотестировании водных сред.

При сопоставлении результатов исследований разных авторов, возникают 
проблемы в силу множества модификаций постановки аналогичных опытов. В это 
связи унификация данных методов и разработка строгой системы метрологиче-
ского обеспечения методов биотестирования с использованием D. magna остают-
ся актуальными научно-практическими исследованиями.

Перспективы развития биотестирования с применением D. magna относятся 
к поиску ещё более чувствительных тест-функций, разработке экспрессных ме-
тодов установления токсичности, и, безусловно, автоматизации наблюдений за 
тест-организмами.
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