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Исследовано кратковременное влияние низкоинтенсивного электромагнитного 
излучения на развивающиеся in vitro эмбрионы Daphnia magna Straus. Эмбрионы 
подвергались воздействию лазерного (633 нм, 0,16 мВт/см2) и ультрафиолетового 
(365 нм, 0,05 мВт/см2) излучений по отдельности и в последовательных комбинациях. 
Показано, что кратковременное воздействие лазерного излучения на D. magna во время 
раннего развития обуславливает продукцию более крупного потомства. Облучение эмбрионов 
лазерным излучением перед воздействием ультрафиолетового излучения приводит к 
сохранению положительной генеральной корреляции между размерами рачков и количеством 
производимого потомства, которая нарушается при воздействии ультрафиолетового 
излучения.
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Введение

Сегодня низкоинтенсивное лазерное из-
лучение (НИЛИ) красного и инфракрасного 
диапазонов широко применяется в медицине 

для профилактики и терапии различных за-
болеваний (см., например, Брилль и др., 1998; 
Tuner, Hode, 1999). В настоящее время при-
нято считать, что НИЛИ при определенных 
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параметрах (интенсивность 0,3 – 100 мВт/см2, 
длительность воздействия 1 с – 5 мин) обла-
дает биостимулирующим и протекторным 
действием на биологические системы (Karu, 
2007; Чудновский и др., 2002) и, в частности, 
на человеческий организм (Илларионов, 1994; 
Брилль и др., 1998). В отдельных работах по-
казано, что воздействие НИЛИ с более низкой 
интенсивностью – 0,2 мВт/см2 – также способ-
но вызывать значимые биостимулирующие и 
протекторные эффекты, вызывая дозозависи-
мые изменения продукции цитокинов, оксида 
азота и активности естественных киллерных 
клеток мышей (Новоселова и др., 2006; Ново-
селова и др., 2007). При этом оказалось, что 
стимуляция активности клеток происходит 
даже в тех случаях, когда доза лазерного света 
не превышает 6 мДж/см2. Исследование био-
стимулирующего и протекторного действия 
НИЛИ с такими низкими интенсивностями 
на других биологических объектах представ-
ляет большой интерес, поскольку позволяет 
разграничить видоспецифичные и общебио-
логические эффекты.

При изучении протекторного действия 
НИЛИ в качестве повреждающего фактора 
может быть использовано ультрафиолетовое 
(УФ) излучение, действие которого на живые 
системы довольно хорошо изучено (Самойло-
ва, 1967; Harm, 1980). Кванты УФ-излучения 
обладают большeй энергией по сравнению 
с квантами света красного и инфракрасного 
диапазонов и способны, в отличие от послед-
них, вызвать определенные нарушения свя-
зей в биологических макромолекулах, приво-
дя, например, к разрушению ДНК (Friedberg 
et al., 1995). Ранее нами были обнаружены 
негативные биологические эффекты после 
кратковременного (доза 12 мДж/см2) воздей-
ствия УФ-излучения с длиной волны 365 нм 
на развивающиеся эмбрионы D. magna (Оси-
пова и др., 2010). Эксперименты с культурой 

клеток фибробластов показали, что низкоин-
тенсивное светодиодное излучение красного 
диапазона может обладать протекторным 
действием, снижая негативное воздействие 
УФ-излучения (Храмов и др., 2007; Храмов и 
др. 2008).

Целью работы являлось изучение био-
стимулирующего и протекторного действия 
кратковременного НИЛИ на партеногенети-
ческие эмбрионы Daphnia magna Straus. Этот 
объект хорошо зарекомендовал себя при оцен-
ке биологической эффективности различных 
факторов низкой интенсивности (Крылов 
и др., 2010; Sobral et al., 2001; Krylov, 2010). 
Данное исследование – часть комплексного 
изучения влияния кратковременного НИЛИ 
на живые организмы.

Материалы и методы

Материал. Для экспериментов использо-
валась лабораторная культура D. magna. Усло-
вия культивирования дафний соответствова-
ли стандартной методике биотестирования 
(Методика…, 1999). Поддерживали темпера-
туру 23 °С при световом режиме 16 ч – день, 
8 ч – ночь. Для проведения экспериментов ис-
пользовалась отстоянная аэрированная водо-
проводная вода. Рачков ежедневно кормили 
суспензией клеток Chlorella vulgaris Beijerinck 
из расчета (3-3,5)x107 клеток на 100 см3 куль-
тивационной воды. Экспозиции подвергались 
развивающиеся in vitro партеногенетические 
яйца D. magna. Для экспериментов использо-
вались партеногенетические яйца, соответ-
ствующие 3-5-му выводку.

Исследуемые факторы. Исследовалось 
влияние He-Ne лазерного излучения с длиной 
волны 633 нм, интенсивностью 0,16 мВт/см2. 
Длительность воздействия НИЛИ составля-
ла 1 мин, что соответствует одному из наи-
более распространенных в традиционной 
лазеротерапии значений (Илларионов, 1994). 
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Изучалось влияние УФ-излучения с длиной 
волны 365 нм и интенсивностью 0,05 мВт/см2. 
Длительность УФ-воздействия составляла 
4 мин, что соответствует дозе 12 мДж/см2. 
Такая доза не является летальной и одновре-
менно эффективно воздействует на различ-
ные системы организма, поэтому воздействия 
такого порядка часто используют для изуче-
ния эффектов УФ на биологические объекты 
(Храмов и др., 2007; Храмов и др., 2008; Чи-
стяков и др., 2009).

Структура экспериментов и оцени-
ваемые показатели. Был использован ори-
гинальный подход, зарекомендовавший 
себя при оценке влияния низкочастотных 
магнитных полей на эмбриогенез D. magna 
(Krylov, 2010). Созревшие производители 
развивались индивидуально в сосудах емко-
стью 50 мл. После вымета очередного потом-
ства и появления четко выраженных яични-
ков рачков перемещали в отдельную емкость 
со средой, где за ними наблюдали каждые 30 
мин, чтобы отметить момент перехода яиц 
из яичников в выводковую камеру. Это со-
бытие рассматривалось как «нулевое» время 
в развитии яиц (Т0). Число яиц в выводке на 
протяжении экспериментов варьировало от 
20 до 34 и составляло 25,6 ± 1,8 (среднее ± 
ошибка среднего). Выход яиц в выводковую 
камеру занимает от 5 до 20 мин. В этот мо-
мент идет амейотическое удвоение числа 
хромосом овоцита. Приблизительно через 
1 ч после Т0 происходит первое зародыше-
вое деление. Через 3 ч после Т0 самку пере-
мещали под бинокулярный микроскоп, где 
с помощью препаровальной иглы яйца из-
влекали из выводковой камеры. Этот момент 
развития соответствует стадии средней или 
поздней бластулы. К этому времени яйцевая 
оболочка становится плотной и не разруша-
ется при манипуляциях. Извлеченные яйца 
промывали, случайным образом разделяли 

на контрольные и опытные варианты и по-
мещали в малые чашки Петри, не более 10 
яиц в одну чашку. Яйца от одной самки, раз-
деленные на контрольные и опытные вари-
анты, представляли собой отдельную экспе-
риментальную повторность.

Экспозиция партеногенетических яиц 
начиналась сразу после их извлечения из вы-
водковой камеры. Исследовалось влияние 
НИЛИ, УФ-излучения, а также их последова-
тельных комбинаций. В одном варианте сразу 
после извлечения партеногенетических яиц 
из выводковой камеры на них действовало 
НИЛИ в течение 1 мин, затем, после минут-
ного перерыва, действовало УФ-излучение в 
течение 4 мин. В другом – на партеногенети-
ческие яйца действовало УФ-излучение в те-
чение 4 мин, затем, после минутного переры-
ва, действовало НИЛИ в течение 1 мин.

Слой водной среды над развивающими-
ся яйцами составлял 5 мм. Мы пренебрегали 
зависимостью интенсивностей излучений от 
глубины, поскольку коэффициенты погло-
щения лазерного (633 нм) и УФ (365 нм) из-
лучений водой составляют 0,003 и 0,02 см-1 
соответственно (Baker, Smith, 1982). Каждая 
серия экспериментов (НИЛИ, УФ-излучение, 
НИЛИ – УФ-излучение, УФ-излучение – 
НИЛИ) была проведена в трех повторностях. 
Во время раннего развития оценивали выжи-
ваемость партеногенетических яиц и время 
выхода развивающихся эмбрионов из внешней 
яйцевой оболочки с точностью до 15 мин.

Для того чтобы оценить отдалённые по-
следствия влияния исследуемых факторов на 
D. magna в раннем онтогенезе, ювенильных 
особей из контрольных и экспериментальных 
повторностей, которые развились из экспо-
нированных яиц, помещали индивидуально 
в сосуды емкостью 50 мл с чистой средой. 
Там рачки развивались в контрольных усло-
виях до дефинитивного состояния. Во время 
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индивидуального развития оценивали смерт-
ность и темпы созревания дафний. У каждой 
самки подсчитывали количество потомства в 
первом выводке. При помощи бинокулярного 
микроскопа МБС-8 измерялась длина тела 
рожденных особей от головы до основания 
хвостовой иглы с точностью до 1/70 мм. Из-
мерения новорожденных рачков производили 
до их первой линьки, т.е. до активного роста. 
Самцов за время проведения экспериментов 
обнаружено не было, абортивные яйца встре-
чались единично.

Достоверность различий средних значе-
ний оценивали с помощью критерия Стью-
дента. При проведении множественных срав-
нений, во избежание повышения вероятности 
обнаружения ложных различий, использо-
валась поправка Бонферрони (Benjamini, 
Hochberg, 1995). Для определения связей 
между исследуемыми показателями с нор-
мальным распределением использовали кор-
реляционный анализ.

Результаты 

В таблице 1 отражены изменения ис-
следуемых показателей при действии НИЛИ 
и УФ-излучения на D. magna во время эм-
бриогенеза как по отдельности, так и в после-
довательной комбинации. Поскольку серии 
опытов проводили друг за другом, некоторые 
показатели варьировали, по-видимому, из-за 
разнокачественности между поколениями 
в синхронизированной культуре D. magna 
(Marshall et al., 2008). Параметрическое срав-
нение контрольных и опытных показателей 
внутри каждой синхронной серии опытов 
правомерно.

Заметно достоверное увеличение раз-
меров производимого потомства после ми-
нутной экспозиции производителей НИЛИ 
во время эмбриогенеза. Наблюдалось также 
более раннее появление первого потомства 

после воздействия УФ-излучения на произ-
водителей во время раннего развития и уве-
личение размеров самок после экспозиции 
эмбрионов в последовательной комбинации 
НИЛИ и УФ-излучения. Однако эти эффекты 
нивелируются при введении корректирующих 
поправок, применяемых при множественных 
сравнениях.

Для всех серий экспериментов были рас-
считаны коэффициенты корреляции между 
размерами самок и количеством производи-
мого потомства. В экспериментах с НИЛИ 
связи были достоверными и положительными 
(в контроле r = 0,45, p < 0,05, n = 25; в опыте 
r = 0,40, p < 0,05, n = 30). При изучении биоло-
гических эффектов УФ-излучения в контроле 
была обнаружена достоверная положитель-
ная корреляция (r = 0,42, p < 0,05, n = 18), в 
опыте связь была достоверно отрицательной 
(r = – 0,75, p < 0,05, n = 16). В экспериментах 
с последовательной комбинацией НИЛИ – 
УФ-излучения наблюдались положитель-
ные достоверные связи (в контроле r = 0,55, 
p < 0,05, n = 29; в опыте r = 0,61, p < 0,05, 
n = 32). При исследовании действия комбина-
ции УФ-излучения – НИЛИ на эмбриогенез 
D. magna в контроле была обнаружена досто-
верная положительная корреляция (r = 0,55, 
p < 0,05, n = 29), в опыте статистически зна-
чимой связи обнаружено не было ( r = 0,25, 
p > 0,05, n = 26).

Обсуждение

Мы не рассматривали механизм влияния 
НИЛИ на эмбриогенез дафний, однако при-
ведём модели действия этого фактора, кото-
рые наиболее детально описаны в литературе. 
Полагают, что биологическая эффективность 
НИЛИ может быть обусловлена образова-
нием многочисленных микроскопических 
градиентных полей на поверхности объекта 
(Popov et al., 2007), локальными термодина-
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мическими нарушениями, приводящими к 
высвобождению ионов кальция из внутрикле-
точного депо (Москвин, 2008), поглощением 
излучения в дыхательной цепи митохондрий, 
в частности в цитохром-с-оксидазе, что ведёт 
к повышению редокс-потенциала митохон-
дрий, их функциональной активности и син-
теза АТФ (Кару, 2000; Кару, 2001; Filippin et 
al., 2003).

Раннее развитие дафний является очень 
чувствительным промежутком онтогене-
за. В это время организм наиболее подвер-
жен влиянию многих факторов, механизмы 
действия которых могут быть различными 
(Baird et al., 1991). Обнаружено, что действие 
НИЛИ на эмбрионы D. magna в течение 1 
мин приводит впоследствии к производству 
более крупного потомства, при этом количе-
ство отрождаемого потомства практически 
не отличалось от контрольных значений. 
Крупное потомство D. magna менее чув-
ствительно к различным стрессовым воз-
действиям (Enserink et al., 1990). В опытах 
с УФ-излучением статистически значимых 
изменений исследуемых показателей обна-
ружено не было. Но ранее, в экспериментах с 
этой линией дафний, было обнаружено уве-
личение размеров и снижение количества 
производимого потомства в первом выводке 
по сравнению с контролем после действия 
УФ-излучения с теми же параметрами на эм-
брионы D. magna в течение 4 мин при 28 °С 
(Осипова и др., 2010), т. е. в отличающихся от 
оптимальных температурных условиях про-
изводилось более крупное и малочисленное 
потомство. Увеличение размеров и сокраще-
ние численности производимого потомства 
встречается в природных популяциях при 
отклонении условий среды (температура, 
обеспеченность пищей и т.д.) от оптимума 
(Пятаков, 1956; Семенченко, 1992; Green, 
1966). Возможно, в привычных темпера-

турных условиях протекторные системы 
организма у эмбрионов D. magna успешно 
противостояли негативному действию УФ-
излучения на исследуемые показатели.

Более детально влияние исследуемых 
низкоинтенсивных излучений на эмбриогенез 
D. magna можно оценить, сравнив коэффици-
енты корреляции между показателями раз-
меров самок и количеством производимого 
потомства. Известно, что при благоприятных 
условиях у более крупных самок численность 
потомства выше (Rinke, Petzoldt, 2003). До-
стоверные положительные корреляции были 
обнаружены во всех контрольных вариантах, 
а также после действия лазерного излучения 
и последовательной комбинации НИЛИ – УФ-
излучения на эмбрионы. После действия УФ-
излучения и последовательной комбинации 
УФ-излучения – НИЛИ на эмбрионы D. magna 
наблюдались отрицательная и недостоверная 
положительная связи между указанными па-
раметрами, соответственно. Следовательно, 
действие УФ-излучения отдельно либо перед 
действием НИЛИ приводит к нарушению ре-
продуктивной стратегии. Известно, что пре-
доблучение биологических объектов НИЛИ 
оказывает протекторное действие и повыша-
ет их устойчивость к действию негативных 
факторов (Чудновский и др., 2002; Королев и 
др., 2007). Описано также, что красный свет, 
полученный от светодиодных источников, 
приводит к снижению негативного действия 
УФ-излучения на пролиферацию в культу-
ре клеток фибробластов (Храмов и др., 2007; 
Храмов и др., 2008). В наших эксперимен-
тах достоверная положительная корреляция 
между размерами самок и количеством про-
изводимого потомства, присущая контролю, 
сохранялась именно в тех вариантах, где эм-
брионы испытывали влияние только НИЛИ 
либо подвергались минутному облучению 
НИЛИ перед действием УФ-излучения. Мож-
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но заключить, что кратковременное облуче-
ние эмбрионов D. magna НИЛИ He-Ne лазера 

(длина волны 633 нм, интенсивность 0,16 мВт/
см2) обладает протекторным действием.

Работа поддержана грантами РФФИ № 10-02-00672 и № 11-04-01252.
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Effects of Short-term Low Intensity Laser  
and Ultraviolet Radiation on Embryos  
of Daphnia Magna
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Short-term impact of the low intensity electromagnetic radiation on in vitro growing Daphnia magna 
Straus embryos was studied. Embryos were exposed to laser radiation (633 nm, 0.05 mW/cm2) and 
ultraviolet radiation (365 nm, 0.16 mW/cm2) separately as well as in sequential combinations. It was 
shown that short-term impact of the laser radiation on early life stages of D. magna led to produce 
well-grown offspring. Action of the ultraviolet radiation led to disturbance of a general correlation 
between daphnid sizes and number of produced offspring. The prior exposure of embryos to laser 
radiation, before the ultraviolet radiation action, did not lead to such changes.

Keywords: laser radiation, ultraviolet radiation, Daphnia magna.


