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Глава 1 Обзор литературы 

1.1. Антропогенное загрязнение атмосферного воздуха в городах и методы 

оценки уровня загрязнения атмосферного воздуха в России и за рубежом 

Воздух на сегодняшний день представляет собой ведущий объект 

окружающей среды, с которым связано наибольшая часть всех негативных 

воздействий окружающей среды на здоровье  (Голиков, 2015, Branco et al., 

2014, Rich, 2017, Davalos et al., 2017). 

Согласно экспертам из Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) 

около 72 % случаев преждевременной смерти связаны с загрязнением 

атмосферного воздуха. Около 70% это ишемические болезни сердца и 

инсульты, 14 % - хронические болезни легких и острые инфекции нижних 

дыхательных путей и другие респираторные заболевания, 14 % - рак легких 

(Соколов, 2015).  

Загрязнения атмосферного воздуха, по данным ВОЗ в 2012 году, является 

канцерогенными для человека, а наличие твердых частиц в воздухе тесно 

связано с повышением заболеваемости раком легких. Также наблюдается связь 

между загрязнением атмосферного воздуха и заболеваемостью раком 

мочевыводящих путей и мочевого пузыря. (Информационный бюллетень ВОЗ, 

2016). 

Степень загрязнения атмосферы зависит от количества выбросов вредных 

веществ и их химического состава, от метеорологических условий, 

определяющие перенос, рассеивание выбрасываемых веществ и от высоты, на 

которой осуществляется выбросы.  

Наблюдения за загрязнением атмосферы, проводимые как составная часть 

государственного мониторинга атмосферного воздуха, осуществляются 

органами Росгидромета, совместно с органами Роспотребнадзора и другими 

ведомствами, при участии органов федеральной власти и местного 

самоуправления субъектов Российской Федерации. 
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Для того чтобы получить объективную информацию о состоянии и об 

уровне загрязнения окружающей среды необходимо иметь в своем арсенале 

надежные средства и методы экологического контроля, которые делят на: 

контактные, бесконтактные (дистанционные) и биологические, а показатели – 

на функциональные и структурные (Якунина и др., 2009, Вартанов и др., 2009). 

Наиболее информативными являются структурные контрольные 

показатели, так как они дают непосредственную информацию об объекте 

окружающей среды, которая была подвергнута загрязнению, а также всю 

необходимую информацию о загрязнителях (концентрация загрязняющего 

вещества, различные коэффициенты загрязнения, уровень и степень 

загрязнения и т.д.) (Якунина и др., 2009, Вартанов и др., 2009). 

1.1.1 Контактные методы экологического контроля 

К этому виду относят все виды химического, физико-химического и 

физического методов анализа. К химическим методам относят: 

гравиметрический и титриметрический; к физическим: магнитную 

спектроскопию, масс-спектрометрию, рентгено-спектральный анализ; к 

физико-химическим: спектральные, электрохимические, хроматографические 

(Якунина и др., 2009, Вартанов и др., 2009). 

Наиболее часто используемые методы это спектральный, 

хроматографический, электрохимический (Якунина и др., 2009, Вартанов и др., 

2009). Все методы включают в себя пробообработку, проведение анализа, сбор, 

обработку и интерпретацию результатов.  

Пробообработка 

Пробообработка включает в себя: отбор проб, обработка проб с их 

дальнейшей консервацией и транспортировкой, хранение проб, подготовка к 

анализу. Для того чтобы результаты были максимально правильными 

необходимо выбрать оптимальный метод отбора проб, также важно место 

отбора проб и чистота пробоотборников и тары для ее хранения. Подготовка 
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проб в основном идет методом концентрирования, также существует метод 

химической модификации исследуемого вещества. Концентрирование идет 

двумя путями: сорбция на твердых поверхностях или экстракция растворителем 

и методом уменьшения объема пробы (путем выпаривания, вымораживания 

или соосаждения) (Якунина и др., 2009, Вартанов и др., 2009). 

Способы отбора проб воздуха преимущества и недостатки 

Отбор проб воздуха осуществляется согласно РД 52.04.186-89 на 

специальных постах (стационарные, маршрутные, передвижные 

(подфакельные)). На стационарных постах осуществляется регулярный отбор 

проб воздуха и предназначен для непрерывной регистрации содержания 

загрязняющих веществ в атмосфере.  Маршрутные посты предназначены также 

для регулярного отбора проб, если нет возможности установить стационарные 

посты в тех или иных точках местности или в случае извлечения проб воздуха в 

отдельных районах.  Передвижные (подфакельные) посты служат для отбора 

проб непосредственно под дымовым (газовым) факелом для дальнейшего 

выявления зоны влияния данного источника. 

Одновременно с отбором проб производится измерение некоторых 

метеорологических параметров: температура воздуха, скорость и направление 

ветра, состояние погоды и др.. Существует несколько режимов отбора проб: 

разовый – продолжающийся 20-30 минут; дискретный – при котором в один 

поглотительный прибор или на фильтр в течение суток через равные 

промежутки времени отбирается несколько проб (3-8 разовых проб); суточный 

– пробы отбираются непрерывно в течение суток (РД 52.04.186-89, МУК 1611-

77-1719-77). 

Отбор проб воздуха делят на две большие группы: аспирационные способ 

отбора проб и отбор проб в газовые пипетки и сосуды (РД 52.04.186-89, МУК 

1611-77-1719-77). 

Аспирационные способы отбора проб воздуха – основаны на 

протягивании определенного объема воздуха через поглотительную среду 
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(сорбент или раствор) или специальные фильтры, это зависит от состояния, 

свойств и качества измеряемого вещества. Для этого необходимо иметь 

поглотительный прибор с поглотительной средой или патрон с фильтром, 

аспиратор и реометр (ротаметр). 

Газообразные вещества легче растворить в жидких растворах, растворы 

подбирают в зависимости от того в какой степени данное вещество 

растворяется и способно реагировать с сорбентом, в некоторых случаях также 

применяется твердые сорбирующие поверхности, способные удерживать в себе 

газообразное вещество.  

В качестве жидких поглотителей часто используют: дистиллированную 

воду, органические растворители, спирты, и специальные поглотительные 

смеси, которыми наполняются поглотительные приборы. К твердым 

поглотительным средам относятся зернистые сорбенты – силикагель, 

активированный уголь. Для измерения токсичных веществ, твердые сорбенты 

помещают в поглотительные приборы или специальные трубки. Для 

исследования аэрозолей используют специальные фильтры (аналитические 

фильтры аэрозольные) из тонких волокон (РД 52.04.186-89, МУК 1611-77-1719-

77).  

Для протягивания изучаемого воздуха через поглотительную среду 

используют специальные приборы: водяной аспиратор, электроаспираторы, 

пылесосы, водоструйные насосы и т.д. 

Самым простейшим прибором является водяной аспиратор, устроенный 

по принципу сообщающихся сосудов. Объем воды равен количеству воздуха, 

протянутого через поглотительный прибор. Скорость протягивания такого 

аспиратора в среднем равен 1-2 л/мин.  

Электроаспираторы  работают по такому же принципу, что и водные 

аспираторы, но в отличие от простого водяного аспиратора снабжены 

несколькими реометрами для определения скорости  просасывания воздуха 
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(скорость 0,1-1 л/мин и 10-20 л/мин). Также электроаспираторы позволяют 

отбирать несколько проб одновременно.  

Пылесосы и водоструйные насосы используются совместно с реометром 

или ротаметром, для определения объема воздуха проходимо через 

поглотительную среду или фильтры. Еще один очень распространенный 

прибор это эжекторный аспиратор «АЭРА», имеющий баллон со сжатым 

воздухом, его используют в условиях, где нельзя применить электроаспиратор 

(при наличии в воздухе взрывоопасных газов в шахтах, на химических 

предприятиях). Время фиксируют при помощи секундомера при включении и 

выключении прибора (РД 52.04.186-89, МУК 1611-77-1719-77).  

Отбор проб в сосуды или газовые пипетки – этот метод используется, 

если концентрация исследуемого вещества в воздухе очень высока и для 

определения данного вещества нет необходимости отбора большого объема 

воздуха. 

Отбор проб в газовые пипетки (бутыли): сосуды наполняются жидкостью, 

которая не способна реагировать и растворять определяемое вещество. В 

качестве жидкости используют насыщенный раствор хлористого натрия, воду и 

т.д. Данную жидкость выливают в месте отбора проб, а отверстия в сосудах 

закрывают. 

Отбор проб вакуумным способом: отбор производится в бутыли и 

газовые пипетки объемом в 1-2 литра.  Удаление воздуха из сосуда 

производится при помощи вакуумного насоса (насос Камовского), степень 

разряжения воздуха определяется открытым ртутным манометром или 

вакуумометром. Для отбора проб воздуха вынимают стеклянную палочку  и 

постепенно открывают зажим, из-за создаваемой разности давления 

исследуемый воздух попадает в сосуд, после отбора пробы зажимы закрывают. 

Отбор проб обменным способом: бутыль или газовую пипетку 

присоединяют к аспиратору и пропускают через него десятикратный объем 

воздуха со скоростью 2 л/мин. Для того чтобы вещество не оседало на стенках 
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сосудов. Затем после отбора проб сосуд отсоединяют от аспиратора, краны 

закрывают, а резиновые трубки зажимают. 

Отбор проб воздуха в резиновые камеры: отбор проб этим способом 

можно производить лишь в том случае если исследуемое вещество не реагирует 

с резиной. Обычно для этого способа используют камеры футбольных мячей. В 

камеру при помощи насоса закачивается воздух, а выдыхаемый воздух 

собирается в мешки Дугласа. (По ГОСТУ 17.2.3.01-86). 

1.1.2. Дистанционные методы экологического контроля 

Эти методы являются вспомогательными и используются в совокупности 

с контактными методами, они позволяют получить дополнительную 

информацию, которая позволит получить полноценную оценку качества 

окружающей среды.  

Дистанционные методы основаны на использовании двух свойств 

зондирующих (электромагнитных, гравитационных, акустических) полей: 

взаимодействовать с изучаемым объектом и переносить полученную 

информацию на датчик. Дистанционные методы экологического контроля 

делятся на активные и пассивные. Активные методы основаны на 

использовании отраженных лучей от объектов исследования, направленного на 

эти объекты специальными излучателями (радиационный передатчик, лазер), а 

при пассивных методах идет регистрация отраженных, переизлученных или 

прошедших зондирующих полей, созданным самим объектом изучения 

(Якунина и др., 2009, Вартанов и др., 2009).  

Также методы подразделяются на аэрокосмические и геофизические. 

Методами аэрокосмического исследования являются оптическая фото- 

видеосъемка, радиотепловая, радарная, инфракрасное, радиолокационная и 

другие виды съемок. Геофизические методы применяются для изучения 

состава, строения и состояния горных пород, в которых в тех или иных 

условиях могут развиваться опасные геологические процессы. Этот метод 
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также включает в себя картографирование, топографию местности, изучение 

составов почвы и их происхождения. Метод больше всего подходит для 

изучения загрязнения почвы (Якунина и др., 2009, Вартанов и др., 2009). 

В экологическом мониторинге широко применяется информация, 

полученная со спутников. Свободный прием информации со спутников на 

Земле осуществляется Всемирной метеорологической организацией согласно 

концепции «Открытого неба». На наземных станциях производится прием, 

демодуляция, первичная переработка и подготовка спутниковой информации к 

их дальнейшему вводу на персональный компьютер.  

На территории России активно развивается сеть станций приема данных 

со спутников NOAA (американские метеорологические спутники). Такие сети 

станций существуют в Москве (Институт космических исследований РАН, 

ВНИИ ГОЧС МЧС),  в Иркутске (Институт солнечно-земной физики СО РАН), 

в Салехарде (Госкомитет по охране окружающей среды Ямало-Ненецкого 

автономного округа), во Владивостоке (Институт автоматики и процессов 

управления ДВО РАН) и в Красноярске (Институт леса СО РАН) (Вартанов и 

др., 2009). 

Традиционно загрязнение природной среды контролируют при помощи 

физических, химических, физико-химических и биологических анализов проб 

воды, воздуха и почвы (Чеснокова, 2007). Все эти методы основаны на 

сравнение содержания загрязняющего вещества в анализируемой пробе с 

фоновыми концентрациями или с установленными нормативами (ОДК, ПДК). 

В связи с возникшей экологической ситуацией в современном мире, 

гигиенические нормативы, созданные для охраны здоровья человека, а также 

для того чтобы не допустить экологической катастрофы в окружающей среде, в 

большинстве случаев не способствуют нормальному функционированию 

окружающей среды. В связи с этим стали активно внедряться методы 

биологического мониторинга.  
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Проанализировав зарубежную литературу, было выявлено, что методы 

экологического мониторинга в данной области аналогичны с отечественными 

методами. Различия лежат лишь в названиях этих методов и их классификации. 

За рубежом методы экологического мониторинга подразделяют по видам 

выброса на три типа: 1) методы связанные с плановыми выбросами, 2) методы 

для неорганизованных выбросов, 3) методы для случайных выбросов (Gillespie 

et al., 2017).  

1.1.3. Биологические методы экологического контроля 

Эффективными методами экологического контроля на сегодняшний день 

являются биологические методы – биоиндикация и биотестирование 

(биотоксикология). Биологические методы экологического контроля позволяют 

диагностировать негативные изменения в природной среде при низких 

концентрациях загрязняющих веществ (Якунина и др., 2009, Бубнов и др., 

2007). 

Преимущество данных методов заключается в том, что они отражают 

степень опасности в окружающей среде для всех живых организмов, в том 

числе и для человека. Биологические методы являются интегральными и 

позволяют в полной мере оценить состояние окружающей среды, суммируют 

все без исключения биологически важные данные об окружающей среде, 

выявляют наличие в ней комплекса загрязнителей, а также способны указать на 

места и пути скоплений различного рода загрязнителей и выявить возможные 

пути их попадания в экологические системы (Чеснокова, 2007, Якунина и др., 

2009, Бубнов и др., 2007). 

Объектом исследования методов биоиндикации является изучение 

организмов или сообщества организмов-индикаторов в их естественных средах 

обитания. Биоиндикаторы – группа особей одного вида или сообщества, по 

наличию, состоянию и поведению которых можно с большей достоверностью 

можно судить о свойствах окружающей их среды, в том числе о присутствии в 
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ней загрязнителя и его концентрации (Мелехова и др., 2007, Бубнов и др., 2007, 

Чеснокова, 2007).  

Методы биоиндикации могут быть простыми, это визуальный осмотр, а 

также и сложным, который включает в себя изучение иммунных и 

генетических изменений биоиндикатора (организм-индикатор). Основные виды 

методов биоиндикации: 

 визуальный - включает в себя определение внешних изменений под 

действием неблагоприятного (загрязняющего) фактора (изменение окраски, 

краевое пожелтение листьев растений, замедленный рост, слабые стебли, 

образование гнили и т.д.). Широко применяется в сельскохозяйственной 

культуре; 

 популяционные и экосистемные – в данных методах используют 

популяционные или экосистемные показатели: численность и биомасса 

отдельных видов, наличие тех или иных видов в данном сообществе, а также их 

соотношением, распределение по обилию и т.д. Метод очень популярен при 

изучении водных экосистем, а также, биоты обитающей в лесах, так как в этих 

сообществах легко можно отследить динамику изменений тех или иных 

показателей; 

 патолого-анатомический и гистологический методы – относятся к группе 

методов биоиндикации с более достоверными данными, которые позволяют 

сделать, долгосрочны прогнозы о влиянии тех или иных веществ на среду 

обитания биоиндикаторов; 

 эмбриологический метод – изучает влияние изменений в окружающей 

среде на развитие живого организма на ранних этапах развития (на этапе 

дробления, формирования зародышевых органов). В качестве биоиндикаторов 

выступают, как правило, живые организмы, способные к быстрому развитию и 

дающее многочисленное потомство (мллюски, рыбы, насекомые, 

земноводные); 
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 также существует ряд более точных и трудоемких методов: 

иммунологические (основанны на изучении изменений иммунной системы 

живых организмов в ответ на воздействие неблагоприятного фактора); 

генетические (анализ генетических изменений, которые проявляются в виде 

определенных мутаций при воздействии загрязняющего вещества на 

биоиндикатор) (Туровцев и др., 2005, Чеснокова, 2007, Мелехова и др., 2007). 

С помощью методов биоиндикации можно исследовать уже 

состоявшегося или происходящего загрязнения окружающей среды 

загрязняющими веществами, он не может дать более точную оценку вреда, 

которую нанесет тот или иной загрязнитель, так как для проявления изменений 

необходимо время. Разработка единой системы показателей токсичности 

веществ для окружающей среды весьма затруднительна. Биоиндикаторы не 

могут быть универсальными, их необходимо подбирать для каждой среды 

самостоятельно, исходя из свойств этой среды. Также метод биоиндикации 

малоэффективен в холодное время года. Не смотря на, эти минусы методы 

биоиндикации широко эксплуатируются в России и за рубежом (Adersen et al., 

2016, Sawidis et al., 2011, Salo et al., 2012, Tarricone et al, 2015, Annangi et al., 

2016, Kalinovic et al., 2016, Vukovic et al., 2015, Iodice et al., 2016), это связано с 

тем, что эти методы малозатратнные, не требуют громоздких и дорогостоящих 

приборов и простота метода являются бесспорным достоинством (Туровцев и 

др., 2005, Чеснокова, 2007, Мелехова и др., 2007).  

В основе биотестирования лежат реакции тест-объекта (организма, 

помещенного в исследуемую среду)  в лабораторных условиях. Этот метод 

позволяет дать оценку токсических свойств загрязняющего вещества на 

модельные живые организмы (Чеснокова, 2008, Мелехова и др., 2007). 

Биотестирование обладает рядом преимуществ: простота метода, 

доступность, универсальность, экспрессность и дешевизна. При помощи тест-

систем (тест-организмов) можно легко обнаружить залповые выбросы с 

определенного предприятия, можно получить информацию о вреде 
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загрязняющего вещества в считанные минуты, не ожидая, когда окружающая 

среда начнет на нее реагировать. В отличие от других методов (аналитического 

и биохимического мониторинга) биотестирование дает возможность 

определить уровень опасности данного вещества (Мелехова и др., 2007).  

При оценке отрицательного воздействия на биологические объекты, тест-

организмы вводятся в среду, где присутствует загрязняющее вещество. Важное 

условие биотестирования – использовать генетически однородные 

лабораторные культуры. Эти культуры получают путем многократного 

исследования воздействий на них различных загрязняющих веществ. 

Генетически однородные культуры тест-организмов позволяют избежать 

ошибок при оценке влияния загрязнителя на эти организмы, так как они 

способны давать схожую ответную реакцию (Мелехова и др., 2007, Чеснокова, 

2008). 

Различают следующие виды биотестов: 

 Острые биотесты (acute tests),  по показателям выживаемости длятся от 

нескольких минут до 24-96 часов; 

 Краткосрочные (short-term chronic tests) хронические тесты, длятся на 

протяжении 7 суток и заканчиваются, как правило, после получения первого 

поколения тест-объектов; 

 Хронические тесты (ghronic tests), распространяются на общую 

плодовитость, к примеру, ракообразных, при этом охватывают три поколения. 

В России и за рубежом в качестве тест-организмов применяются дафнии, 

инфузории и других водных биоценозов (Adams et al., 2016, Чеснокова, 2007). 

Биотестирование широко применяют для тестирования качества природных и 

сточных вод, так как этот метод позволяет за считанные минуты определить 

опасность данного водного ресурса для дальнейшего его использования. 

Хотя эти методы сходны по конечной цели, необходимо помнить, что 

биотестиование осуществляется на уровне молекулы, клетки или организма и 

характеризует все возможные  последствия загрязнения окружающей среды для 
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биоты, а биоиндикация используется на уровне организма, популяции или 

сообщества и дает характеристику, как правило, самого загрязнения. 

1.2. Биолюминесцентный метод оценки качества воздуха. 

На сегодняшний день многие страны переходят на ферментативную 

систему оценки качества окружающей среды, так как эта система позволяет 

непосредственно выявить влияние вредных веществ на организмы или 

определить на какую часть организма они имеют большее воздействие.  

Одним из таких методов является биолюминесцентный. Преимущество 

биолюминесцентного метода заключается в том, что свечение можно легко и 

точно зарегистрировать в отличие от других тест-параметров, используемые  в 

биотестировании (летальный исход, скорость роста, интенсивность дыхания, 

флуоресценция хлорофилла и т.д.). 

Биолюминесценция – это явление излучения света живыми организмами, 

связанное с хемилюминесцнтными реакциями, катализируемые специальными 

ферментами люциферазами (Гительзон и др., 1984). 

В основе свечения всех живых организмов лежит хемилюминесцентный 

процесс преобразования энергии, в котором участвуют специфические 

ферменты – люциферазы, органические молекулы – люциферины и кислород 

(Shimomura et al., 1974). 

Биолюминесценция с точки зрения биомониторинга является удобным 

тест-параметром, который может отражать состояние биолюминесцентного 

тест-объекта в условиях загрязнения. На данный момент существует множество 

аналитических методов и биотестов основанный на использовании 

биолюминесценции in vivo и  in vitro (Деребин, 2009,  Shilo et al., 1979, 

Shimomura, 2008).  

1.2.1. Светящиеся бактерии в роли биотестов. 

По современной классификации биолюминесцентные бактерии относят к 

родам Photobacterium, Vibrio, Lucibacterium. Люминесцентными видами рода 
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Photobacterium являются: P. phosphoreum и P. leiognathi. Люминесцентными 

видами рода Vibrio являются: V. fischeri, V. logei, V. harveyi, V. splendida. 

Современная таксономия биолюминесцентных бактерий окончательно не 

определена и постоянно развивается, в связи с этим классификация все время 

меняется (Baumann et al., 1980, 1981, 1983). 

Светящиеся бактерии, свободно обитают в морской воде, относятся к 

сапрофитам: они питаются органическими веществами, растворенными в 

морской воде, разлагают останки умерших животных и растений, часто 

поселяются па мертвой рыбе и кальмарах (Гительзон, 1976, Данилов и др., 

1990).  

Все фотобактерии грамотрицательные подвижные палочки, 

факультативные анаэробы, хемоорганотрофы (углеводы, спирты, органические 

кислоты и т.д.) (Гительзон и др., 1984, Shimomura, 2008). Большинство видов 

биолюминесцентных бактерий выделяют хитиназу, амилазу, липазу, 

желатиназу. Культивирование светящихся бактерий возможно на 

искусственных средах при добавлении NaCl 2-3 %, разные виды бактерий 

культивируются при разных температурах, например, Vibrio harveyi, Vibrio 

fischeri, Photobacterium leioghnati оптимально растут при 25°С и являются 

мезофиллами, а Photobacterium phosphoreum может расти и при более низких 

температурах, так как является криофилом. Photobacterium phosphoreum может 

обитать в водах, где t воды ниже 15°C (на глубине океана свыше 500 метров) 

(Дерябин, 2009, Shilo et al., 1979). 

Возможность широко применять свойства биолюминесцентных бактерий 

в качестве тест-объектов стало возможным, благодаря, биотехнологии – 

рекомбинатных бактерий. Биотесты на основе живых светящихся бактерий 

отличаются от биотестов основанные на инфузориях, дафниях, водорослях, 

рыбах, тем, что в качестве тест-параметра используется биолюминесценция. 

Чувствительность бактерий к различным загрязняющимся веществам зависит 
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от штамма бактерий, условий их культивирования (состава питательной среды, 

pH среды, фазы роста бактерий и т.д.).  

Биотесты на основе светящихся бактерий часто превосходят известные и 

широко применимые биотесты, тем, что обладают высокой чувствительностью, 

быстродейственные, более точные, просты в применении и позволяют 

контролировать одновременно несколько загрязняющих веществ (Кратасюк, 

1994).  

Исследованиями в этой области занимались многие отечественные 

ученые: Гительзон И.И. (1987), Кратасюк (1994), Дерябин (2009), Куч (2005), 

Алексерова (2014), Данилов (1989) и др., а из зарубежных наиболее известны 

работы Belkin (2003), Bulich (1982), Hastings (1963, 1965, 1968, 1969, 1977, 

1985), Heitzer (1994)  и другие. Область применения биотестов на основе 

биолюминесцентных бактерий очень широка и представлена в таблице 1. 

 

Таблица 1 – Биотесты на основе биолюминесцентных бактерий 

Название Действующие вещества 

Анализ загрязнения пищевых продуктов 

микотоксинами, (7,53-31,79- мкг/мл) 

Рубратоксин В, зеараленон, пенициллин, 

патулин, цитринин, охратоксин А, РР-токсин, 

афлатоксин  В1 

Определение присутствия в среде 

антибиотиков  (0,2 мкг/мл) 

Тетрациклин, хлорамфеникол, стрептомицин, 

неомицин, гентамицин, канамицин 

Обнаружение токсичных веществ в водных 

системах (промышленные сточные воды и 

т.п.) 

Ароматические углеводороды, дыхательные 

яды, фенольные соединения и продукты их 

деструкции, сульфатный лигнин, окрашенные 

фракции стоков, фенолоксидазы, детергенты, 

пестициды, тяжелые металлы, кобальт, отходы 

производства стабилизаторов 

Обнаружение токсичных веществ в 

воздушной среде (компоненты ракетного 

топлива и др.) 

Диметилгидразин, альдегиды, спирты, ацетон, 

HCN, SO2 , H2S, Cl2, продукты облучения 

смеси N02 и цис-2-бутена 

Обнаружение загрязнения среды 

гербицидами 
Mонурон, диурон, нефурон, атразин 
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Название Действующие вещества 

Определение бактерицидной активности в 

сыворотке человека 
Иммуноглобулины, комплементы 

Моделирование влияния химических  и 

физических факторов 

Температура, давление, лекарственные 

препараты, анестетики (галотан), глицерин, 

сахароза 

Тест на мутагенность Мутагены 

Появление продуктов окисления керогена 

сланцев в технологических процессах 
Высокомолекулярные кислоты и т.п. 

Определение токсичности среды  для рыб Органические вещества 

 

Биолюминесцентные бактерии в качестве тест-объекта используются в 

нескольких видах: клеточная суспензия, твердая среда, лиофилизованный 

препарат.  

Клеточная суспензия широко применяется для оценки токсичности 

сточных вод целлюлозной промышленности, в результате загрязнения их 

фенольными соединениями и продуктами их распада (Гиль и др., 1983).  

Использование твердых сред для оценки токсичности позволяет 

многократно использовать одну и ту же культуру клеток в 

высокочувствительных детекторах для непрерывного контроля загрязнения, 

например воздуха в шахтах, горных выработках и штольнях (Yordan et al., 

1968).  

Лиофилизированные бактерии являются стандартными тест-объектами 

для измерения интегральной токсичности исследуемых водных образцов, 

исключают необходимость культивирования бактерий в лабораторных 

условиях и тем самым поддержание бактериальных культур. 
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1.2.2. Биотесты на основе использования ферментативных реакций 

светящихся бактерий. 

В биологическом мониторинге на основе биолюминесцентных систем 

долгое время использовали только интегральный метод оценки токсичности на 

светящихся бактериях (Bulich et al., 1981, Кратасюк и др., 1987). Несмотря на 

это, в литературе есть данные показывающие высокую чувствительность 

люцеферазных реакций к действию токсических веществ (Кудряшева и др., 

1994).  

Сравнение влияния токсических веществ на биолюминесценцию in vivo и 

in vitro вывело зависимость между степенью токсичности в анализируемом 

образце и параметрами свечения в обеих биолюминесцентных системах, но в 

системе in vitro чуствительность в большинстве случаев выше в 100 иногда и 

1000 раз.  

Также установлено, что все изменения, происходящие в организме под 

действием загрязняющих веществ, начинаются на молекулярном уровне, в 

связи с этим использование в качестве тест-объектов ферментов 

жизнедеятельности биолюминесцентных бактерий, как один из параметров, 

отвечающих за свечение – является закономерным и оправданным.  

Все виды люцефераз разных видов светящихся бактерий катализируют 

одну и ту же реакцию, где в качестве субстратов представлен 

флавинмононуклеотид и кислород, а в качестве косубстрата - 

длинноцепочечный алифатический альдегид: 

                                          люцифераза 

FMNH2  + RCHO   +    O2 —————>  FMN  +   RCOOH  +  H2O  +  hν, 

где FMN и  FMNH2 – окисленная и восстановленная форма 

флавинмононуклеотида, RCOH и  RCOOH – длинноцепочечный алифатический 

альдегид и соответствующая жирная кислота. 
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Считается, что в бактериях реакция, катализируемая люциферазой, 

сопряжена со второй ферментативной реакцией, катализируемой  NADH:FMN-

оксидоредуктазой: 

оксидоредуктаза 

FMN   +    NAD(Р)H   +    H ——————>  FMNH2   +    NAD(Р)+ , 

где NAD(P)H и NAD(P)+– окисленная и восстановленная форма 

никотинамидадениндинуклеотида. 

Люцифераза биолюминесцентных бактерий представляет собой 

гетеродимер с молекулярным весом 75 кДа, состоящий из α и β субъединиц (α-

40 кДа, β-35 кДа), которые кодируются luxA и luxB генами люцеферазного 

оперона. Принято считать, что α-субъединица обладает каталитическими 

свойствами, а β-субъединица принимает участие в формировании конформации 

активного центра (Hastings,1965, 1969). 

Также известно, что на бакетриальной люциферазе расположено по 

одному центру связывания для субстратов – флавинмононуклеотида и 

альдегида. При этом сродство люцифераы к своим субстратам велико. (вставить 

ссылки на бактериальную люциферазу) 

Светоизлучение бактериальной биолюминесценции наблюдается в сине-

зеленой части видимого спектра с максимум длин волн 478-505 нм с 

интенсивностью эмиссии от 103 до 105 квант/с•кл. в зависисмости от вида 

бактерий. Количество излучаемого света прямо пропорционально количеству 

люциферазы и каждого из субстратов. 

Использование ферментов в биотестах позволяет увеличить 

достоверность результатов за счет того, что система переходит от живого 

объекта к реактиву, упрощая анализ, делая его экспрессным, 

автоматизированным за счет использования иммобилизованных реагентов. 

Становится возможным регулировать чувствительность физико-химических 

биотестов, также создать систему биотестов для биомониторинга  путем 

использования цепей сопряжения ферментов с бактериальной люциферазой. 
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Варьирование чувствительности ферментативных тестов обуславливается 

изменением условий проведения анализа, а именно использование 

ферментативных реакций с различным механизмом сопряжения с реакцией, 

катализируемой бактериальной люциферазой: изменением состава реакционной 

смеси (количества фермента и субстрата, объем анализируемой пробы с разным 

содержанием токсической смеси); изменением последовательности добавления 

компонентов реакции; использованием различных форм препаратов фермента 

(фермент с разной степенью очистки, лиофилизованные или 

иммобилизованные препараты ферментов и т.д.) (Kratasyuk et al., 2003). 

В настоящий момент разработаны и внедрены множество интегральных 

биолюминесцентных методов in vivo и in vitro для непрерывного экспресс-

контроля состояния окружающей среды в промышленных районах и природно-

хозяйственных комплексах. При помощи таких экспресс-методов 

контролируют залповые выбросы вредных веществ предприятиями, оценивают 

эффективность детоксикации сточных вод и работу очистных сооружений, а 

также оценивают экологическую опасность предприятий и отдельных районов 

(Тушкова идр., 1993). 

1.2.3. Воздействие химических соединений на биолюминесцентные тест-

объекты 

Люминесцентные бактерии являются эталонным тест-объектом в 

экологическом мониторинге, так как сочетают в себе различные типы 

чувствительных структур, ответственных за генерацию биоповреждений 

(клеточная мембрана, цепи метаболического обмена, генетический аппарат и 

т.д.), с объективным и количественным характером отклика целостной системы 

на интегральное воздействие вредных веществ, также эти методы обладают 

высокой экспрессностью. Все это обеспечивается ферментом люциферазой, 

который обеспечивает эффективную трансформацию энергии химических 

связей жизненно важных метаболитов в световой сигнал на уровне, который 

доступен для экспрессных и количественных измерений (Ревазова и др., 2007). 
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Интегральные биотесты на основе биолюминесценции работают на том 

принципе, что обеспечивают интегральное изменение биолюминесцентного 

сигнала в ответ на появление в анализируемом объекте широко класса 

загрязняющих веществ. Люминесцентные биотесты разрабатываются на основе 

изучения влияния поллютантов и ксенобиотиков на саму реакцию 

биолюминесценции. 

Ингибиторы и активаторы биолюминесценции можно классифицировать 

в соответсвии с механизмом их влияния на физико-химические процессы в 

клетке (миграция энергии, электрона, миграция водорода, который в полярных 

растворителях можно рассматривать, как сумму протонов и электрона) 

(Кузнецов и др., 1997) 

Изменение эффективности данных процессов при добавлении вредных 

веществ к биолюминесцентной системе зависит от физико-химических свойств 

вредного вещества (сродство к электрону, редокс-потенциал, квантовый выход 

флуоресценции, энергия и природа электронно-возбужденных состояний, 

перекрывание спектра поглощения молекулы ксенобиотика и спектра 

биолюминесценции, количество  и размер гидрофобных заместителей, 

включение в структуру поллютанта тяжелых атомов  и т.п.) (Кудряшева и др., 

2002). 

Анализ литературы и экспериментальных данных демонстрирует целый 

спектр возможных механизмов действия разных веществ на 

биолюминесценцию in vitro. Когда ингибитор (вещество, в присутствии 

которого интенсивность биолюминесценции понижается) вносится в 

реакционную смесь до инициирования реакции, могут проходить  следующие 

процессы (Гительзон и др., 1984, Кратасюк и др., 1982): 

1. Химическая модификация аминокислотных остатков, в том числе в 

активном центре фермента. 

2. Конкурентные и другие типы отношений между субстратами 

люциферазы, НАДН:ФМН-оксидоредуктазы и ингибиторами. 
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3. Тушение возбуждения и разрушение интермедиатов (Кудряшева и др., 

1996). 

4. Действие на дегидрогеназы через неспецифические акцепторы 

электронов и ингибиторы дыхательной цепи. 

5. Взаимодействие с альдегидами в зависимости от липофильности 

вводимых соединений. 

В силу многокомпонентности биферментной системы один ингибитор 

может влиять по нескольким из этих путей. Такие сложные взаимодействия 

между компонентами реакций биолюминесценции и добавляемыми веществами 

находят отражение в сложном изменении параметров свечения. 
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