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В лабораторных экспериментах оценивали действие тяжелых металлов (Сu, Mn, Co, Ni, Zn) 
на физиологические показатели погруженного водного растения Elodea сanadensis: состояние 
фотосинтетического аппарата по изменению сигнала эпифлуоресценции хлорофилла; 
фототаксис хлоропластов; катионную проницаемость клеточных мембран, по выходу ионов 
калия из клеток. Эксперименты показали, что по чувствительности к тяжелым металлам 
(скорости проявления токсического эффекта) тест-реакции можно ранжировать следующим 
образом: флуоресценция хлорофилла > фототаксис хлоропластов > выход К+ из клеток. По 
чувствительности фототаксиса хлоропластов, как наиболее интегральной реакции из трех 
исследованных, металлы можно ранжировать следующим образом: Mn<Ni<Co<Cu≤Zn.

Ключевые слова: катионная проницаемость клеточных мембран; тяжелые металлы; 
фототаксис хлоропластов; эпифлуоресценция хлорофилла, Elodea сanadensis.
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Введение

Водные экосистемы подвергаются за-
грязнению тяжелыми металлами в резуль-
тате природных и техногенных процессов. 
Источником поступления тяжелых металлов 
в экосистему реки Енисей является круп-
ный промышленно-коммунальный комплекс 
г. Красноярска. Многие тяжелые металлы 
относятся к жизненно важным элементам, 
которые выполняют структурную и регу-
ляторную функции. Водные растения, как 
и большинство других биологических объ-
ектов различного уровня организации, про-
являют избирательную чувствительность к 
тяжелым металлам. Для оценки токсично-

сти вод широко используется ряска Lemna 
spp. (Moody, Miller, 2005; Horvat et al., 2007) 
и значительно реже погруженные макрофиты 
(Elodea canadensis, Myriophyllym spicatum и 
др.) (Малёва и др., 2004; Sanchez et al., 2007; 
Knauer et al., 2008). E. canadensis Michx отно-
сится к числу наиболее чувствительных к тя-
желым металлам погруженных макрофитов 
(Küpper et al., 1996). Перечень тест-функций 
и тест-параметров, применяемых для оцен-
ки токсичности поллютантов, включает по-
казатели роста, интенсивность фотосинтеза 
и состояние фотосинтетического аппарата, 
морфологические характеристики, цитоге-
нетические показатели, а также различные 
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специфические реакции водных растений 
(Цаценко, Малюга, 1998; Болсуновский и др., 
2007; Küpper et al., 1998; Moody, Miller, 2005; 
Esposit et al., 2007; Horvat et al., 2007; Arts et 
al., 2008). К числу наиболее экспрессных и 
интегральных показателей оценки физиоло-
гического состояния растений можно отнести 
фототаксис хлоропластов в листьях, флуорес-
ценцию хлорофилла и проницаемость кле-
точных мембран. Элодея относится к видам, 
морфология которых позволяет наблюдать и 
количественно оценивать реакцию фототак-
сиса хлоропластов под световым микроско-
пом. Это растение является типичным пред-
ставителем флоры реки Енисей (Zotina, 2008) 
и космополитом в водоемах северного полу-
шария нашей планеты.

Цель данной работы – сравнить чувстви-
тельность физиологических реакций у Elodea 
canadensis к тяжелым металлам и оценить 
перспективы дальнейшего использования 
этого вида для оценки качества вод. 

Материалы и методы

Образцы Elodea canadensis собирали 
в прибрежной зоне реки Енисей в пределах 
г. Красноярска, выше сброса коммунальных 
стоков. До проведения экспериментов расте-
ния адаптировали в аквариуме с отстоянной 
водопроводной водой в течение 4-5 дней при 
температуре 19-20 оС и освещении люминес-
центными лампами (2 кЛк на поверхности 
воды) с фотопериодом 14 часов свет, 10 часов 
темнота.

Для экспериментов использовали апи-
кальные побеги длиной 3 см. Экспозицию в 
среде с тяжелыми металлами проводили при 
естественном освещении и фотопериоде при 
11-часовом световом дне у северного окна. 
Температура воды составляла 18-20 оС.

Растения подвергали воздействию ме-
таллов в растворах: марганца сернокислого 

(MnSO4·5H2O), никеля       хлористого (NiCl2·6H2O), 
кобальта азотнокислого (Со(NO3)2·6H2O), меди 
сернокислой (CuSO4·5H2O) и цинка сернокис-
лого (ZnSO4·7H2O), приготовленных на дис-
тиллированной воде в концентрациях 0,001; 
0,01; 0,1; 1; 10 и 100 мг/л. В стакан с 50 мл ис-
следуемого раствора помещали по 3 апикаль-
ных побега.

Перед исследованием фототаксиса хло-
ропластов стаканы с побегами элодеи вы-
держивали в темноте в течение 15-30 минут. 
Фототаксис наблюдали на клетках верхней 
поверхности листьев под световым микроско-
пом МИКМЕД-2 (Ломо, Россия) при увеличе-
нии в 600 раз. Лист отделяли от побега, поме-
щали под покровное стекло и выдерживали на 
предметном столике микроскопа при вклю-
ченной лампе нижней подсветки в течение 3-5 
минут. В норме при интенсивном освещении 
хлоропласты принимали парастрофное поло-
жение (перпендикулярное лучам падающего 
света), отходили к краям клетки и совершали 
циклическое движение по периметру клетки. 
Долю активных хлоропластов рассчитывали 
как отношение числа хлоропластов, приняв-
ших парастрофное положение и отошедших к 
краям клетки, к общему числу хлоропластов 
в клетке. Для каждой концентрации просма-
тривали по 10 произвольно выбранных кле-
ток на одном листе, в одной или трех повтор-
ностях.

Для измерения эпифлуоресценции хло-
рофилла лист элодеи помещали под покров-
ное стекло и вносили каплю гербицида си-
мазина (C7H12ClN5, 10-5 М), блокирующего 
нециклический транспорт электронов между 
двумя фотосистемами. Эпифлуоресценцию 
измеряли с помощью микроскопа Люмам-И и 
ФМЭЛ (ЛОМО, Россия) при возбуждении све-
том с длиной волны 410 нм в круге диаметром 
45 мкм при среднем размере клеток 60 х 70 
мкм. На каждом листе измеряли по 10 полей 
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при произвольном перемещении препарата, в 
одной или трех повторностях.

Нарушение проницаемости клеточных 
мембран оценивали по выходу ионов калия 
в окружающий раствор. Концентрацию ка-
лия в воде измеряли на пламенном фотометре 
FLAPHO-4 (Karl Zeiss, Jena) в двух повторно-
стях для каждой концентрации металла. Из-
мерения содержания калия в воде выполнены 
аналитической лабораторией Института био-
физики СО РАН.

Результаты представлены как средние 
или средневзвешенные значения. Досто-
верность различий средних сравнивали по 
t-критерию Стьюдента.

Результаты
Влияние металлов  
на фототаксис хлоропластов

На рис. 1 (а-д) отражена доля способных 
к фототаксису (активных) хлоропластов в 
клетках листьев элодеи при различных кон-
центрациях ионов тяжелых металлов в окру-
жающем растворе. Через 1 час после начала 
воздействия полное ингибирование фототак-
сиса наблюдалось в присутствии всех метал-
лов в концентрациях 10 и 100 мг/л, кроме мар-
ганца. При концентрациях марганца 100 и 10 
мг/л доля активных хлоропластов снижалась 
на 63 и 34 % соответственно. При концентра-
ции металлов 1 мг/л через 1 час наблюдалось 
снижение числа активных хлоропластов на 
20-40 % в присутствии никеля, кобальта и 
цинка. При более низких концентрациях ме-
таллов ингибирования фототаксиса не заре-
гистрировано. 

Через 24 часа было ингибирование фото-
таксиса у 40 – 80 % хлоропластов при самой 
низкой из изученных концентраций метал-
лов (0,001 мг/л) в присутствии всех металлов, 
кроме марганца. Через 48 часов полное инги-
бирование фототаксиса зарегистрировано в 

присутствии меди, кобальта, никеля и цинка 
при концентрации 0,001 мг/л.

Влияние металлов на эпифлуоресценцию 
хлорофилла «а»

Исследование динамики флуоресценции 
хлорофилла показало, что уже через одну ми-
нуту после начала воздействия ионов меди в 
концентрации 100 мг/л сигнал эпифлуорес-
ценции снижается на 30 % по сравнению с 
контролем, через 10 минут - на 80 % до ста-
ционарного значения, которое не изменяется 
в течение следующего часа (рис. 2). 

Достоверное снижение флуоресценции 
хлорофилла под действием всех протестиро-
ванных металлов регистрировалось раньше, 
чем ингибирование фототаксиса. Так, при 
концентрациях металлов 0,001-0,01 мг/л через 
час не было достоверного ингибирования фо-
тотаксиса (рис. 1), но отмечено достоверное 
(Р < 0,05) снижение сигнала флуоресценции 
в присутствии всех металлов (рис. 3). При бо-
лее высоких концентрациях металлов (за ис-
ключением марганца) сигнал эпифлуоресцен-
ции снижался до минимальных значений, на 
уровне порога детектирования, эти значения 
не приведены на рисунке. Через 24 и 48 часов 
наблюдалось дальнейшее снижение сигнала 
эпифлуоресценции хлорофилла «а» в присут-
ствии всех металлов (рис. 3).

Выход ионов калия из клеток

Концентрация калия в воде в контроле 
через 1 час была ниже предела обнаружения 
(рис. 4). В некоторых экспериментальных 
вариантах измерений концентраций калия в 
растворе проведено не было, соответствую-
щие столбики отсутствуют на рис. 4. Через 
час после начала воздействия тяжелых ме-
таллов наиболее значительный выход калия в 
воду из клеток элодеи зарегистрирован только 
при самой высокой концентрации металлов 
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Рис. 1. Доля активных хлоропластов в клетках при различных концентрациях металлов в воде через 1, 
24 и 48 часов экспонирования (на столбиках нанесены значения стандартных отклонений средних, SD, 
n=30)
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Рис. 3. Эпифлуоресценция хлорофилла «а» листьев (усл. ед.) в присутствии ионов металлов в воде через 1, 24 
и 48 часов экспонирования (на столбиках нанесены значения стандартных отклонений средних, SD, n=10)
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 Рис. 2. Динамика эпифлуоресценции хлорофилла «а» листьев (усл. ед.) при концентрации ионов меди (100 
мг/л), приводящей к полному ингибированию фототаксиса через 1 час (на столбиках нанесены значения 
стандартных отклонений средних, SD, n=10)
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Рис. 4. Концентрация ионов калия в воде при различных концентрациях ионов металлов через 1 час, 
24 часа и 48 часов воздействия на элодею. Концентрация калия в контроле через один час была ниже 
предела обнаружения (пояснения см. в тексте)
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(100 мг/л), кроме марганца и цинка. Через 24 
часа наблюдался значительный выход калия 
в воду при концентрациях металлов (Ni, Co, 
Zn) 0,1-10 мг/л. Через 48 часов существенный 
выход калия из клеток зарегистрирован при 
концентрации ионов кобальта, меди и цинка 
0,01 мг/л. Таким образом, выход калия из кле-
ток регистрировался позже, чем полное инги-
бирование фототаксиса (рис. 1) в присутствии 
всех протестированных металлов.

Обсуждение

Флуоресценция хлорофилла широко ис-
пользуется для биотестирования как показа-
тель активности фотосинтетического аппарата 
водных растений (Küpper et al., 1996; Drinovec 
et al., 2004), эпифлуоресцентная микроскопия 
нашла применение для детектирования ком-
плексов хлорофилла с тяжелыми металлами 
in vivo (Küpper at al., 1998). Экспериментально 
доказано, что снижение флуоресценции хлоро-
филла под действием тяжелых металлов про-
исходит в результате замещения ионов магния 
в молекуле хлорофилла «а» с образованием 
комплексов «тяжелый металл-хлорофилл» 
(ТМ-chl) (Küpper et al., 1998). 

В отличие от флуоресценции, реакция 
фототаксиса хлоропластов используется для 
биотестирования редко и в основном для ря-
ски (Цаценко, Малюга, 1988). Эксперимен-
тально показано, что перемещение хлоро-
пластов в клетках ряски под действием света 
происходит в результате не только влияния 
света на фотосинтез и дыхание (Witztum et 
al., 1979). Движение хлоропластов в клетках 
включает участие актин-миозиновых белков, 
АТФ, фотосинтеза и других процессов (von 
Braun, Schleiff, 2007). Поэтому, по сравнению 
с эпифлуоресценцией, фототаксис более ин-
тегральная реакция.

Наши эксперименты показали, что досто-
верное снижение сигнала эпифлуоресценции 

под действием тяжелых металлов происходит 
быстрее, чем ингибирование фототаксиса 
хлоропластов. Однако при летальных концен-
трациях металлов сигнал эпифлуоресценции 
снижается не до нулевого значения (рис. 2), 
в отличие от реакции фототаксиса (рис. 1). 
Одним из основных достоинств реакции фо-
тотаксиса с точки зрения биотестирования 
является, на наш взгляд, отсутствие необхо-
димости контроля. Как известно, при благо-
приятных условиях фототаксис хлоропластов 
должен быть стопроцентным. И наоборот, 
летальный эффект сопровождается полным 
прекращением фототаксиса. 

В табл. 1 приведены пороговые концен-
трации металлов, при которых наблюдалось 
полное ингибирование фототаксиса через 
разные временные интервалы. На основе 
полученных данных можно ранжировать 
металлы по степени их токсичности для 
элодеи. Так, через 1 час после начала воз-
действия цинк оказывает наиболее сильный 
токсический эффект (Mn<Ni<Co<Cu<Zn), 
через 24 часа эффекты цинка и меди срав-
нимы Mn<Ni<Co<Cu=Zn; через 48 часов 
становятся сравнимыми эффекты кобальта, 
меди и цинка (Mn<Ni<Co=Cu=Zn). Вероятно, 
токсический эффект от действия разных ме-
таллов достигал своего максимума с разной 
скоростью. На всем интервале воздействия 
марганец был наименее токсичным для эло-
деи. Интенсивность ингибирования эпифлу-
оресценции согласуется с результатами для 
фототаксиса. Однако для сигнала эпифлуо-
ресценции не удается получить достоверных 
отличий из-за большого диапазона значений 
в пределах одного препарата. Другие ис-
следователи также отмечают значительную 
разницу сигнала эпифлуоресценции у кле-
ток элодеи на одном и том же препарате, что 
объясняется неравномерным распределени-
ем ионов металлов по поверхности растений 



– 233 –

Т.А. Зотина, Н.А. Гаевский… Оценка токсичности тяжелых металлов для водного растения Elodea canadensis

и, соответственно, разной реакцией клеток 
(Küpper et al., 1998).

Сравнение показывает (табл. 1), что при 
концентрациях металлов, равных ПДК для 
водоемов, имеющих рыбохозяйственное зна-
чение (Перечень…., 1999), полное ингиби-
рование фототаксиса зарегистрировано для 
меди, кобальта и цинка. Концентрации тяже-
лых металлов, сравнимые с величинами ПДК 
(меди, цинка и марганца) и превышающие 
ПДК (никеля и кобальта), регистрируются в 
воде реки Енисей вблизи Красноярска (Ани-
щенко и др., 2009).

Медь считается одним из наиболее ток-
сичных металлов для водных растений. В 
экспериментах (Малёва и др., 2004) ионы 
меди вызывали более сильное снижение кон-
центрации пигментов в листьях элодеи, чем 
ионы никеля. Однако в целом влияние этих 
металлов на фотосинтез было сравнимым. 
Ингибирование фотосинтеза элодеи под 
действием меди происходило быстрее и при 
меньших концентрациях, чем в присутствии 
цинка (Küpper et al., 1996). Однако позднее 
теми же авторами было экспериментально 
показано, что в клетках, погибших в присут-
ствии меди, сигнал флуоресценции прекра-
щается быстрее, чем в случае гибели клеток 
в присутствии цинка, т.к. комплекс Cu-сhl не 
флуоресцирует, а комплекс Zn-chl сохраняет 
слабую флуоресценцию (Küpper et al., 1998). 
Отсюда могут происходить артефакты при 
оценке интенсивности фотосинтеза флуорес-

центными методами. В наших экспериментах 
ингибирование фототаксиса в присутствии 
ионов цинка происходило быстрее, чем в при-
сутствии меди. Возможно, здесь также суще-
ствует опосредованная связь с регуляторной 
ролью цинка в движении клеточных органелл 
(von Braun, Schleiff, 2007).

В наших экспериментах при концен-
трациях меди 10 мг/л наблюдалось полное 
ингибирование фототаксиса через один час. 
В экспериментах с элодеей канадской, про-
веденных Р.А. Мухамадияровым (1991), при 
концентрациях ионов меди того же порядка 
наблюдалось накопление малонового диаль-
дегида – продукта перекисного окисления 
липидов в тканях растения, содержание ко-
торого в тканях через 1 час стабилизирова-
лось на уровне в 5 раз большем, чем в кон-
троле. 

Перекисное окисление липидов приво-
дит к нарушению проницаемости клеточных 
мембран. Одним из показателей нарушения 
целостности клеточных мембран является 
выход электролитов из клеток (ионов натрия 
и калия) (Brown, Wells, 1990). В эксперимен-
тах Р.А.Мухамадиярова (1991) при концен-
трации меди 50 мг/л достоверно регистриро-
вался выход электролитов из клеток элодеи. 
При более низких концентрациях эффект 
был нестабильным. Аналогичный эффект 
наблюдался и в наших экспериментах. Су-
щественный выход калия в воду у нас был 
через 1 час только при самой высокой кон-

Таблица 1. Пороговые концентрации металлов, при которых наблюдается полное ингибирование 
фототаксиса хлоропластов элодеи через разные временные интервалы.

Время воздействия 
металла, час

Концентрация металла, мг/л
Mn Ni Co Сu Zn

1 >100 10 10 10 0,1
24 >100 1 0,1 0,01 0,01
48 1 0,1 <0,001 <0,001 <0,001
ПДК (Перечень…, 1999) 0,01 0,01 0,001 0,001 0,01
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центрации металлов (100 мг/л). При этом фо-
тотаксис был полностью ингибирован. При 
более низких концентрациях, приводящих к 
снижению флуоресценции и ингибированию 
фототаксиса, выход ионов калия происходил 
с существенным запаздыванием, по сравне-
нию с двумя другими реакциями (рис. 4), что 
снижает информативность такого параме-
тра, как выход калия, при относительно низ-
ких концентрациях металлов, приводящих 
к ингибированию фототаксиса и снижению 
сигнала флуоресценции. Результаты, полу-
ченные с помощью регистрации эпифлуорес-
ценции, согласуются с реакцией фототакси-
са хлоропластов на относительно коротком 
временном интервале. Поэтому обе реакции 
могут быть использованы для экспрессной 
оценки физиологического состояния элодеи 
и оценки отклика растения на присутствие 
тяжелых металлов в воде. Эксперименты 
показали, что снижение эпифлуоресцен-
ции хлорофилла происходит раньше, чем 
ингибирование фототаксиса хлоропластов 
(рис. 1, 3). Следовательно, эпифлуоресцен-

ция наиболее чувствительная тест-реакция 
из трех исследованных по скорости проявле-
ния эффекта.

Заключение

По чувствительности к тяжелым ме-
таллам исследованные тест-реакции можно 
ранжировать в порядке убывания скорости 
реакции: эпифлуоресценция хлорофилла > 
фототаксис хлоропластов > выход К+ из кле-
ток. 

Фототаксис хлоропластов наряду с эпиф-
луоресценцией хлорофилла «а» листьев явля-
ется приемлемой тест-реакцией для оценки 
токсичности тяжелых металлов для элодеи 
в силу своей интегральности и возможности 
выполнения экспресс-оценки.

По токсичности для фототаксиса хлоро-
пластов в листьях элодеи, как наиболее ин-
тегральной реакции из трех исследованных, 
для используемых экспериментальных усло-
вий металлы можно ранжировать следую-
щим образом в порядке усиления эффекта: 
Mn<Ni<Co<Cu≤Zn. 
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The effect of heavy metals (Сu, Mn, Co, Ni, Zn) of physiology of submerged aquatic plant Elodea 
сanadensis: photosynthesis (chlorophyll epifluorescense); phototactic chloroplast displacement; 
plasmalemma permeability (K+ - leakage), was estimated in laboratory experiments. On the sensitivity 
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to heavy metals the tested parameters could be ranged as follows: chlorophyll epifluorescens > 
phototaxis of chloroplasts > K+ - leakage from cells. According to the total inhibition for phototaxis of 
chloroplasts (as most integral and express parameter) the heavy metals could be ranged as follows: 
Mn<Ni<Co<Cu≤Zn.

Keywords: chlorophyll epifluorescence, Elodea canadensis, heavy metals, K+ leakage, phototaxis of 
chloroplasts, toxicity


