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УДК 546.798:574.43(470.319) Т.В. Андрияшина1, Е.А. Саратовских2, 

В.С. Пятенко3, И.К. Хвостунов3, 
Е.Ф. Исакова4, С.В. Котелевцев4

Введение

Загрязнение окружающей среды му-
тагенными и канцерогенными соединени-
ями, включая радионуклиды, является од-
ним из важнейших факторов негативного 
воздействия на различные экосистемы, что 
представляет реальную опасность не толь-
ко для растений и животных, но и для че-
ловека. Радионуклиды и мутагенные сое-
динения могут поступать по пищевым це-
почкам в биологическую ткань растений, 
животных и человека. Накапливаясь в ор-
ганизме человека, они вызывают различно-
го рода мутации и поэтому становятся при-

чиной возникновения многих серьёзных за-
болеваний, прежде всего – онкологических. 

В данной работе с помощью методов 
биологического тестирования было прове-
дено исследование токсичности и геноток-
сичности почв Орловской области: как ис-
пользуемых в земледелии, так и заброшен-
ных, и поэтому находящихся в категории 
целины. Орловская область – одна из четы-
рех областей Российской Федерации, наи-
более пострадавших в результате аварии 
на Чернобыльской АЭС в 1986 году. Тем 
не менее, именно для Орловской области 
имеется явное несоответствие между усто-

РЕЗуЛьТАТы ОцЕНКИ ТОКСИЧНОСТИ И ГЕНОТОКСИЧНОСТИ 
ПОЧВы ПРИ ОБСЛЕДОВАНИИ ЗАГРяЗНЕННыХ 

ТЕРРИТОРИй ОРЛОВСКОй ОБЛАСТИ
1Казанский государственный технологический университет, г. Казань, Россия

2Институт проблем химической физики Российской академии наук, г. Черноголовка, Россия
3 Медицинский радиологический научный центр им. А.Ф. Цыба - филиал ФГБУ «Федеральный 
медицинский исследовательский центр» им. П.А. Герцена Министерства здравоохранения 

Российской Федерации, г. Обнинск, Россия 
4Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, г. Москва, Россия

В работе выполнено биологическое тестирование образцов почвы девяти площа-
док различных районов Орловской области. С помощью модифицированного теста Эйм-
са Salmonella/микросомы на штамме ТА-98 без метаболической активации максималь-
ная мутагенная активность была выявлена на площадке Лубянки Дмитровского райо-
на, где мутагенный индекс составил 3,9; а в случае метаболической активации - на пло-
щадках Лубянки Дмитровского района и Репнино Болховского района, где мутагенный 
индекс составил 3,0-3,1. Анализ на генотоксичность в тестах Cricetulus griseus (Chinese 
hamster) – хомячок китайский показал, что проба почвы с площадки пионерского лаге-
ря «Ёлочка» Болховского района оказывает существенное мутагенное действие на клет-
ки Cricetulus griseus по аберрациям как хроматидного, так и хромосомного типов. Ана-
лиз экстрактов проб почв на токсичность исследовали при помощи теста цериодафний 
Ceriodaphnia affinis. Наибольшая токсичность была также выявлена на площадке пионер-
ского лагеря «Ёлочка»: в 7-суточных экспериментах гибель рачков составила 45%, и был 
получен только 1 помёт при минимальной численности рачков.

Ключевые слова: загрязнение почвы, тест Ceriodaphnia affinis, генотоксичность, 
тест Эймса, тест Cricetulus griseus
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Т.В. Андрияшина, Е.А. Саратовских, В.С. Пятенко и др.

явшимися представлениями об экологиче-
ском благополучии региона и отклонения-
ми от нормы, наблюдаемыми при обследо-
вании состояния здоровья населения. При-
чина в том, что первоначальные оценки 
степени радиоактивного загрязнения цен-
тральной России в результате аварии на 
ЧАЭС не в полной мере отражали реаль-
ную ситуацию в Орловской области. На го-
сударственном уровне обследованию насе-
ления здесь уделялось значительно меньше 
внимания, в отличие от Брянской и Калуж-
ской областей РФ, в частности, не проводи-
лось массового медико-дозиметрического 
обследования населения. Поэтому отсут-
ствуют результаты начального периода по-
сле аварии в виде массового скрининга на-
селения, а также углублённые исследова-
ния экологического состояния объектов 
окружающей среды, в частности, токсич-
ности почвы и природной воды. 

За прошедшие годы радиационная об-
становка в пострадавших регионах России 
существенно изменилась [1], однако для 
Орловской области многие аспекты про-
блемы реабилитации загрязненных тер-
риторий до сих пор являются актуальны-
ми и представляют значительный научный 
и практический интерес. Так, в проведен-
ных нами ранее исследованиях [2, 3] пред-
ставлены результаты измерений содержа-
ния радионуклидов и тяжёлых металлов в 
почве ряда районов Орловской области, а 
также биологическая оценка токсичности 
природных вод. Полученные результаты 
показали, что даже слабые воздействия ра-
диационных и химических факторов могут 
представлять реальную опасность для про-
живающего населения и будущих поколе-
ний [3]. В связи с этим необходимы даль-
нейшие исследования и совершенствова-
ние имеющихся стандартов для предупре-
ждения возможного увеличения неблаго-
приятного генотоксического воздействия 
на состояние здоровья населения.

Следует отметить, что в настоящее 
время на экологическую обстановку в об-
следованных районах оказывают влияние 
не только остаточные количества радиону-

клидов, но и содержащиеся в почве загряз-
няющие вещества техногенного происхо-
ждения, такие как химические средства за-
щиты растений (в первую очередь – пести-
циды) и продукты их распада. На забро-
шенных полях они могли остаться с про-
шедших времен бесконтрольного приме-
нения подобных пестицидов. Существен-
но, что токсические свойства пестицидов 
значительно возрастают при переходе в 
комплексы с металлами [4], поэтому необ-
ходимо проводить исследование не только 
содержания пестицидов, но и других воз-
можных загрязняющих веществ в одних и 
тех же пробах почв [5].

Цель настоящей работы - оценка ток-
сичности и генотоксичности экстрактов 
проб почвы, отобранных в загрязненных 
районах Орловской области и анализ веро-
ятных причин возникновения различного 
рода мутагенных эффектов.

Материал и методы исследования

Отбор проб почвы

Для достижения цели работы были ото-
браны образцы почвы территории Орло-
вской области: как тех, что постоянно ис-
пользуются в земледелии, так и заброшен-
ных, и поэтому находящихся в категории 
целины. Пробы почвы были отобраны в 
девяти пунктах шести районов Орловской 
области в период 12-15 мая 2010 года. Ко-
ординаты мест отбора проб почвы приве-
дены в таблице 1. Критерием при выборе 
мест для отбора проб почвы служили уров-
ни радиоактивного загрязнения на лето 
1986 года согласно [1]. 

Для отбора проб почвы выбирали пло-
ский участок невспаханной земли на поло-
гом склоне, как правило, с уклоном местно-
сти к реке, дороге или пруду. Такой выбор 
оставлял потенциальную возможность со-
поставления ожидаемых данных с резуль-
татами оценки токсичности природных вод 
в прилегающих водоемах [3]. Угол наклона 
местности колебался от 5 до 10 градусов. 
Пробы почв отбирали «конвертом» по ме-
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тодике [6] со стороной 100 м, производили 
5 заборов. Отбор выполняли пробоотборни-
ком диаметром 0,10 м на глубину 0-0,10 м 
почвы. Пробы почвы, отобранные в поле-
вых условиях на каждой из площадок, сме-
шивали в объединённую пробу в лаборато-
рии. Затем объединенную пробу тщатель-
но перебирали с целью удаления посторон-
них включений и органического материа-
ла. Очищенную таким образом пробу по-
чвы перемешивали методом квартования на 
пластиковой поверхности и растирали в со-
ответствии с принятой методикой [7, 8].

С помощью ряда методов биологиче-
ского тестирования водные вытяжки об-
разцов почв были исследованы на токсич-
ность и генотоксичность.

Анализ мутагенной и токсикологиче-
ской активности

Мутагенность исследуемых экстрактов 
проб почв определяли с помощью модифи-

цированного полуколичественного теста 
Эймса Salmonella /микросомы с системой 
метаболической активации на основе микро-
сомной фракции S9 из печени крыс, индуци-
рованных раствором препарата Aroclor 1254 
[9]. В качестве индикаторных штаммов ис-
пользовали штаммы Salmonella typhimurium 
ТА-98 и ТА-100, ауксотрофные по гистиди-
ну. Известно, что штамм ТА-98 регистриру-
ет мутации типа сдвига рамки считывания, 
а ТА-100 – мутации типа замены основа-
ний [10, 11]. Экстракцию проводили соглас-
но [12]. О мутагенности судили по частоте 
реверсий к прототрофности по гистидину 
(His+), выявляемых на чашках с минималь-
ной средой. В опытах без метаболической 
активации (-МА) оценивали прямой мута-
генный эффект исследуемой пробы почвы. В 
опытах с метаболической активацией (+МА) 
выявляли мутагенность продуктов метабо-
лизма (промутагенный эффект), присутству-
ющих в исследуемых пробах почв.

Таблица 1 – Географические координаты мест отбора проб почвы и характеристика 
радиоактивной загрязненности на площадке отбора

№
 п

ро
бы Населенный 

пункт/ район

Координаты 
средней точки
широта (с.ш.), 
долгота (в.д.)

Характеристика почвы
Доза 

γ-излучения* 
мкР/ч

Активность 37Cs 
в почве, кБк/кг

1 с. Дросково По-
кровский

N 520 29’13,5’’
E 0370 03’15,2’’

целина, чернозем оподзо-
леннный среднесуглинистая 14,1 97,5±24,2

2 с. Коровник За-
легощенский

N 520 47’10,1’’
E 0360 46’44,8’’

целина, черноземно-
луговые среднесуглинистая 20,1 627,0±114,0

3 с. Домнино 
Свердловский

N 520 47’17,1’’;
E 0360 23’18,7’’

целина, чернозем оподзо-
леннный среднесуглинистая 19,8 609,0±107,0

4 с. Куракино 
Свердловский

N 520 36’18,7’’
E 0360 26’44,5’’

целина, чернозем оподзо-
леннный среднесуглинистая 15,4 91,0±34,3

5 с. Кр. Слободка 
Глазуновский

N 520 28’59,8’’
E 0360 26’03,5’’

целина, серая лесная сред-
несуглинистая 12,3 104,2±36,4

6 с. Кр. Слободка 
Глазуновский

N 520 28’58,3’’
E 0360 26’12,9’’

пахота, темно серая лесная 
среднесуглинистая 12,4 110,8±28,5

7 с. Лубянки 
Дмитровский

N 520 33’52,9’’
E 0350 25’016’’

целина, серая лесная сред-
несуглинистая 14,7 378,4±80,4

7а с. Лубянки 
Дмитровский

N 520 33’52,9’’
E 0350 25’016’’

пахота, серая лесная средне-
суглинистая 14,7 378,4±80,4

8 П/лагерь Ёлоч-
ка Болховский

N 530 22’27,4’’
E 0360 07’51,8’’

целина, серая лесная сред-
несуглинистая 17,8 250,0±50,3

9 с. Репнино Бол-
ховский

N 530 31’23,2’’
E 0360 10’29,6’’

пахота поле, серая лесная 
среднесуглинистая 19,2 317,0±56,8

Примечание: * 1,0 м над поверхностью почвы в указанных координатах. 
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Для получения экстрактов по 50 г каж-
дой пробы трёхкратно экстрагировали пя-
тикратным объёмом хлористого метила. 
Экстракты выпаривали досуха на плёноч-
ном испарителе, затем растворяли в 5 мл 
диметилсульфоксида (ДМСО). В каждую 
чашку Петри вносили по 100 мкл экстрак-
та испытуемой пробы и дополнительно до-
бавляли 100 мкл ДМСО. 

В качестве общего контроля исполь-
зовали 100 мкл ДМСО на чашку без экс-
тракта пробы. В качестве положительно-
го контроля исследовали прямой мутаген 
азид натрия и промутаген 2-аминоантра-
цен (0,5 мкг на чашку). Общий контроль 
испытывали на обоих штаммах в пяти по-
вторностях, остальные пробы ставили в 
трёх повторностях. Результаты выражали в 
виде мутагенного индекса (МИ): отноше-
ние числа колоний ревертантов His+ в опы-
те (среднее количество колоний на чашку 
в присутствии испытуемого вещества) к 
контролю (среднее количество колоний на 
чашках с ДМСО). За наличие мутагенно-
го эффекта для штамма ТА-98 принимали 
МИ, равный 2,0 и более хотя бы по одному 
из вариантов (+МА, -МА). Величины МИ 
от 2,0 до 10 оценивали как слабый, от 10 
до 100 – как средний мутагенный эффект 
[13]. За наличие токсического эффекта для 
штамма ТА-100 принимали МИ, равный 
0,4 и менее хотя бы по одному из вариан-
тов (+МА, -МА).

Достоверность различий оценивали с 
помощью критерия Стьюдента в програм-
ме «Статистика». Достоверность отклоне-
ния числа колоний в опыте по сравнению 
с контролем соответствовала вероятности 
р<0,001 [14]. 

Анализ генотоксичности

Для анализа генотоксического состоя-
ния почв из отобранных проб делали вы-
тяжки согласно [15]. В качестве экстраген-
та использовали физиологический раствор.

Анализ генотоксичности водных вытя-
жек из проб почвы выполнен на культуре 
клеток млекопитающих в тесте Cricetulus 
griseus (Chinese hamster) – хомячок китай-

ский, согласно общим принципам генети-
ческой токсикологии в отношении воздей-
ствия окружающей среды [16, 17]. В рабо-
те использовали перевиваемую культуру 
клеток китайского хомячка линии CHO-К1 
(Панэко), находящихся в экспоненциаль-
ной стадии роста (через сутки после пере-
сева) и выращенных в монослое во флако-
нах Карреля без смены питательной среды. 
Число хромосом в клетках данной линии 
варьировало от 17 до 20, модальное число 
равно 18. Доля спонтанных полиплоидных 
клеток не превышала 6%.

Посев клеток производили в закры-
тые ватными тампонами флаконы Карре-
ля площадью 25 см2. Клетки культивиро-
вали при температуре 37°С в среде DMEM 
(Dulbecco-modified Eagle medium, среда 
Игла, модифицированная Дальбекко, Па-
нэко) с добавлением 10% сыворотки круп-
ного рогатого скота и антибиотиков (пе-
нициллин и стрептомицин в концентра-
ции 50 ед/мл и 50 мг/мл, соответственно). 
Для культивирования клеток использова-
ли углекислотный инкубатор MCO-5AC, 
Sanyo (Япония) при температуре 37°С и 
5% содержания CO2.

Во флаконы Карреля с высеянными 
клетками с плотностью порядка 106 клеток/
флакон добавляли тестируемую вытяжку 
почвы, приготовленную на основе физио-
логического раствора без дополнительной 
обработки, и выдерживали в нём клетки в 
течение 2 часов. В качестве контроля ис-
пользовали физиологический раствор. Ис-
следование почвенных вытяжек произво-
дили 9 июня 2010 г., т.е. спустя менее меся-
ца с момента забора проб; в течение этого 
времени пробы хранились в герметичной 
стеклянной посуде в холодильнике.

Время фиксации клеток составляло 
9 часов после добавления свежей питатель-
ной среды. Для блокирования митоза на ста-
дии метафазы за 2 часа до окончания инку-
бации во флаконы добавляли раствор деме-
колцина в концентрации 0,2 мкг/мл среды. 

Принято считать [17], что аберрации 
хромосомного типа отражают повреждения 
хромосом в предсинтетической стадии (фаза 
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G1), когда хромосома представлена однонит-
чатой структурой, тогда как аберрации хро-
матидного типа возникают при повреждении 
хромосомы на стадии двух нитей (фазы S и 
G2). В настоящем исследовании время фик-
сации клеток соответствовало G1 и ранней 
S-стадии, что давало возможность оценки 
индуцированных аберраций как хромосом-
ного, так и хроматидного типов. 

Окраска препаратов хромосом прово-
дилась по методу Гимза. Цитогенетиче-
ский анализ проводили на бинокулярном 
световом микроскопе CETI-N 101 B, SMT 
(Германия) под иммерсией при увеличении 
100×10. Анализировали аберрации хромо-
сомного типа (ацентрические фрагменты, 
центрические кольца и дицентрики) и хро-
матидного типа (делеции и обмены). 

В качестве контроля использовались 
результаты культивирования клеток в пи-
тательной среде DMEM при условиях, ана-
логичных опытам с пробами тестируемых 
почвенных вытяжек. Такой контроль пред-
ставлял собой суммарные данные 9 опытов 
с анализом 1594 метафаз, проводившимся 
в лаборатории параллельно с оценкой ге-
нотоксичности тестируемых почвенных 
вытяжек 2010 г.

Количественным критерием геноток-
сичности исследуемой пробы являлось по-
вышение доли аберрантных клеток и/или 
частоты аберраций хромосом по сравне-
нию с воздействием питательной среды 
DMEM, т.е. общего контрольного уровня. 

Токсикологический анализ

Для анализа токсикологического со-
стояния почвы из отобранных проб дела-
ли водные вытяжки согласно [15]. От каж-
дого образца отвешивали 200 г почвы, за-
ливали 800 мл дистиллированной воды 
и встряхивали при помощи шейкера в те-
чение 2-х часов. Полученный раствор от-
стаивали в течение 30 мин, надосадочную 
жидкость сифонировали, затем фильтрова-
ли через бумажный фильтр «белая лента». 
Приготовленную вытяжку хранили в холо-
дильнике в стеклянной посуде до начала 
тестирования.

Эксперименты на лабораторной куль-
туре цериодафний Ceriodaphnia affinis 
были проведены в период 2-11 июня 2010 г. 
Исходная концентрация (ЛК-50 за 24 ч) 
стандартного токсиканта – бихромата ка-
лия для использованных цериодафний со-
ставляла 2,1 мг/л, что соответствует требо-
ваниям стандартных методик [18]. Опреде-
ление острой токсичности проб проводили 
в течение 48 часов. Хроническую токсич-
ность измеряли через 7 суток. 

Для опытов отбирали молодь рачков 
в возрасте не старше 24 часов. В 50 мл 
раствора помещали по 5 рачков. Количе-
ственным критерием токсичности иссле-
дуемой вытяжки являлось изменение вре-
мени жизни цериодафний. Смену раство-
ра проводили с интервалом в 3 суток. Про-
бы воды хранили в холодильнике при тем-
пературе +4°С, а перед сменой растворов 
необходимое количество воды доводи-
ли до комнатной температуры. Темпера-
тура воды во время опытов была в преде-
лах 20-22°С. Подкормку рачков осущест-
вляли ежедневно суспензией водорослей 
(Chlorella vulgaris). Каждую вытяжку те-
стировали в четырёх повторностях.

При обработке результатов анализа ге-
нотоксичности на клетках CHO-K1 и ток-
сикологическом анализе в качестве крите-
рия значимости для проверки гипотезы о 
равенстве средних величин использовалась 
Z-статистика без дополнительных предпо-
ложений о дисперсиях исследуемых вели-
чин. Превышение над контролем на уров-
не 95% (p<0,05) по одностороннему крите-
рию проявлялось при Z>1,65. 

Результаты исследования 

В настоящем исследовании геноток-
сичность экстрактов проб почв была про-
анализирована при помощи теста Эймса 
Salmonella/микросомы. Полученные ре-
зультаты представлены в таблице 2. 

Пробы № 3, 6, 7а, 8 и 9 проявили только 
токсический эффект, который проявляется 
в виде подавления роста колоний сальмо-
неллы. Ни в одной из проб, тестированных 
на штамме ТА-100, не был выявлен мута-
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генный эффект. Пробы № 2, 3, 7, 7а, 8 и 9 
проявили слабую прямую мутагенную ак-
тивность (-МА) на штамме ТА-98. Из этого 
списка самой высокой мутагенной актив-
ностью обладала проба №7а (с. Лубянки, 
пахота) (МИ = 3,9).

Как видно из таблицы 2, по тесту на 
штамме ТА-98 вещества, содержащиеся в 
экстрактах проб почв № 4, 5 и 6, оказались 
промутагенами, т.е. они индуцируют мута-
ции типа сдвига рамки считывания при ис-
пользовании метаболической активации. 
Это означает, что метаболиты данного штам-
ма являются более генотоксичными соеди-
нениями, чем исходные загрязняющие веще-
ства. В частности, такими генотоксически-
ми свойствами обладает большинство поли-
циклических ароматических углеводородов 
и полихлорированных бифенилов. Анализ 
данных, представленных в таблицах 1 и 2, 
демонстрирует, что ни на одном из штаммов 
мутагенный индекс не показал явной корре-
ляции с экспозиционной дозой γ-излучения и 
содержанием радионуклидов в почве (137Cs).

Необходимо отметить, что в пробе 
№1 не была выявлена мутагенная актив-
ность ни на штамме ТА-100, ни на штам-
ме ТА-98. Эта проба была отобрана на пло-

щадке Дросково с низким уровнем дозы 
γ-излучения и с минимальным содержани-
ем радионуклидов 137Cs. Вместе с тем, со-
гласно полученным нами ранее результа-
там [5], данная площадка характеризуется 
одним из наиболее высоких уровней содер-
жания пестицидов (гексахлорбензол (ГХБ); 
4,4'-дихлордифенилдихлорэтан (ДДД); 
4,4'-дихлордифенилдихлорэтилен (ДДЭ); 
4,4'-дихлордифенилтрихлорэтан (ДДТ); 
γ-гексахлорциклогексан (γ-ГХЦГ), извест-
ный также как гербицид Линдан) – до 0,69 
мг/кг и незначительным содержанием таких 
веществ-канцерогенов, как флуорантен и 
бензопирен (<0,05 мкг/кг). Таким образом, 
проведенный анализ пробы почвы показы-
вает, что тест Эймса может быть малочув-
ствителен к содержанию пестицидов.

Следующие три пробы проявили мута-
генные свойства с различными значениями 
мутагенного индекса (таблица 2). Проба № 
8 (п/л Ёлочка), которая характеризовалась 
минимальным содержанием пестицидов 
(порядка 0,21-0,10 мг/кг) при относительно 
высоком уровне содержания радионуклида 
137Cs – 250 Бк/кг. Проба №3 (площадка До-
мнино) – с максимальным среди исследо-
ванных образцов содержанием пестицидов 

Таблица 2 – Результаты исследования экстрактов почв на мутагенную и 
токсигологическую активность по тесту Эймса Salmonella typhimurium/микросомы с 
системой метаболической активации (+МА) и без неё (-МА). КК. – количество колоний 
на чашку, среднее из 3 повторностей, МИ – мутагенный индекс 

№ пробы
Штамм ТА-98

заключение
Штамм ТА-100

заключение+МА -МА +МА -МА
КК МИ КК МИ КК МИ КК МИ

ДМСО 34 1 22 1 нет* 89 1 95 1 нет
2-амино-антрацен 540 16 33 1,5 М 405 4,6 65 0,7 нет
1 56 1,6 27 1,2 нет 76 0,9 89 0,9 нет
2 87 2,6 62 2,8 М 89 1,0 102 1,1 нет
3 73 2,1 60 2,7 М 32 0,4 24 0,3 Т
4 71 2,1 36 1,6 ПМ 69 0,8 77 0,8 нет
5 67 2 54 1,4 ПМ 91 1,0 146 1,5 нет
6 79 2,3 57 1,6 ПМ 34 0,4 34 0,4 Т
7 107 3,1 49 2,2 М 118 1,3 94 1,0 нет
7а 101 3,0 86 3,9 М 34 0,4 28 0,3 Т
8 54 1,6 52 2,4 ПМ 32 0,4 27 0,3 Т
9 101 3,0 39 1,8 М 42 0,5 36 0,4 Т

Примечание: * «нет» – без мутагенной активности или нетоксично, М – мутаген; 
ПМ – промутаген, Т – токсикант.
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(1,73 мг/кг) и максимальным же содержа-
нием радионуклида 137Cs и при повышен-
ном уровне дозы γ-излучения. Проба №2 
(бывшая деревня Коровник), которая ха-
рактеризовалась минимальной концентра-
цией пестицидов (порядка 0,06 мг/ кг) при 
максимальном содержании радионуклида 
137Cs – 627 Бк/кг. 

Однако полученные результаты не по-
зволяют сделать окончательное заключе-
ние о том, какие именно загрязняющие ве-
щества являются причиной промутагенной 
и мутагенной активности тест-штаммов. 
Вероятно, остаточная концентрация радио-
нуклидов не влияет на проявление геноток-
сичности, а причиной промутагенных эф-
фектов могут являться пестициды, продук-
ты их разложения и другие органические 
соединения, содержащиеся в почве.

Для оценки влияния загрязняющих ве-
ществ на клетки млекопитающих в форме 
индукции хромосомных аберраций нами 
были выполнены исследования с использо-
ванием клеток Cricetus griseus [16]. Мето-
дика основана на анализе числа аберрант-
ных клеток и частоты аберраций хромо-
сом, возникающих под воздействием раз-
личных мутагенов, присутствующих в те-
стируемой воде, по сравнению с воздей-
ствием контрольной культуры, не содержа-
щей токсических веществ. 

Были исследованы аберрации хромо-
сомного и хроматидного типа. Аберрации 
хромосомного типа отражают поврежде-
ние хромосомы на предсинтетической ста-
дии (фаза G1), когда хромосома представ-
ляет собой однонитевую структуру, тогда 
как аберрации хроматидного типа возника-
ют при повреждении хромосомы на двуни-
тевой стадии, то есть в фазе S и G2. В силу 
различия механизмов образования аберра-
ций хромосомного и хроматидного типов 
имеется возможность сделать заключение 
о природе мутагенного фактора. Так, зна-
чительное число аберраций хроматидного 
типа может свидетельствовать о наличии 
химического мутагена, тогда как высокая 
частота аберраций хромосомного типа ука-
зывает на радиационный фактор [17]. 

Результаты, полученные с использова-
нием клеток млекопитающих,  представле-
ны в таблице 3 и на рисунке 1. Анализ ре-
зультатов показывает, что вытяжка пробы 
№8 (п/л Ёлочка) оказала существенное му-
тагенное действие на клетки, повысив ча-
стоту аберраций хромосомного и хрома-
тидного типа в 6,3 и 8 раз, соответствен-
но, по сравнению с контролем. Отличия от 
контроля как по доле аберрантных клеток, 
так и по общей частоте аберраций, явля-
ются статистически значимыми на уровне 
95%. Результаты данного анализа согласу-

Таблица 3 – Результаты оценки генотоксичности образцов почвенных вытяжек из 
различных районов Орловской области по тесту индукции аберраций хромосом в 
клетках Cricetulus griseus линии CHO-K1

№
  

пр
об

ы

Чи
сл

о 
кл

ет
ок

Д
ол

я 
аб

ер
р.

 
кл

ет
ок

, %

Частота аберраций /100 кл.
хромосомные хроматидные общая  

частота
(сумма)

дицен-
трики

парные 
фрагменты

центр. 
кольца всего одиночные 

фрагменты обмены всего

Контр 1594 0,69±0,21 0,44±0,17 0 0 0,44±0,17 0 0,25±0,13 0,25±0,13 0,69±0,21
1 200 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 200 1,0±0,7 0 0 0 0 0 1,0±0,7 1,0±0,7 1,0±0,7
3 200 1,5±0,9 0,50±0,50 0 0 0,50±0,50 0 1,0±0,7 1,0±0,7 1,5±0,9
4 анализ не проводился
5 анализ не проводился
6 200 2,0±1,0 1,0±0,7 0 0 1,0±0,7 0 1,0±0,7 1,0±0,7 2,0±1,0
7 анализ не проводился
7а анализ не проводился
8 800 4,6±0,7* 2,0±0,5 0,25±0,18 0,50±0,50 2,75±0,59* 0 2,0±0,5* 2,0±0,5* 4,75±0,79*
9 200 0,50±0,50 0,50±0,50 0 0 0,50±0,50 0 0 0 0,50±0,50

Примечание: * – отличие от контроля на уровне 95%. 
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ются с выявленным мутагенным и токсич-
ным эффектом по тесту Эймса, таблица 3. 

Почвенные вытяжки проб №1 и №9 
не оказали мутагенного действия на клет-
ки C. griseus, частота аберраций оказалась 
ниже контрольного уровня. Почвенные вы-
тяжки проб №2, №3 и №6 индуцировали 
общую частоту аберраций выше контроль-
ного уровня, однако это превышение ока-
залось статистически недостоверным, та-
блица 3.

Таким образом, результаты анализа проб 
почв с помощью цитогенетического теста 
на клетках C. griseus позволили выделить 
две пробы с выраженными генотоксичны-
ми свойствами. Это экстракты из пробы №8 
(п/л Ёлочка) и пробы №6 (с. Кр. Слобод-
ка), которые продемонстрировали наиболь-

шую общую частоту аберраций, превыша-
ющую контроль в 2,9 раз. Помимо высокой 
общей частоты аберраций, соотношение ти-
пов аберраций в этих двух пробах указывает 
на возможность наличия факторов не толь-
ко химической, но и радиационной природы, 
особенно для пробы №8, рисунок 1.

Помимо клеточных культур оценка вли-
яния почвенных вытяжек была выполнена 
стандартным методом биотестирования на 
основе выживаемости ракообразных церио-
дафний. При проведении опытов с продол-
жительностью содержания рачков в тести-
руемой среде до 48 часов, исследуемые про-
бы не проявили острой токсичности, гибель 
рачков не превышала 10%. 

В экспериментах на протяжении семи 
суток была выявлена токсичность про-
бы №8 (п/л Ёлочка), в которой гибель рач-
ков составила 45%, тогда как в пробах №1 
(с. Дросково) и №3 (с. Домнино) сниже-
ние выживаемости рачков не превышало 
15%. Результаты проведенного исследова-
ния приведены в таблице 4. Статистиче-
ский анализ показал, что в целом отличие 
данных в контроле и в опыте не было ста-
тистически достоверным, за исключением 
пробы №8, для которой отличие по одно-
стороннему критерию оказалось значимым 
на уровне p<0,05.

Дополнительно следует отметить, что 
в ходе опытов у контрольных цериодафний 
было получено 3 помёта молоди. В пробах 
№9 (с. Репнино), №1 (с. Дросково) и №6 

Рисунок 1 – Частота аберраций хромосом в 
клетках Cricetulus griseus линии CHO-K1 при 
воздействии тестируемых почвенных вытяжек 

из различных районов Орловской обл.

Таблица 4 – Результаты оценки выживаемости рачков Ceriodaphnia affinis в вытяжках 
из образцов почвы

№
пробы

Срок опыта, сутки Выживаемость,  
% от контроля td

1 2 3 5 7
Контроль 20 20 20 20 20 100 -
1 20 19 19 19 17 85±2,45 2,34
2 20 20 20 20 19 95±2,45 0,92
3 20 19 19 19 17 85±2,45 2,34
4 анализ не проводился
5 анализ не проводился
6 20 20 20 20 20 100 -
7 анализ не проводился
7а анализ не проводился
8 20 19 19 14 11 55±8,35 2,12
9 20 20 20 20 20 100 -
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(с. Кр. Слободка, пашня) рачки размножа-
лись, как и в контроле. Проба №8 (п/л Ёлоч-
ка) оказала существенное влияние на раз-
множение цериодафний, поскольку был по-
лучен только один помёт при минимальной 
численности. Пробы №2 (б/д. Коровник) и 
№3 (с. Домнино) также снижали плодови-
тость, уменьшая приплод до 2 помётов.

Полученные результаты свидетельству-
ют, что по показателям выживаемости и раз-
множения наибольшее влияние на цериодаф-
ний оказала проба №8. Заметное, хотя и ме-
нее выраженное, действие оказала проба №3. 
В остальных пробах существенной токсич-
ности по данному тесту не было выявлено. 

При анализе всей совокупности резуль-
татов по трем различным тестам следу-
ет отметить, что наибольшая токсичность 
была выявлена у пробы №8 (п/л Ёлоч-
ка), что обусловлено, скорее всего, не по-
вышенным содержанием радионуклидов 
(250 Бк/кг 137Cs [2]), а высоким содержа-
нием в этой пробе химических токсикан-
тов. Действительно, по данным работы [5], 
в данной пробе содержались: 2,4-дихлор-
фенолуксусная кислота (2,4-Д), ГХБ, ДДД, 
ДДЭ, ДДТ и γ-ГХЦГ в общем количестве 
0,206 мг/кг. Такой уровень концентрации 
химических токсикантов существенно пре-
вышает  допустимые значения.

Для того, что бы установить наиболее 
вероятные радиационные или химические 
составляющие факторов и провести анализ 
причин формирования токсичности проб 
почв, мы провели сравнение приведённых 
выше данных и результатов, представлен-
ных в выполненном нами ранее исследова-
нии [5]. В работе [5] представлены результа-
ты анализа содержания пестицидов и других 
органических загрязняющих веществ в про-
бах почв, отобранных на тех же площадках, 
что и в настоящей работе. Все пробы, как па-
хотных, так и целинных почв, содержат прак-
тически одни и те же пестициды. Наиболее 
низкий уровень содержания пестицидов по-
казали пробы №5 (с. Кр. Слободка, целина), 
№9 (с. Репнино) и №7 (с. Лубянки). 

Интересные данные были получены 
при исследовании пробы №2 (б/д. Коров-

ник). Люди из этой деревни были отселены 
в 1986 г. за 30 км зону, и поэтому на этих 
сельхоз угодьях в течение 25 лет не прово-
дились посевные работы. Поэтому и пести-
циды в почву не вносились. В результате 
содержание пестицидов в пробе №2 соста-
вило 0,055 мг/кг, в состав которых входили 
различные соединения – ДДД, ДДЭ, ДДТ и 
γ-ГХЦГ. Концентрация пестицидов в про-
бе №8 (п/л Ёлочка) и пробе №7 (с. Лубян-
ки) оказалась значительно выше – 0,2 мг/ кг, 
в том числе на почве, не подвергавшейся 
вспашке. Кроме того, как показывают дан-
ные хроматомасс-спектрометрического 
анализа, в большинстве образцов почв 
могли содержаться токсичные соединения 
техногенного происхождения, мутагенные 
свойства которых были выявлены при по-
мощи теста Эймса (таблица 2).

После снижения радиационного фона 
на загрязненных территориях возобновле-
на регулярная агропромышленная деятель-
ность с интенсивным земледелием, что при-
водит к дополнительному поступлению в 
почву различных пестицидов, обладающих, 
как правило, мутагенными свойствами. По-
этому выявленная при помощи теста Эйм-
са генотоксичность почвы может быть свя-
зана как с внесением в почву пестицидов, 
так и с присутствием в почве загрязняющих 
веществ, поступающих либо с воздушным 
переносом, либо присутствовавших в этих 
местах ранее в период применения ДДТ в 
сельскохозяйственной практике. 

Таким образом, и через 25 лет после 
аварии на ЧАЭС, биологическое тестиро-
вание проб почвы загрязненных районов 
Орловской области при помощи трех раз-
личных тест-объектов (штаммы ТА-98, 
ТА-100, клетки C. griseus и цериодафнии 
C. affinis) всё ещё выявляет мутагенные и 
генотоксичные свойства исследованной 
почвы, таблицы 2-4. 

Заключение

Часть проб почв, собранных в Орло-
вской области, оказывала достоверное ток-
сикологическое действие на клетки китай-
ского хомячка C. griseus по тесту индук-
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ции аберраций хромосом и проявила тен-
денцию к такому действию на цериодаф-
нии C. affinis по показателям выживаемо-
сти и размножения. Наиболее выраженный 
эффект на рачках установлен для пробы из 
п/л Ёлочка Болховского района, и в мень-
шей степени – для пробы из с. Домнино 
Свердловского района.

Практически все пробы почв проявили 
прямую мутагенную активность на штам-
ме салмонеллы S. typhimurium ТА-98. Са-
мой высокой прямой мутагенной активно-
стью обладает проба, отобранная на пахо-
те в с. Лубянки Дмитриевского района. В 
нескольких пробах почвы обнаружена про-
мутагенная активность типа сдвига рамки 
считывания. 

Повышенная токсичность исследован-
ных проб почв может быть обусловлена 
присутствием остатков пестицидов, вно-
сившихся непосредственно в почву или 
вследствие их естественной миграции. Ге-
нотоксичность проб почвы может быть об-
условлена присутствием стабильных кан-
церогенных соединений, таких как флуо-
рантен и бензопирен.

Приведенные в настоящей статье ре-
зультаты еще раз показывают, что даже 
слабые мутагенные и генотоксичные свой-
ства компонент окружающей среды могут 
представлять опасность для проживающе-
го населения и будущих поколений [19]. 
Поэтому необходимы дальнейшие иссле-
дования и совершенствование имеющих-
ся методов биологического тестирования. 
Одним из них является комплексная оцен-
ка экологического состояния окружающей 
среды при помощи различных биологиче-
ских тест-объектов.
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T.V. Andriyashina, E.A. Saratovskikh, V.S. Pyatenko, I.K. Khvostunov, 
E.F. Isakova, S.V. Kotelevtsev

ThE ESTIMATIoN of ToxIcITy AND gENoToxIcITy of 
NATuRAL SoIL LocATED IN ThE TERRIToRy of oREL 

REgIoN By DIffERENT BIoLogIcAL BENchMARKS 

The condition monitoring of nine natural areas located in the territory of Orel region was 
carried out using different biological benchmarks: modified Ames test, Cricetulus griseus mam-
malian cells-test and Ceriodaphnia affinis test. By means of Ames test using Salmonella TA-98 
cell culture without metabolic activation the highest mutagenic activity was found at Lubyanka 
village, Dmitrovskii district where mutagenic index was 3,9. The same test with metabolic 
activation showed mutagenic index 3,0 and 3,1 for Lubyanka village, Dmitrovskii district and 
Repnino village, Bolkhovskii district, respectively. The analysis of genotoxity using Cricetulus 
griseus mammalian cells-test resulted to significant mutagenic activity at Elochka children's 
campus, Bolkhovskii district, which manifested in the enhanced level of chromosomal and 
chromatid aberrations in test-cells. The analysis of toxic level using Ceriodaphnia affinis test 
resulted to enhanced toxity at Elochka children's campus, Bolkhovskii district also. The surviv-
al of Ceriodaphnia affinis was 45% and only one progeny was observed with minimal number 
of affinis. 

Key words: Genotoxicity, toxicity of the soil, Ceriodaphnia affinis test, salmonella\
microsome Ames test, Cricetulus griseus test
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