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МЕТОДИКА ПРОВЕДЕНИЯ ХРОНИЧЕСКОГО БИОТЕСТИРОВАНИЯ 
ПРИРОДНЫХ ВОД ДОНБАССА 

Представлена методика проведения 21-дневного хронического биотестирования с использо-
ванием Daphnia magna Straus для интегральной оценки токсичности природных вод Донбасса, 
загрязненных тяжелыми металлами. Методика учитывает проблемы генетической неоднород-
ности популяций, предлагая подход к селекции чувствительных генотипов. Описаны условия те-
ста, процедура создания чувствительной тест-линии, исследуемые параметры (длина тела, 
длина хвостовой иглы, плодовитость, абортивные яйца, характер движений, наполнение ки-
шечника, ЧСС, вариабельность ритма), протокол анализа данных в ImageJ, ключевые токсико-
логические показатели (NOEC, LOEC, EC50/20/10) и статистическая обработка. Разработанная 
методика позволяет регистрировать сублетальные эффекты при концентрациях токсикантов 
на несколько порядков ниже летальных, что повышает диагностическую ценность биотести-
рования. Приведены критерии валидности теста и ожидаемые результаты. 
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Проблема и её связь с научными и 
практическими задачами. Проблема за-
грязнения поверхностных водных источ-
ников тяжелыми металлами (ТМ) приоб-
ретает особую остроту в регионах с интен-
сивной историей горнодобывающей про-
мышленности. На территории восточного 
Донбасса закрытие угольных шахт и по-
следующее затопление выработанных про-
странств привело к активизации гидрохи-
мических процессов, в результате которых 
в речную сеть поступают растворимые со-
ли ТМ и токсических микроэлементов. Это 
создает реальные риски угнетения водных 
экосистем и распространения токсичности 
по трофической цепи [1]. 

В этих условиях химический анализ, 
являясь основным методом оценки каче-
ства воды, часто оказывается недостаточ-
ным, поскольку он лишь констатирует 
наличие или отсутствие определенных хи-
мических элементов в пробе, но не позво-
ляет оценить их комбинированное воздей-
ствие на живые организмы [2]. Наиболее 
эффективным инструментом для инте-

гральной оценки токсичности природных 
вод является биотестирование с использо-
ванием чувствительных тест-организмов, 
среди которых широкое признание полу-
чил планктонный рачок Daphnia magna 
Straus (Daphnia magna). 

Daphnia magna является типичным 
представителем зоопланктона малых рек и 
рекомендуется в качестве базового орга-
низма для биотестирования благодаря ряду 
преимуществ: фильтрационный тип пита-
ния, хорошо развитые кровеносная и нерв-
ная системы, что позволяет с определен-
ной долей достоверности экстраполиро-
вать результаты токсикологических иссле-
дований на других многоклеточных пред-
ставителей экосистем [3]. 

Однако основополагающей проблемой 
биотестирования является обеспечение до-
статочно высокой и, главное, одинаковой 
физиологической чувствительности тест-
организмов. Существующие стандартизи-
рованные методики (например, 
ГОСТ Р 56236-2014, РД 52.24.868-2017) 
предусматривают использование синхро-
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низированных культур. Тем не менее, ана-
лиз литературных данных [4–7], в частно-
сти, исследований Иркутского государ-
ственного университета и Лимнологиче-
ского института СО РАН, показывает, что 
даже в одной природной популяции могут 
присутствовать особи с различной геноти-
пической структурой и, следовательно, с 
разной морфофизиологической реакцией 
на ухудшение качества среды обитания. 

Более того, длительное культивирова-
ние синхронизированной популяции, по-
лученной от одного генотипа, может при-
водить к снижению ее исходной чувстви-
тельности к токсикантам [8]. Эти факторы 
вносят неопределенность в результаты 
биотестирования и требуют разработки 
дополнительных методических приемов 
для подготовки тест-культур. 

Особую сложность представляет оценка 
хронического токсического действия вод 
малых рек восточного Донбасса. Многие 
тяжелые металлы даже в концентрациях, не 
вызывающих острой гибели (ниже ПДКв), 
способны подавлять репродуктивную функ-
цию, фильтрационную активность и влиять 
на рост дафний [1, 9, 10]. При хроническом 
воздействии на первый план выходят эф-
фекты биоаккумуляции, мутагенности и 
функциональной кумуляции, а также синер-
гетические и антагонистические взаимодей-
ствия микроэлементов в шахтной воде, ко-
торые невозможно выявить в краткосроч-
ных тестах на летальность [1]. 

Таким образом, возникает необходи-
мость в разработке детализированной ме-
тодики проведения хронического исследо-
вания по Daphnia magna, которая учиты-
вала бы не только стандартные требования 
к выживаемости и репродуктивной спо-
собности, но и включала бы методические 
решения для: 

– формирования тест-популяции с га-
рантированно высокой и одинаковой чув-
ствительностью; 

– контроля возможного дрейфа чув-
ствительности в процессе длительного 
культивирования; 

– оценки сублетальных эффектов (био-
аккумуляция, влияние на плодовитость, 
кардиоваскулярные нарушения), которые 
критически важны для адекватной оценки 
экологического риска для гидроэкосистем 
малых рек. 

Постановка задачи. Цель настоящей 
методики — структурированное описание 
процедуры проведения 21-дневного хро-
нического эксперимента с Daphnia magna, 
направленного на оценку хронического 
токсического действия воды малых рек 
восточного Донбасса (или модельных рас-
творов тяжёлых металлов) на выживае-
мость, репродуктивную способность, мор-
фометрические показатели и кардиоваску-
лярную функцию Daphnia magna с исполь-
зованием тест-линии, предварительно оха-
рактеризованной по уровню максимальной 
физиологической чувствительности. 

Задачи исследования: 
1. Обосновать необходимость ком-

плексного подхода к оценке хронического 
токсического воздействия тяжелых метал-
лов на Daphnia magna с учётом региональ-
ной специфики малых рек восточного 
Донбасса. 

2. Систематизировать современные ме-
тодические подходы к формированию 
тест-культур с заданным уровнем чувстви-
тельности (генотипический отбор, селек-
ция чувствительных линий). 

3. Разработать протокол регистрации и 
анализа морфометрических, репродуктив-
ных и кардиоваскулярных показателей 
Daphnia magna при помощи микроскопии 
с использованием программного обеспе-
чения ImageJ. 

4. Представить детализированное опи-
сание этапов проведения хронического 
эксперимента с указанием условий куль-
тивирования, критериев валидности и ме-
тодов статистической обработки. 

5. Охарактеризовать диагностическую 
значимость различных тест-функций (вы-
живаемость, плодовитость, наличие абор-
тивных яиц, частота сердечных сокраще-
ний, морфометрические параметры) для 
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оценки сублетальных эффектов хрониче-
ского загрязнения. 

Объект исследования — процесс хро-
нического биотестирования водных сред с 
использованием тест-культуры Daphnia 
magna, полученной из природных популя-
ций малых рек восточного Донбасса 

Предмет исследования — комплекс 
методических приемов и тест-функций 
(морфометрических, репродуктивных, 
кардиоваскулярных) для оценки хрониче-
ского токсического воздействия ТМ на 
Daphnia magna, включая процедуры гено-
типического отбора, видеорегистрации и 
анализа изображений в программе ImageJ. 

Методы исследования. В токсикологи-
ческих исследованиях традиционно выде-
ляют два основных подхода: острый (крат-
косрочный) и хронический (длительный) 
эксперименты. Острые тесты, продолжи-
тельностью обычно 24–48 (до 96) часов, 
направлены на оценку летальных эффек-
тов — гибели организмов в условиях вы-
соких концентраций токсиканта и позво-
ляют рассчитать ЛК50 (полулетальную 
концентрацию). 

Хронический эксперимент предполагает 
длительное (21 день и более) воздействие 
на тест-организмы в диапазоне сублеталь-
ных концентраций. Это даёт возможность 
оценить не только выживаемость, но и ин-
тегральные показатели, такие как репро-
дуктивная функция, физиологический ста-
тус и поведенческие реакции. Хронический 
тест считается более информативным для 
целей экологического нормирования, по-
скольку позволяет выявить эффекты при 
концентрациях, близких к реально встре-
чающимся в природных водах. 

Ниже представлено детальное описание 
этапов предлагаемой методики хрониче-
ского биотестирования с использованием 
предварительно селекционированной тест-
линии Daphnia magna. 

1. Создание тест-линии Daphnia 
Magna Straus с повышенной чувстви-
тельностью к тяжёлым металлам. 
Данный этап биотестирования является 

ключевым, поскольку чувствительность 
тест-объекта к токсическим веществам в 
значительной степени определяется его 
генетическими особенностями. Согласно 
данным [11–13], природные популяции 
дафний характеризуются выраженной ге-
нетической неоднородностью, проявляю-
щейся в фенотипической пластичности 
количественных физиологических призна-
ков. Это позволяет рассматривать каждую 
партеногенетическую линию как отдель-
ный генотип с уникальной функциональ-
ной реакцией на стрессовые факторы. 

В основе формирования чувствительной 
тест-линии необходимо использовать кло-
нальный подход, основанный на способно-
сти Daphnia magna к партеногенетическо-
му размножению, при котором потомство 
является генетически идентичным мате-
ринской особи. Такой подход обеспечива-
ет генетическую стабильность линии и 
позволяет фиксировать наследуемые раз-
личия по физиологической чувствительно-
сти к воздействию токсикантов, в том чис-
ле ТМ (Cd, Cu, Zn, Pb). 

Важным условием методики является 
разграничение наследуемой чувствитель-
ности и временного физиологического 
ослабления. Для этого предусмотрен этап 
восстановления в чистой среде и подтвер-
ждение стабильности признака в несколь-
ких поколениях без экспозиции. 

Изложение материала. 1.1. Получение 
исходного генофонда. Исходным материа-
лом служат половозрелые самки Daphnia 
magna, отобранные из природных популя-
ций водоемов малых рек восточного Дон-
басса (не менее 5–8 географически уда-
ленных точек для обеспечения максималь-
ного генетического разнообразия). 

Минимальный объем выборки на дан-
ном этапе должен составлять не менее  
50–100 особей для сохранения репрезента-
тивности исходного генофонда. 

После отбора рачки культивируются в 
стандартных лабораторных условиях не 
менее двух поколений без воздействия 
ТМ. Это позволяет минимизировать влия-
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ние предшествующих экологических фак-
торов на результаты селекции. 

1.2. Выбор концентрации и экспозиция в 
щадящем режиме для выявления чувстви-
тельности. Для выявления генотипиче-
ских различий используется хронический 
сублетальный стресс, который, что прин-
ципиально важно, не должен вызывать 
массовой гибели, поскольку селекция на 
основе высокой смертности приводит к 
отбору устойчивых форм. В данной мето-
дике выявление наиболее чувствительных 
особей проводится на основе различий в 
сублетальных показателях. 

1.2.1. Выбор концентрации. Предвари-
тельно определяется концентрация, близкая к 
NOEC или EC10, на стандартной лаборатор-
ной культуре. Концентрация должна: 

– не вызывать массовой гибели (смерт-
ность не более 10–15 %); 

– снижать плодовитость или замедлять 
развитие у части особей; 

– обеспечивать выявление вариабельно-
сти реакции. 

Использование диапазона EC10–EC20 
предпочтительнее, чем ориентирование на 
NOEC, поскольку данный интервал более 
чувствителен к сублетальным эффектам. 

1.2.2. Химические свойства металлов. 
Различные металлы имеют неодинаковую 
токсичность для дафний. В таблице 1 при-
ведены ориентировочные диапазоны для 
наиболее распространенных тяжелых ме-
таллов [1, 9, 13]. 

1.2.3. Факторы, повышающие чувстви-
тельность. Для усиления эффекта рекомен-
дуется использовать мягкую воду (жест-
кость менее 50 мг CaCO3/л), поскольку до-
казано, что низкая жесткость воды повы-
шает биодоступность и токсичность метал-
лов для дафний в 2–3 раза [13, 14]. 

1.3. Изоляция и размножение чувстви-
тельных линий. На данном этапе осу-
ществляется отделение генотипов, про-
явивших наибольшую выраженность суб-
летальных эффектов при сохранении спо-
собности к размножению. 

Таблица 1 
Ориентировочные концентрации для селекции 

(на основе литературных данных) 

Металл Концентрация в мг/дм3 

Cd 
(NOEC) 0,00017–0,0005 мг/дм3 
(LOEC) 0,001–0,003 мг/дм3 
(рабочая) 0,0003–0,0008 мг/дм3 

Cu 
(NOEC) 0,005–0,01 мг/дм3 
(LOEC) 0,015–0,03 мг/дм3 
(рабочая) 0,008–0,015 мг/дм3 

Zn 
(NOEC) 0,03–0,07 мг/дм3 
(LOEC) 0,1–0,2 мг/дм3 
(рабочая) 0,05–0,08 мг/дм3 

Pb 
(NOEC) 0,01–0,03 мг/дм3 
(LOEC) 0,04–0,08 мг/дм3 
(рабочая) 0,02–0,035 мг/дм3 

Ni 
(NOEC) 0,01–0,03 мг/дм3 
(LOEC) 0,04–0,1 мг/дм3 
(рабочая) 0,02–0,04 мг/дм3 

Примечание: значения могут существенно варь-
ировать в зависимости от жесткости воды, pH и 
других факторов. 

 
Важно подчеркнуть, что отбор осу-

ществляется не по факту гибели, а по 
устойчиво проявляющимся сниженным 
жизненным показателям. 

1.3.1. Перевод в индивидуальные сосуды. 
После 1–2 поколений культивирования в 
присутствии низкой концентрации металла 
(этап 1.2) отбирают не менее 10–20 взрос-
лых самок и рассаживают их по индивиду-
альным сосудам в чистую среду без ТМ [8]. 

Этот этап необходим для исключения 
прямого токсического воздействия; выяв-
ления наследуемости признака; устране-
ния кратковременных физиологических 
нарушений. 

1.3.2. Оценка жизненных показателей. В 
чистой среде проводится оценка каждой 
клональной линии по ключевым парамет-
рам: выживаемость; плодовитость (общее 
количество потомства за 21 день); время 
появления первого помета; длина тела. 

Сохранение пониженных показателей 
по сравнению со средним популяционным 
уровнем после этапа восстановления сви-
детельствует о вероятной генетической 
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обусловленности повышенной чувстви-
тельности. 

1.3.3. Критерий отбора. Для дальнейшей 
работы отбираются линии, показавшие в 
предыдущем поколении (в присутствии 
ТМ) наихудшие результаты: самую низ-
кую плодовитость или наиболее выражен-
ные отклонения в развитии. 

Отбор проводится при условии поддер-
жания достаточной численности клона (не 
менее 15–20 особей), чтобы исключить и 
инбридинговую депрессию. 

1.4. Консолидация признака и под-
тверждение чувствительности. 

1.4.1. Направленное размножение. По-
томство (неониды) от отобранных «чув-
ствительных» линий повторно помещается 
в среду с низкой концентрацией ТМ (как 
на этапе 1.2). Цикл «экспозиция → изоля-
ция в чистую среду → отбор по наихуд-
шим показателям» повторяется в течение 
3–5 поколений для закрепления признака 
повышенной чувствительности, что доста-
точно для консолидации полигенно обу-
словленных признаков [15]. 

Признак считается закреплённым, если: 
– реакция линии на металл статистиче-

ски воспроизводима; 
– чувствительность сохраняется после 

поколения без воздействия; 
– различия по сравнению с исходной 

популяцией стабильны. 
Важно избегать повышения концентра-

ции ТМ в процессе селекции, чтобы не за-
пустить адаптивный отбор устойчивости. 

1.4.2. Финальное тестирование. Объем 
выборки должен составлять не менее  
10–15 особей на каждую тестируемую ли-
нию и концентрацию. Проводится стан-
дартный хронический тест с металлом при 
параллельном тестировании: 

– новой селекционированной «чувстви-
тельной» линии; 

– исходной гетерогенной популяции 
(контроль); 

– стандартной лабораторной культуры 
(контроль). 

Сравниваются значения EC10 и EC20 
(предпочтительно для хронического те-
ста), NOEC/LOEC. 

Селекция считается успешной при ста-
тистически достоверном снижении 
EC10/EC20 и LOEC у новой линии по срав-
нению с контрольной (p < 0,05). 

1.4.3. Контроль стабильности признака. 
В процессе культивирования селекциони-
рованной линии рекомендуется ежеквар-
тально проводить калибровку чувстви-
тельности на эталонном токсиканте 
(K2Cr2O7) для своевременного выявления 
возможного дрейфа чувствительности [16]. 
При обнаружении снижения чувствитель-
ности более чем на 20 % от исходных зна-
чений следует повторить цикл селекции. 

2. Оборудование и условия проведения 
теста. Для проведения хронического ис-
следования требуется комплекс оборудо-
вания, обеспечивающий стандартизиро-
ванные условия культивирования, реги-
страцию и последующую обработку полу-
ченных данных [17]: 

– микроскоп, оснащённый цифровой 
камерой для видеорегистрации; 

– климатическая камера с точностью 
поддержания температуры ±1 ºС; 

– осветители с таймером, pH-метр, ок-
симетр; 

– химически инертная посуда для куль-
тивирования (объём 50–250 мл), фильтры 
мембранные (0,45 мкм), предметные стекла; 

– компьютер с установленным ПО ImageJ. 
Для минимизации влияния факторов 

среды и выявления генотипически обу-
словленных различий все клональные ли-
нии содержатся в одинаковых условиях 
согласно ФР 1.39.2007.03222 (табл. 2). 

3. Выбор исследуемых параметров для 
исследования при микроскопии. В каче-
стве исследуемых параметров были вы-
браны показатели, доступные для прямого 
наблюдения и количественной либо полу-
количественной оценки без применения 
дополнительных методов фиксации окра-
шивания. 
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Таблица 2 
Условия проведения теста согласно ФР [18] 

Параметр Условие проведения 
Тип теста Полустатический (с возобновлением среды 3 раза в неделю) 
Длительность 21 день 
Температура 20 ± 1 ºC (строгий контроль для исключения температурного влияния на ЧСС [20]) 
Освещение 16 часов света / 8 часов темноты 
Среда Для контроля — синтетическая среда (по OECD). Для тестовых растворов — 

натуральная вода из малых рек восточного Донбасса (после фильтрации) или 
модельные растворы солей ТМ 

Кормление Ежедневное кормление водорослями (Chlorella vulgaris) в стандартизированном 
количестве (0,1–0,2 мг особь/день) 

Плотность 
посадки 

Индивидуальное содержание (1 особь на 50 мл среды) или групповое (не более 
20–25 особей на 1 л) 

  
При увеличении ×30–40 отчётливо ви-

зуализируются основные анатомические 
структуры Daphnia magna размером от 0,1 
до 0,2 мм (рис. 1). Этого вполне достаточно 
для регистрации морфологических и функ-
циональных изменений, возникающих в 
ответ на воздействие ТМ в водной среде. 

Таким образом, использование микро-
скопа с увеличением ×40 определяет вы-
бор морфофизиологических показателей, 
ориентированных на выявление субле-
тальных токсических эффектов, позволяя 
связать наблюдаемые изменения в орга-
низме Daphnia magna с воздействием ТМ, 
присутствующих в исследуемых водных 
пробах. 

Ниже представлена характеристика вы-
бранных параметров, обоснованная с учё-
том данных литературы. 

3.1. Морфометрические показатели. 
Морфологические признаки, такие как 
длина тела, высота головного шлема и 
длина хвостовой иглы (рис. 2), формиру-

ются в процессе постэмбрионального раз-
вития и зависят от интенсивности обмен-
ных процессов, скорости линек и состоя-
ния кальциевого обмена. Поскольку тяжё-
лые металлы нарушают ферментативную 
активность, ионный баланс и метаболизм, 
их хроническое воздействие неизбежно 
сказывается на ростовых процессах. 

3.1.1. Длина тела рассматривается как ос-
новной морфометрический показатель хро-
нической токсичности (измеряется от перед-
него края головы до основания хвостовой 
иглы). Длина тела является интегральным 
показателем благополучия особи. Согласно 
наблюдениям А. С. Ольковой [16, 17], её од-
новременное уменьшение в сочетании с 
бледной окраской свидетельствует об от-
клонении абиотических или биотических 
факторов от оптимальных значений. В 
условиях хронического токсического воз-
действия ТМ замедление линейного роста 
служит надежным критерием угнетения 
обменных процессов. 

 

Рисунок 1 — Daphnia magna при увеличении ×30–40 
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Рисунок 2 — Схема промеров для Daphnia 
magna : LB — длина тела; h — высота шлема; 

Tsl — длина хвостовой иглы 

3.1.2. Длина хвостовой иглы представ-
ляет интерес не только как ростовой пара-
метр, но и как потенциальный маркер ге-
нотипической изменчивости. В исследова-
ниях, посвященных адаптации дафний к 
условиям окружающей среды, этот при-
знак используется для выделения различ-
ных генотипов внутри популяции на осно-
ве корреляции с физиологическими реак-
циями [4, 5]. 

Изменение длины иглы в ответ на хрони-
ческий стресс может отражать как непо-
средственное токсическое действие (нару-
шение кальциевого обмена при линьке), так 
и реакцию организма на акклиматизацию.  

3.1.3. Высота головного шлема характе-
ризует особенности морфогенеза и пластич-
ность фенотипа. Данный параметр чувстви-
телен к изменениям среды и может изме-
няться при длительном токсическом воздей-
ствии. Высота шлема рассматривается как 
дополнительный индикатор, поскольку по-
казатель обладает выраженной зависимо-
стью от температуры, плотности культуры и 
генотипических особенностей линии. 

3.2. Физиологические показатели ре-
продуктивной функции. Репродуктивная 
функция является одной из самых чув-
ствительных к хроническому воздействию 
токсикантов. При увеличении ×40 стано-
вится возможным прямой подсчет следу-
ющих показателей, рекомендованных [16] 
для оценки «здоровья» тест-культуры. 

3.2.1. Количество эмбрионов в выводко-
вой камере. Прямой подсчет яиц и эмбрио-
нов у живых самок позволяет на ранних 
этапах выявить снижение репродуктивного 
потенциала до того, как это скажется на об-
щем количестве появившейся молоди. 

3.2.2. Наличие и количество абортивных 
(неразвившихся) яиц. Это один из ключевых 
и наиболее информативных параметров. 
Абортивные яйца представляют собой тем-
ные сферы диаметром 0,1–0,2 мм, различи-
мые даже невооруженным глазом, а под 
микроскопом — особенно четко (рис. 3).  

Регулярное появление абортивных яиц 
в опытных группах по сравнению с кон-
тролем является прямым доказательством 
эмбриотоксического эффекта исследуемой 
воды, вызванного ТМ. Количество абор-
тивных яиц, превышающее 20 % от сум-
марного числа молоди, свидетельствует о 
резком ухудшении состояния лаборатор-
ной популяции. 

 

Рисунок 3 — Появление абортивных яиц 
в культуре Daphnia magna 
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3.3. Поведенческие и витальные пока-
затели. Двигательная активность и общее 
состояние организма, оцениваемые визу-
ально, служат ранними индикаторами 
стресса, позволяющими зарегистрировать 
токсический эффект задолго до появления 
необратимых изменений на морфологиче-
ском или репродуктивном уровне. Пове-
денческие реакции являются наиболее 
чувствительными и быстро реализуемыми, 
что делает их ценным инструментом для 
экспресс-диагностики. 

3.3.1. Характер движений и локомотор-
ная активность. Отклонением от нормы 
считаются слишком резкие спонтанные 
движения, длительные вращательные дви-
жения у поверхности воды или движение 
«на боку». Фиксация таких паттернов пове-
дения в тестируемых пробах указывает на 
нейротоксическое действие загрязнителей. 

3.3.2. Наполнение и перистальтика ки-
шечника. У здоровой, активно питающей-
ся дафнии кишечник имеет темно-зеленый 
цвет и хорошо наполнен (рис. 4). Пустой 
или слабо наполненный кишечник свиде-
тельствует о снижении пищевой активно-
сти, вызванном интоксикацией, и может 
быть зафиксирован микроскопически до 
наступления необратимых изменений. 

3.3.3. Изменение окраски покровов. По-
явление розоватого или красноватого от-
тенка у дафний, в отличие от нормальной 
желто-коричневой окраски, является при-
знаком хронической гипоксии (рис. 5). В 
контексте воздействия ТМ это может быть 
следствием повреждения жаберного эпите-
лия или нарушения транспорта кислорода. 

3.4. Физиологический показатель — ча-
стота сердечных сокращений (ЧСС). ЧСС у 
Daphnia magna является высокочувстви-
тельным функциональным показателем, от-
ражающим состояние метаболических про-
цессов и реакции организма на стрессорное 
воздействие. Благодаря прозрачности кара-
пакса и дорсальному расположению сердца, 
его сокращения отчетливо визуализируются 
при увеличении ×40, что позволяет приме-
нять видеорегистрацию для количественной 

оценки ЧСС. Сердце дафний, расположен-
ное в спинной части тела между кишечни-
ком и выводковой камерой, функционирует 
миогенно, что делает его реакцию на внеш-
ние воздействия сопоставимой с реакцией 
сердечной мышцы позвоночных животных 
и повышает трансляционный потенциал по-
лучаемых данных [19, 20]. 

 

Рисунок 4 — Здоровый хорошо наполненный 
кишечник у Daphnia magna 

 

 

Рисунок 5 — Вверху: внешний вид дафнии 
с желто-коричневой окраской (норма). внизу: 
внешний вид дафнии с красной окраской — 

признак кислородного голодания 
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В отличие от классических интеграль-
ных показателей (выживаемость, плодови-
тость), изменение ЧСС относится к числу 
ранних сублетальных ответов. Исследова-
ния на различных гидробионтах демон-
стрируют, что кардиотоксические эффекты 
могут регистрироваться при концентраци-
ях токсикантов на несколько порядков бо-
лее низких, чем вызывающие летальный 
исход [19]. В частности, для нейротоксич-
ных соединений показано достоверное 
снижение ЧСС у Daphnia magna уже при 
концентрации 0,1 частей на миллиард 
(ppb), что подчеркивает диагностическую 
ценность данного показателя для оценки 
хронического загрязнения [20]. Помимо 
частоты сокращений, информативным па-
раметром является вариабельность сер-
дечного ритма, увеличение которой свиде-
тельствует о нарушении нейрогумораль-
ной регуляции и может служить ранним 
индикатором нейротоксического эффекта 
ещё до изменения средней ЧСС. 

В рамках настоящей методики регистра-
цию ЧСС необходимо проводить на 7-е, 14-е 
и 21-е сутки эксперимента в дневное вре-
мя. Для минимизации влияния двигатель-
ной активности на качество видеозаписи 
допускается кратковременная иммобилиза-
ция дафний с использованием 3 % раствора 
метилцеллюлозы, которая не оказывает 
значимого влияния на сердечный ритм в 
течение 30 минут наблюдения [20]. Видео-
запись (не менее 30–60 секунд на особь) 
производится с помощью цифровой каме-
ры, после чего в программе ImageJ с плаги-
ном Time Series Analyzer проводится анализ 
частоты пульсаций путем регистрации ди-
намического изменения пиксельной интен-
сивности в области сердца (рис. 6). 

4. Программное обеспечение ImageJ. 
Java-ориентированное программное обес-
печение для обработки и анализа изобра-
жений, разработанное сотрудниками 
Национального института здравоохране-
ния (NIH, США). Программа предназначе-
на для количественной обработки изобра-
жений, полученных методами световой и 

электронной микроскопии, и широко при-
меняется в биологических, медицинских и 
экологических исследованиях [21]. 

Ключевые характеристики ImageJ при-
ведены в таблице 3. 

 

 

 

Рисунок 6 — Изображения сердца Daphnia 
magna (А), в стадии диастолы (D) и систолы (G) 

Таблица 3 
Ключевые характеристики ImageJ 

Характеристика Описание 
Тип лицензии Общественное достояние 

(Public Domain), 
свободное ПО 

Платформа Кроссплатформенное 
(Windows, macOS, Linux) 

Архитектура Открытая архитектура с 
поддержкой плагинов и 
макросов 

Поддерживаемые 
форматы 

TIFF, PNG, GIF, JPEG, 
BMP, DICOM, а также 
видеоформаты 
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Функциональные возможности ImageJ: 
калибровка изображений по масштабу; 
измерение линейных размеров, площадей 
и объёмов объектов; анализ яркости и кон-
трастности изображений; обработка вре-
менных рядов изображений и видеозапи-
сей; отслеживание движения объектов и 
построение траекторий; использование 
плагинов для расширения функциональ-
ных возможностей. 

Интерфейс программы представлен на 
рисунке 7. 

4.2. Обоснование использования ImageJ 
в исследовании. Применение ImageJ в 
настоящем исследовании обосновано сле-
дующими факторами: 

1) Соответствие задачам исследования. 
ImageJ позволяет количественно оценить 
выбранные морфофизиологические пара-
метры Daphnia magna — морфометрические 
показатели (длина тела, длина хвостовой 
иглы), репродуктивные параметры (подсчёт 
абортивных яиц, эмбрионов) и ЧСС. 

2) Валидированная методика. Исполь-
зование ImageJ для оценки кардиоваску-
лярной функции у Daphnia magna под-
тверждено рецензируемыми научными 
публикациями [19, 20]. Кроме того, разра-
ботаны специализированные макросы для 
анализа сократительной активности, такие 
как MYOCYTER, которые значительно 
упрощают и автоматизируют процесс об-
работки видеоданных [22]. 

3) Работа с имеющимся оборудованием. 
ImageJ не требует специализированного 
аппаратного обеспечения и может исполь-
зоваться с фотографиями (или Screenshot), 
видеозаписями, полученными при увели-
чении ×40, что соответствует возможно-
стям имеющегося микроскопа. 

4) Открытый доступ. Программа рас-
пространяется бесплатно, что обеспечива-
ет доступность метода и возможность его 
воспроизведения в других лабораториях. 

5) Расширяемость. При необходимости 
в ходе исследования могут быть добавле-
ны дополнительные плагины для автома-
тизации рутинных операций. 

 

Рисунок 7 — Рабочий интерфейс  
программы ImageJ 

4.3. Протокол работы с ImageJ. В рам-
ках данной методики планируется следу-
ющий протокол работы с ImageJ: 

1) Видеорегистрация: запись сердечной 
активности дафний с использованием 
цифровой камеры, установленной на мик-
роскопе (×40). 

2) Импорт и предобработка: загрузка 
видеофайлов в ImageJ, конвертация в по-
следовательность кадров. 

3) Морфометрический анализ: калиб-
ровка изображения с использованием объ-
ект-микрометра, измерение длины тела и 
хвостовой иглы с помощью инструментов 
линейных измерений. 

4) Анализ ЧСС: применение плагина Time 
Series Analyzer для выделения области сердца 
и построения графика динамики пиксельной 
интенсивности, по которому рассчитывается 
частота сокращений (уд/мин). 

5) Подсчёт репродуктивных показателей: 
визуальный подсчёт эмбрионов в выводко-
вой камере и абортивных яиц с использова-
нием инструментов подсчёта объектов. 

5. Порядок проведения исследования. 
Этап 1. Предварительный этап: отбор 

чувствительного генотипа 
1) Сбор природной популяции (не менее 

5–8 точек). 
2) Выделение изолятов и их тестирова-

ние при низких концентрациях ТМ (на 
уровне NOEC). 
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3) Отбор клона с наибольшей чувствитель-
ностью по критериям, описанным в разделе 1. 

Этап 2. Основной этап: хронический 
тест (21 день). 

1) День 0. Помещение неонидов (возраст 
<24 ч) отобранного чувствительного клона в 
тестовые растворы (контроль и разведения 
исследуемой воды) в индивидуальные сосу-
ды (n ≥ 10 на концентрацию). 

2) Ежедневно подсчёт и удаление потом-
ства, а также регистрация гибели родителей 
и визуальная оценка состояния (окраска, по-
ведение, наполнение кишечника). 

3) При смене среды (3 раза/неделю): 
– контроль pH, температуры, раство-

рённого кислорода; 
– отбор проб воды для химического 

анализа (при необходимости). 
4) Дни 7, 14, 21 (видеорегистрация ЧСС): 
– индивидуальное помещение дафнии 

на предметное стекло с каплей 3 % метил-
целлюлозы; 

– 1-минутная акклиматизация; 
– видеозапись (30–60 секунд) области 

сердца при ×40; 
– возвращение дафнии в тестовый сосуд. 
5) День 21 (завершение эксперимента): 
– окончательный подсчёт потомства; 
– измерение длины тела и хвостовой иглы; 
– фотографирование и анализ всех по-

казателей; 
– фиксация материалов для последую-

щей обработки. 
Этап 3. Обработка полученных данных 

в ImageJ. 
1) Анализ частоты сердечных сокраще-

ний: расчёт ЧСС по формуле: 
ЧСС (уд/мин) = 60/средний интервал меж-
ду пиками. 

2) Морфометрический анализ: 
– калибровка изображения с использо-

ванием объект-микрометра; 
– измерение длины тела и хвостовой 

иглы инструментом Straight Line. 
3) Подсчёт репродуктивных показате-

лей: подсчёт эмбрионов и абортивных яиц. 
Этап 4. Статистическая обработка 

данных. Обработка полученных данных 
производится с использованием специали-

зированного статистического программно-
го обеспечения (GraphPad Prism, R, 
Statistica или аналогов). 

Применимые статистические методы 
представлены в таблице 4. 

Этап 5. Расчёт токсикологических по-
казателей. Для каждого исследуемого по-
казателя рассчитываются: 

– NOEC — максимальная концентра-
ция, не вызывающая статистически значи-
мого отличия от контроля; 

– LOEC — минимальная концентрация, 
вызывающая статистически значимый эф-
фект; 

– EC50 — концентрация, вызывающая 
50 % изменение показателя относительно 
контроля. 

Для частоты сердечных сокращений 
дополнительно рассчитываются EC10 и 
EC20 как более ранние индикаторы токси-
ческого эффекта [20]. 

6. Критерии приемлемости теста 
(валидность). Валидность теста — это 
степень достоверности полученных ре-
зультатов, обеспечивающая возможность 
их корректной интерпретации и сравнения 
с данными других исследований. Понятие 
валидности включает в себя не только ста-
тистическую значимость различий между 
контролем и опытом, но и биологическую 
состоятельность используемой тест-
системы, а также воспроизводимость ре-
зультатов в повторных экспериментах. В 
мировой практике токсикологических ис-
следований соблюдение критериев валид-
ности является обязательным условием 
для признания результатов лабораторных 
испытаний и их использования в целях 
экологического нормирования и регулиро-
вания [23]. 

Для признания хронического теста на 
Daphnia magna валидным необходимо од-
новременное выполнение ряда критериев, 
характеризующих состояние контрольной 
группы и стабильность условий экспери-
мента [16, 18, 20]. 

Сводные критерии, необходимые для 
признания хронического теста валидным, 
представлены в таблице 5. 
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7. Ожидаемые результаты и их ин-
терпретация. В хроническом исследова-
нии на Daphnia magna регистрируемые 
изменения показателей отражают различ-
ные уровни токсического воздействия ТМ 
(Cu, Zn, Cd, Pb и др.). Интерпретация по-

лученных результатов должна учитывать 
как направленность изменений (увеличе-
ние/уменьшение), так и их величину, а 
также взаимосвязи между различными 
тест-функциями [3]. Ожидаемые результа-
ты представлены в таблицах 6А–6Г. 

Таблица 4 
Применимые статистические методы 

Метод Назначение 

Дисперсионный анализ Сравнение средних значений между контрольной и опытными 
группами 

Тест Даннета (Dunnett’s test) Множественное сравнение с контролем для определения 
NOEC/LOEC 

Пробит-анализ или 
нелинейная регрессия Расчёт EC50 для исследованных показателей 

Корреляционный анализ 
(Пирсона/Спирмена) 

Выявление связей между концентрацией металлов и 
биологическими эффектами 

t-критерий Стьюдента Попарное сравнение показателей в динамике (дни 7, 14, 21) 
Уровень статистической значимости принимается p < 0,05. 

Таблица 5 
Условия признания теста валидным 

Критерий Норматив 
Смертность родительских особей Не более 20 % к концу теста 
Среднее количество живого потомства на 
одну выжившую самку 

Не менее 60 особей за 21 день 

День первого приплода 7–12 сутки жизни особей 
Появление абортивных яиц Менее 20 % от суммарного количества молоди 
Частота сердечных сокращений в контроле 540–580 уд/мин при 20–22 ºС 
Подтверждение генотипа Использованная тест-популяция принадлежит к 

отобранному чувствительному генотипу 
Диапазон температур 20 ± 1 ºС на протяжении всего эксперимента 
pH среды 6,5–8,5 
Растворенный кислород >3 мг/дм3 в конце интервала между сменами среды 

Таблица 6А 
Прогнозируемые изменения выживаемости и репродуктивных показателей  

при хроническом токсическом воздействии 

Показатель Характер изменений при 
токсическом воздействии Биологическая интерпретация 

Выживаемость Снижение (при высоких 
концентрациях) 

Летальный эффект, необратимое нарушение 
жизненно важных функций 

Общая плодовитость Уменьшение количества 
потомства на самку 

Репродуктивная токсичность, нарушение 
оогенеза или эмбриогенеза 

День первого помета Увеличение (задержка) Замедление полового созревания, нарушение 
гормональной регуляции 

Количество пометов за 
21 день Снижение частоты Удлинение интервалов между линьками и 

репродуктивными циклами 
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Продолжение таблицы 6А 

Показатель Характер изменений при 
токсическом воздействии Биологическая интерпретация 

Размер молоди в 
первом помете Уменьшение Нарушение питания эмбрионов, токсическое 

влияние на ранние стадии 
Количество эмбрионов 
в выводковой камере Уменьшение Снижение репродуктивного потенциала на 

ранних этапах 
Количество абортивных 
(неразвившихся) яиц Увеличение Прямое доказательство эмбриотоксического 

эффекта 
Доля абортивных яиц >20 % от общего числа Критическое ухудшение состояния популяции 

Таблица 6Б 
Прогнозируемые изменения поведенческих и витальных параметров  

при хроническом токсическом воздействии 

Показатель Норма Отклонение Биологическая интерпретация 

Окраска 
покровов 

Желто-коричневая Красная/розовая Хроническая гипоксия, повреждение 
жаберного эпителия 

 Бледная, стекловидная Анемия, истощение 
Наполнение 
кишечника 

Темно-зеленый, 
хорошо наполнен 

Пустой или слабо 
наполненный 

Снижение пищевой активности, 
интоксикация 

Характер 
движений 

Равномерные, 
медленные 

Резкие спонтанные 
движения Нейротоксическое действие 

 Вращательные у 
поверхности 

Нарушение координации, поражение 
нервной системы 

 Движение «на боку» Тяжелая интоксикация 
Распределение 
в толще воды 

Равномерное Скопление у поверхности Дефицит кислорода 
 Полегание на дно Угнетение, тяжелая интоксикация 

Таблица 6В 
Прогнозируемые изменения морфометрических параметров  

при хроническом токсическом воздействии 

Показатель Характер изменений при 
токсическом воздействии Биологическая интерпретация 

Длина тела Замедление линейного роста 
(уменьшение конечных размеров) 

Ингибирование анаболических процессов, 
нарушение белкового и кальциевого обмена 

Длина хвостовой 
иглы Изменение (видозависимо) Нарушение морфогенеза как маркер 

генотипической изменчивости 
Высота головного 
шлема Уменьшение Общее угнетение ростовых процессов, 

нарушение формообразования 

Таблица 6Г 
Прогнозируемые изменения сердечной активности при хроническом токсическом воздействии 

Показатель Характер изменений при 
токсическом воздействии Биологическая интерпретация 

Частота сердечных 
сокращений (ЧСС) 

Брадикардия (урежение) Нарушение проводимости, кардиодепрессивный 
эффект 

Тахикардия (учащение) Компенсаторная реакция на гипоксию, стресс 
Вариабельность 
сердечного ритма Увеличение (аритмия) Нарушение нейрогуморальной регуляции 

Регулярность ритма Появление аритмий Кардиотоксический эффект 
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Выводы:  
1. Предложена детализированная мето-

дика 21-дневного хронического биотести-
рования на Daphnia magna, интегрирую-
щая классические подходы (OECD 211, 
ФР 1.39.2007.03222) с современными ме-
тодами функциональной диагностики (ви-
деорегистрация сердечной активности, 
морфометрический анализ, подсчет абор-
тивных яиц). 

2. Обоснована необходимость предва-
рительного генотипического отбора чув-
ствительных линий из природных популя-
ций малых рек восточного Донбасса. 
Предложен алгоритм селекции (получение 
материала → экспозиция → изоляция → 
консолидация). 

3. Определены оптимальные концен-
трации для селекции по основным тяже-
лым металлам (Cd, Cu, Zn, Pb, Ni) с учетом 
их токсичности и влияния жесткости воды. 
Для кадмия рекомендована концентрация  
0,0003–0,0008 мг/дм3, для меди —  
0,008–0,015 мг/дм3, для цинка —  
0,05–0,08 мг/дм3. 

4. Установлено, что комплексное ис-
пользование морфометрических (длина 
тела, длина хвостовой иглы), репродук-
тивных (плодовитость, абортивные яйца), 
поведенческих (характер движений, 
наполнение кишечника) и кардиоваску-
лярных (ЧСС, вариабельность ритма) по-
казателей позволяет регистрировать суб-
летальные эффекты на разных уровнях ор-
ганизации — от физиологического до по-
пуляционного. 

5. Показано, что частота сердечных со-
кращений является наиболее чувствитель-
ным маркером, позволяющим выявлять 
токсический эффект при концентрациях, 
на несколько порядков более низких, чем 
вызывающие летальный исход. Для кад-
мия порог регистрации эффекта по ЧСС 
составляет 0,1 ppb (0,0001 мг/дм3). 

6. Предложен протокол обработки ви-
деоматериалов в программе ImageJ, вклю-
чающий калибровку изображений, морфо-
метрические измерения и анализ ЧСС с 

помощью плагина Time Series Analyzer. 
Данный протокол обеспечивает количе-
ственную оценку параметров и воспроиз-
водимость результатов. 

7. Сформулированы критерии валидно-
сти теста, объединяющие требования меж-
дународных стандартов (OECD, ИСО), 
российской нормативной документации и 
дополнительные показатели (состояние 
культуры, ЧСС), что повышает достовер-
ность получаемых результатов. 

8. Разработанная методика может быть 
рекомендована для использования в си-
стеме экологического мониторинга малых 
рек восточного Донбасса, а также для дру-
гих регионов со сходными проблемами 
загрязнения ТМ. 

В дальнейших исследованиях предпо-
лагается апробация разработанной мето-
дики на пробах воды из малых рек восточ-
ного Донбасса. В случае подтверждения ее 
эффективности в сравнении с результата-
ми стандартных тестов дальнейшие иссле-
дования могут быть направлены на реше-
ние следующих задач. 

1. Исследование синергетических и ан-
тагонистических эффектов при совместном 
действии нескольких тяжелых металлов, 
характерных для шахтных вод региона. 

2. Разработка автоматизированных алго-
ритмов анализа ЧСС и морфометрических 
параметров в ImageJ с использованием мак-
росов для повышения производительности и 
снижения субъективности измерений. 

3. Изучение корреляции между кардио-
васкулярными показателями и биоаккуму-
ляцией тяжелых металлов в теле дафний 
для выявления механизмов токсического 
действия. 

4. Оценка возможности использования 
разработанной методики для тестирования 
других типов загрязнителей (пестицидов, 
нефтепродуктов, фармацевтических пре-
паратов). 

5. Создание регионального банка селек-
ционированных чувствительных геноти-
пов Daphnia magna для стандартизации 
биотестирования в восточном Донбассе. 
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6. Разработка шкал градации токсично-
сти на основе интегральной оценки всех 
исследуемых параметров (ЧСС, плодови-

тость, морфометрия) для перехода от кон-
статации эффекта к количественной клас-
сификации степени загрязнения. 
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METHOD FOR CONDUCTING CHRONIC BIOTESTING OF NATURAL WATERS IN DONBASS 

Method for conducting 21-day chronic biotesting using Daphnia magna Straus for the integrated 
assessment of toxicity of natural waters of Donbass contaminated with heavy metals is presented. 
Method takes into account the problems of genetic heterogeneity of populations, offering an approach 
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to the selection of sensitive genotypes. The test conditions, the procedure for creating a sensitive test-
line, the studied parameters (body length, tail spine length, fecundity, abortive eggs, movement pattern, 
gut fullness, heart rate, rhythm variability), the protocol for data analysis in ImageJ, key toxicological 
indicators (NOEC, LOEC, EC50/20/10), and statistical processing are described. The developed method 
allows to record the sublethal effects at concentrations of toxicants that are several orders of magnitude 
lower than the lethal concentrations, which enhances the diagnostic value of biotesting. The test 
validity criteria and expected results are given. 

Key words: Daphnia magna, chronic research, biotesting, heavy metals, selection of sensitive 
genotypes, sublethal effects, heart rate, cardiotoxicity, morphometric analysis, abortive eggs, 
embryotoxicity. 
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