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1 Крупнейшая река Европейской части России
Дон в своем нижнем течении –источник питьевой
воды для населения Ростовской обл., численность
которого более 4 млн. чел. Кроме того, Дон и его
притоки относятся к водным объектам, имеющим
большое значение для воспроизводства и использо#
вания водных биоресурсов. Экосистема Нижнего
Дона подвержена интенсивному антропогенному
прессингу – в нее попадает широкий спектр загряз#
няющих веществ. Сточные воды крупных предпри#
ятий машиностроительной, пищевой, химической
и других отраслей промышленности, хозяйственно#
бытовые сточные воды, смывы с сельскохозяй#
ственных угодий, сбросы животноводческих ком#
плексов, шахтные воды и подсланевые воды речных
судов вносят свой вклад в загрязнение. Загрязне#
нию подвергаются районы забора водопроводной
воды, места обитания многих рыб, имеющих про#
мысловую ценность (в частности, уникальных азов#
ских популяций осетровых), а также прибрежная
зона, имеющая рекреационное значение.

Одно из наиболее опасных последствий антро#
погенного прессинга – загрязнение водных экоси#
стем генотоксинами. Проводимые в последние де#
сятилетия исследования показали, что действие
этих веществ проявляется в виде физиологических
нарушений, тератогенеза, иммунодепрессии у ос#
новных промысловых гидробионтов Азово#Дон#
ского бассейна [5, 7].

Для эффективной борьбы с этими негативными
явлениями необходима информация о характере за#
грязнения. Для объективной оценки загрязнения и,
особенно, его последствий необходимо сопоставле#

1 Работа выполнена при финансовой поддержке Министер#
ства науки и образования РФ (проект 2.1.1/5028 по анали#
тической ведомственной целевой программе “Развитие
научного потенциала высшей школы” 2009–2010 гг.).

ние данных химического анализа поллютантов и
биотестов, описывающих токсикологические эф#
фекты всего комплекса веществ, присутствующих в
изучаемых образцах [32, 34, 38, 39]. Результаты ра#
бот по определению в компонентах экосистемы
Нижнего Дона приоритетных токсикантов много#
кратно публиковались и хорошо известны специа#
листам [1–3, 19–24). В то же время, данные биоте#
стирования описаны достаточно фрагментарно в
небольшом числе публикаций [4, 6, 12, 18). 

Для тестирования токсичности водной среды
широко применяются биосенсоры – системы, в ко#
торых изменения живого объекта регистрируются в
режиме “on line” при помощи электронного
устройства [26, 28, 31, 33, 35]. Для контроля гено#
токсичности широко применяются биосенсоры на
основе светящихся бактерий [27, 29, 30, 36, 37]. 

Задачей данной работы было изучение геноток#
сичности донных отложений (ДО) Нижнего Дона в
2001–2007 гг. при помощи специальной биолюми#
несцентной тест#системы, позволяющей достичь
оптимального сочетания экспрессности, чувстви#
тельности и трудоемкости [15].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалом проведенных исследований служи#
ли образцы ДО, отобранные в нижнем течении
р. Дон в 2001–2007 гг. ДО отбирали на 16 участках
р. Дон – от 500 м выше устья р. Северский Донец до
0 км (створ) (рисунок) с помощью дночерпателя
Петерсена. По 100 г каждой пробы упаковывали в
химически чистую посуду и доставляли в лаборато#
рию. В качестве экстрагента использовали 1%#ный
раствор TWEEN#80 в 96%#ном этаноле.

Для экстракции 20 г ДО помещали в коническую
колбу Эрленмейера с притертой крышкой, добав#
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ляли 20 мл экстрагента и экстрагировали в течение
60 мин на круговой качалке УВМТ#12#250 при
69 об/мин и комнатной температуре. Затем экс#
тракты фильтровали через обеззоленный бумаж#
ный фильтр “синяя лента”, 50 мкл экстракта ис#
пользовали для тестирования генотоксичности ДО.

В качестве тест#системы была использована мо#
дификация SOS#lux теста [15]. Репортером SOS#от#
вета служил lux#оперон (штамм E. coli С600, транс#
формированный плазмидой pPLS#1, в которой опе#
рон биолюминесценции находится под контролем
SOS#промотора – С600(pPLS#1) [11]. Для контроля
эффектов, не связанных с SOS#индукцией, исполь#
зовали штамм E. coli С600(pBA#5), lux#оперон кото#
рого находится под контролем конститутивного
промотора.

Штаммы E.coli выращивали на среде LB (пеп#
тон – 10 г, дрожжевой экстракт – 5 г, хлористый
натрий – 10 г на 1 л раствора; рН – 7.0) в присут#
ствии 50 мкг/мл ампициллина. В 50 мл среды вно#
сили 0.1 мл ночной культуры E. coli и инкубировали
в термостате в течение часа при 37°С. Затем добав#
ляли среду LB до достижения оптической плотно#
сти культуры 0.1 (550 нм). Аликвоты этой культуры
по 1 мл переносили в стерильные пробирки и до#
бавляли в них изучаемый экстракт в объеме 50 мкл.
В вариантах с метаболической активацией в про#
бирки добавляли по 25 мкл активирующей смеси,
содержащей фракцию микросомных ферментов пе#
чени крыс S#9 (таблица) [9]. Содержимое пробирок
тщательно перемешивали. Пробирки помещали в
термостат на час при температуре 37°С. В процессе
инкубации пробирки несколько раз встряхивали.

По окончании инкубации культуры охлаждали до
комнатной температуры в течение 10 мин. Измере#
ние интенсивности биолюминесценции культур,
содержащих анализируемые соединения, а также
контрольных культур, проводили на люминометре
ЛТ#01 (Россия).

Мерой генотоксичности служил фактор индук#
ции I ' – отношение интенсивности свечения
cуспензии SOS#lux штамма, содержащей тестируе#
мое соединение, Lc к интенсивности свечения кон#
трольной суспензии SOS#lux штамма Lk

I ' = Lc/Lk.

Коэффициент подавления свечения К рассчи#
тывали по формуле

К = lc/lk , 

где lc – интенсивность свечения суспензии lux#
штамма в присутствии тестируемого соединения;
lk – интенсивность свечения контрольной суспен#
зии.

Истинные значения фактора индукции рассчи#
тывали по формуле

I ' = I/K.

Достоверность отличия биолюминесценции в
опыте от контрольной величины оценивали по t#
критерию [8]. Вывод о генотоксичности пробы ДО
формулировали при р < 0.05. Если при достоверном
отличии опыта от контроля значения фактора ин#
дукции составляли <2, обнаруженный генотоксиче#
ский эффект оценивали как слабый; если они лежа#
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ли в диапазоне от 2 до 10 – как средний, а при пре#
вышении 10 – как сильный.

Все эксперименты проводили в трех–пяти неза#
висимых повторностях.

Для образцов ДО со статистически значимыми
генотоксическими эффектами рассчитывали экви#
валентную (вызывающую аналогичный генотокси#
ческий эффект в использованной тест#системе)
концентрацию бенз(а)пирена, мкг/л (таблица). 

Для ее определения находили зависимость гено#
токсического эффекта этого вещества от концентра#
ции. Эксперименты проводили в условиях метабо#
лической активации. Для построения градуировоч#
ного графика использовали диапазон концентраций
бенз(а)пирена от 10 до 30 мкг/л. Концентрацию
бенз(а)пирена, способную вызвать эффект, эквива#
лентный наблюдаемому при тестировании природ#
ных образцов, рассчитывали по градуировочному
графику. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

2001 г. Среди проб, отобранных в апреле 2001 г.,
генотоксичными были только две (1, 9), отобран#
ные в устьях рек Дон и Маныч (таблица).

Генотоксичность ДО в районе впадения р. Ма#
ныч в р. Дон может быть связана с пестицидным за#
грязнением, интенсивный источник которого –
выращивание риса [25] в бассейне этой реки [17]. 

Очень низкие значения фактора индукции, за#
фиксированные в 2001 г. (как в апреле, так и в ок#
тябре) в 500 м ниже устья р. Темерник, могут свиде#
тельствовать о присутствии в ДО токсичных ве#
ществ. Стоит отметить, что весной 2000 г. в районе
впадения р. Темерник в р. Дон было зарегистриро#
вано аномально высокое содержание хлороргани#
ческих пестицидов (ХОП) – 13 ПДК [16, 17]. Вместе
с постоянно регистрируемыми пестицидами групп
ГХЦГ и ДДТ в воде р. Дон в 2000 г. обнаружены 11
применяющихся пестицидов [2]. 

В октябре 2001 г. генотоксичные пробы 1–3 за#
фиксированы в дельте р. Дон, 8, 9 – в устье и ниже
по течению р. Маныч (таблица). Генотоксичность
ДО в районах отбора проб 1 и 9 фиксировалась и в
апреле 2001 г.

2002 г. Весной 2002 г. наблюдалась аналогичная
картина (таблица) – генотоксичность ДО регистри#
руется в пяти пробах, отобранных практически в тех
же районах [12]. По результатам изучения р. Дон в
2002 г. [19] ситуация по загрязнению вод осталась
такой же, как в 2001 г., а основными загрязняющи#
ми веществами были нефтяные углеводороды, со#
единения меди и железа, сульфаты, органические
соединения, фенолы, ртуть.

2003 г. В мае и июле 2003 г. генотоксичность ДО
обнаружена практически на всей акватории Ниж#
него Дона, за исключением одного района, иссле#

дованного в мае, и трех районов, исследованных в
июле. 

Из данных, представленных в таблице, видно, что
генетическая активность отобранных в мае 2003 г. ДО
р. Дон выявляется в случае применения метаболи#
ческой активации. Без применения метаболиче#
ской активации генотоксичность ДО обнаружена
лишь в районах 15 и 16.

Для проб, отобранных в июле 2003 г., характерна
картина, идентичная полученной в мае. В большин#
стве случаев генетическая активность проб ДО вы#
является для случаев тестирования с использовани#
ем метаболической активации. Но ее значения не#
сколько меньше по сравнению со значениями,
полученными для майских проб. Без применения
метаболической активации генотоксичность ДО
обнаружена в районах отбора проб 6 и 16 (устье
р. Аксай и 500 м выше устья р. Северский Донец со#
ответственно).

Выявленная генотоксичность ДО, в частности,
вызываемая веществами промутагенной природы,
может быть обусловлена активным судоходством –
главным источником полиароматических углево#
дородов, а также промышленными и бытовыми
стоками городов в бассейне р. Дон. 

Устье р. Маныч, а также районы в 500 м ниже и
500 м выше устья р. Маныч – районы с постоянно
повышенной токсикологической нагрузкой (гене#
тическая активность в них регистрировалась и ра#
нее, в 2001–2002 гг.).

По данным 2003 г. к выявленным ранее наиболее
загрязненным добавились районы устьев рек Се#
верский Донец и Аксай (генотоксичность ДО здесь
выявляется как без метаболической активации, так
и с ее использованием) [14].

Реки Северский Донец и Маныч – основные
притоки Дона, оба судоходны. Известно, что в ме#
стах транспортировки нефтепродуктов происходят
их систематические потери, аварийные проливы и,
как следствие, загрязнение грунтов и вод. Содержа#
ние нефтепродуктов – критический показатель за#
грязненности вод и ДО.

В 2003 г. среднегодовые концентрации нефте#
продуктов в воде и ДО Нижнего Дона многократно
превышали ПДК (0.5 мг/л), установленные для ры#
бохозяйственных водоемов [10]. Аномально высо#
кое нефтяное загрязнение ДО (5.3 г/(кг сух. массы))
было зафиксировано в районе устья р. Аксай. Наи#
более вероятный источник последнего – ремонтная
база судов, расположенная выше по течению р. Ак#
сай, где отстаиваются и ремонтируются морские и
речные суда [20].

2004 г. Из данных таблицы видно, что в июне
2004 г., как и в 2003 г., генотоксичность ДО зареги#
стрирована практически в каждом исследованном
районе, причем самые высокие значения фактора
индукции отмечались в районах 500 м выше устья
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р. Северский Донец (2.1), 500 м ниже устья р. Аксай
(3.2) и 500 м ниже устья р. Маныч (3.4).

В районе р. Маныч в 2004 г. были зарегистриро#
ваны наиболее высокие концентрация полихлори#
рованных бифенилов (ПХБ). В устье же р. Аксай
максимальное загрязнение ПХБ в воде варьировало
в пределах 0.9–34.0 нг/л. Генотоксичность ДО в
устье р. Аксай можно объяснить также и высокими
концентрациями нефтепродуктов (1.2 г/кг) [21].

В устье р. Северский Донец в 2004 г. загрязнение
ДО нефтепродуктами составило 1.57 г/кг, а также
наблюдалось и максимальное накопление ХОП −
13 мкг/(кг сух. массы). Установлено, что оно было
вызвано препаратом, содержащим ДДТ [21].

2005 г. Данные по генотоксичности ДО, полу#
ченные в 2005 г. (таблица), показали некоторое
уменьшение ее величины. Следует отметить, что в
2005 г. среднее загрязнение как воды, так и ДО в
Нижнем Дону было одним из самых слабых за по#
следние несколько лет [22, 23]. В частности, было
зарегистрировано наиболее слабое за последние не#
сколько лет загрязнение воды Нижнего Дона стой#
кими ХОП, обусловленное значительным умень#
шением количеств применяемых в регионе пести#
цидов, в том числе в рисоводстве. 

К наиболее загрязненным районам в этот пери#
од, по данным авторов статьи, относятся следую#
щие: в 500 м выше устья р. Аксай (в устье р. Аксай в
пробах ДО зафиксирована токсичность), 500 м ни#
же и 500 м выше устья р. Маныч, а также в 500 м ни#
же устья р. Северский Донец. Наиболее высокий
уровень генотоксичности ДО зарегистрирован в
районе, расположенном в 500 м ниже г. Азов [13].
Фактор индукции составил 2.2–2.9. Согласно дан#
ным, приведенным в [22], максимальное загрязне#
ние воды и ДО Нижнего Дона в 2005 г. также было
отмечено в районах выпуска сточных вод очистных
сооружений городов Ростов#на#Дону и Азов, в ме#
стах впадения притоков Северский Донец, Сал, Ак#
сай, а также в дельте р. Дон. К сожалению, исследо#
вания генотоксичности ДО в районах выпуска сточ#
ных вод очистных сооружений г. Ростова#на#Дону и
р. Сал авторами в тот год не проводились. 

Как и в предыдущие годы, в 2005 г. были зафик#
сированы районы повышенной экологической
опасности, в которых концентрации важнейших
антропогенных токсикантов превышали ПДК за#
грязняющих веществ как в воде, так и в ДО. 

2006 г. В 2006 г. генотоксический эффект ДО был
зарегистрирован в 9 из 13 исследованных районов
(таблица), или в 70% случаев. Значение фактора ин#
дукции колебалось от 1.6 до 3.4. Причем во всех ис#
следованных пробах ДО генотоксичность зафикси#
рована без применения метаболической активации,
что говорит о преобладании в грунтах мутагенов
прямого действия. В случае тестирования геноток#
сичности ДО с применением метаболической акти#
вации низкие значения фактора индукции свиде#

тельствуют о присутствии в грунтах токсичных ве#
ществ. Самые высокие величины фактора индукции
были отмечены в районе устья р. Сал (2.5) и 500 м
ниже (3.4).

2007 г. В июне 2007 г. наблюдалось снижение ге#
нотоксичности ДО, которое можно объяснить про#
цессами естественного самоочищения водоема, в
частности – вымыванием генотоксикантов из грун#
тов течением. Тем не менее, на участках в 500 м вы#
ше устья р. Аксай, 500 м ниже устья р. Маныч и в
устье р. Маныч наблюдаются относительно посто#
янные значения генотоксичности ДО, что свиде#
тельствует о наличии в данных районах устойчивого
загрязнения грунтов генотоксикантами (таблица).

Рассматривая полученные результаты, в целом
можно отметить, что наблюдается определенная
положительная динамика снижения количества за#
грязненных участков. В период развития промыш#
ленности и сельскохозяйственного производства
наблюдалось значительное поступление в водоемы
загрязняющих веществ разной природы. В послед#
ние годы спектр и концентрации загрязняющих ве#
ществ в разных компонентах экосистемы несколь#
ко уменьшились. В частности, в течение этих лет ре#
гистрировалось наиболее низкое загрязнение воды
Нижнего Дона стойкими ХОП [22 –24]. 

Снижение загрязнения вод можно также объяс#
нить закрытием ряда промышленных предприятий
области, проведением ремонтно#восстановитель#
ных и реконструкционных работ на очистительных
станциях водоканалов городов Ростова#на#Дону,
Таганрога, Красного Сулина, Каменска#Шахтин#
ского и других.

Для подтверждения тенденции стабильного сни#
жения генотоксичности среды необходимы более
длительные наблюдения за ее динамикой в бассей#
не Нижнего Дона. 

Тем не менее, причиной накопления генотокси#
ческих веществ в водоемах могут быть не только
промышленные стоки и химизация сельского хо#
зяйства. Достаточно широкий перечень таких со#
единений содержится в ливневых и бытовых стоках
городов. Мутагены могут вырабатываться многими
микроорганизмами, водорослями, присутствующи#
ми в естественных микробиоценозах. Совпадение
временных трендов снижения генотоксичности,
спада промышленного производства и снижения
применения ядохимикатов в сельском хозяйстве
свидетельствует об определяющем характере вклада
двух последних источников в накопление геноток#
синов в ДО нижнего течения р. Дон.

Число генотоксичных проб, исследованных в те#
чение 2001–2007 гг., составляет в этих районах от 36
до 45%.

Эти районы, по#видимому, можно предложить в
качестве контрольных для мониторинга геноток#
сичности водной среды Нижнего Дона. 
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ВЫВОДЫ

Изучение генотоксичности ДО Нижнего Дона
позволило выявить участки, для которых характер#
но хроническое загрязнение генотоксинами. На
данных участках число генотоксичных проб, иссле#
дованных в 2001–2007 гг., составляет в среднем 40%,
в то время как для остальных участков оно достигает
только 17.9%.

Стабильная регистрация достоверных генетиче#
ских эффектов позволяет прогнозировать в этих
районах деградацию биоресурсов.
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