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Введение 

При проведении биомониторинговых или 
экотоксикологических исследований часто при-
ходится сталкиваться с тем, что даже в группе 
однородных по размерно-весовым показателям 
животных, взятых из одной природной микро-
популяции, могут наблюдаться значительные 
количественные различия их реакций на одни и 
те же воздействия. Обычно для токсикологичес-
ких исследований применяют стандартные ме-
тоды отбора животных одного вида, одной гене-
тической линии, одного возраста и пола, сход-
ных по морфометрическим характеристикам и 
без видимых повреждений. Однако, как показа-
ли наши исследования, такой подход является 
необходимым, но не достаточным. В результате 
многочисленных экспериментов на бентосных 
беспозвоночных: речных раках (Astacus astacus, 
Pontastacus leptodactylus) и моллюсках (Mytilus 
edulis L., Mytilus galloprovincialis Lam., Littorina 
littorea L. и др.) нами установлено, что индиви-
дуальные различия в ответах тест-животных, 
отобранных по указанным общепринятым пока-
зателям, могут достигать 40–50% по характери-
стикам кардиоактивности (ЧСС) и общему бел-
ку гемолимфы (Кузнецова и др., 2010).  

Исходя из вышесказанного, весьма сущест-
венным представляется поиск методических 
подходов для выявления таких физиологичес-
ких, биохимических или поведенческих показа-
телей, которые наиболее полно отражали бы ин-
дивидуальные особенности животного, в част-
ности состояние организма в целом, или функ-
циональное состояние тестируемой системы, в 
частности сердечно-сосудистой.  

Настоящая работа была посвящена поиску 
именно таких подходов с целью определения 

критериев отбора бентосных беспозвоночных и 
формирования референтных групп тест-орга-
низмов, функциональное состояние которых оп-
ределено и однородно по своим физиологичес-
ким показателям. Это принципиально важно для 
получения в экотоксикологических исследова-
ниях достоверных результатов, облегчения их 
интерпретации, а также для использования та-
ких групп животных в биоэлектронных систе-
мах мониторинга контроля качества воды в ре-
альном времени (Холодкевич, 2007). 

Материалы и методы 

В лабораторных условиях при контролируе-
мых температуре и световом режиме проводили 
исследования на раках Pontastacus leptodactylus 
Esch, половозрелых самцах весом от 55 до 80 г. 
Перед экспериментами раков адаптировали к 
условиям содержания в течение 1–1,5 месяцев. 
Эксперименты на 2–3-х летних черноморских 
моллюсках Mytilus galloprovincialis Lam. разме-
ром 40–45 мм осуществляли in situ в летний пе-
риод. Всех животных отбирали без явных при-
знаков повреждений и заболеваний. У моллю-
сков обращали внимание на отсутствие повреж-
дений раковины.  

Первоначально об удовлетворительном 
функциональном состоянии раков судили по хо-
рошо выраженной реакции опистотонуса (под-
нимание обеих клешней в ответ на тактильный 
или зрительный стимул), а у моллюсков – по за-
щитной реакции быстрого закрытия створок при 
тактильном воздействии. 

Кардиоритм тест-животных измеряли с по-
мощью оригинального неинвазивного волокон-
но-оптического метода (Холодкевич и др., 2007; 
Kholodkevich et al., 2008). Хронотропные харак-
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теристики кардиоактивности анализировали с 
использованием адаптированного для беспозво-
ночных животных метода вариационной пуль-
сометрии (Kholodkevich et al., 2007, 2008). Раз-
работанный 7-канальный волоконно-оптический 
фотоплетизмограф (Kholodkevich et al., 2007, 
2008) позволял исследовать указанные характе-
ристики сердечных сокращений одновременно у 
семи животных. 

Функциональное состояние животных оце-
нивали по характеристикам кардиоритма и его 
вариабельности: частоте сердечных сокраще-
ний (ЧСС), среднеквадратичному отклонению 
в выборке кардиоинтервалов (СКО) и парамет-
ру вариационной пульсометрии – стресс индек-
су (SI), отражающему уровень напряжения ре-
гуляторных систем (Баевский, Берсенева, 

1997). В качестве биохимического показателя 
функционального состояния раков определяли 
концентрацию общего белка в гемолимфе ме-
тодом Лоури (Lowry et al., 1951). У моллюсков, 
кроме записи ЧСС, с помощью датчиков Холла 
(www.mosselmonitor.nl) регистрировали важ-
нейший показатель особенностей их функцио-
нирования – движение створок.  

Результаты и их обсуждение 

В результате анализа данных многодневной 
регистрации фоновой кардиоактивности изучае-
мых бентосных беспозвоночных было установ-
лено, что для здоровых животных она характе-
ризуется наличием циркадианного ритма (рис. 1 
А, Б).  
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Рис. 1, А. Типичный пример циркадианного ритма кардиоактивности рака в течение 4-х суток регист-
рации. По осям ординат: слева – ЧСС в уд/мин, справа – SI – стресс-индекс в усл.ед. По оси абсцисс: число, 

месяц, часы и мин реального времени проведения эксперимента 

Рис. 1, Б. Циркадианный ритм кардиоактивности у мидий M. galloprovincialis , зарегистрированный  
в течение 9-и суток. Усредненные данные для 7 мидий. По оси ординат – ЧСС в уд/мин. По оси абсцисс –  

время суток в часах
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Ранее при исследовании циркадианной кар-
диоритмики некоторых видов декапод было вы-
сказано предположение о том, что её нарушение 
является одним из признаков снижения адаптив-
ных способностей организма и может указывать 
на плохое функциональное состояние животно-
го (Styrishave et al., 1995; Aagaаrd, 1995; Bojsen 
et al., 1997, 1998). По результатам наших опытов 
(Удалова и др., 2009; Кузнецова и др., 2010) с 
регистрацией фоновой кардиоактивности раков 
Pontastacus leptodactylus Esch в течение многих 
суток при режиме освещённости близком к ес-
тественной, у здоровых животных циркадиан-
ный кардиоритм проявляется в повышении ЧСС 
(до 100–130%) и SI в ночной период (с 20 ч до 8 
ч утра) по сравнению с дневным периодом 
(рис. 1A). Это соответствует ночной активности 
этого вида раков в природных условиях их оби-
тания. При резких изменениях естественного 
светового режима или же токсических воздейст-
виях циркадианный кардиоритм существенно 
нарушался. Серьёзные изменения суточной пе-
риодичности ЧСС наблюдались также непо-
средственно перед линькой, которая является 
естественным физиологическим стрессом (Уда-
лова и др., 2009). 

Наши исследования (Холодкевич и др. 2009) 
показали, что при нормальном функциональном 
состоянии моллюски Mytilus galloprovincialis 
Lam. демонстрируют наличие хорошо выражен-
ного суточного ритма движения створок с повы-
шением величин их раскрытия в ночное время. 
Отметим, что наблюдавшийся циркадианный 
кардиоритм у моллюсков в значительной степе-
ни определялся существенными суточными ко-
лебаниями температуры воды в летнее время.  

Таким образом, хорошо выраженное и устой-
чивое проявление циркадианного ритма кардио-
активности (у раков) или движения створок (у 
моллюсков) рассматривается нами как один из 
надёжных показателем хорошего функциональ-
ного состояния этих животных и может приме-
няться при формировании референтных групп. 

Для выявления адаптивных способностей, 
определяющих уровень здоровья и функцио-
нальных резервов организма, недостаточно оп-
ределения характеристик кардиоактивности в 
покое и при спонтанном двигательном поведе-
нии. С этой целью некоторыми исследователя-
ми (Bamber et al., 1997; Баевский и др. 1997; 
Ярославцева, Сергеева, 2008; Холодкевич и др., 
2009; Кузнецова и др., 2010) предлагается ис-
пользовать функциональную нагрузку в преде-
лах толерантности вида. При действии нагрузок, 

как правило, повышаются энергетические затра-
ты организма и существенно изменяются реак-
ции со стороны сердечно-сосудистой системы, 
по сравнению с нормальными условиями. В ка-
честве функциональной нагрузки можно ис-
пользовать неповреждающие механические, фи-
зические или химические, лимитированные по 
силе и продолжительности, кратковременные 
тест-стимулы. При этом следует учитывать фи-
зиологические и поведенческие особенности ис-
следуемого вида. 

Простейшей из механических нагрузок, но 
практически всегда присутствующей при прове-
дении экспериментов, является действие на жи-
вотных хэндлинга. Для раков это воздействие 
удобно использовать в качестве тест-стимула, 
вызывающего генерализованную реакцию всего 
организма. Даже при кратковременном (1–2 
мин) хэндлинге ЧСС рака при этом повышается, 
достигая уже через 2 мин максимальных значе-
ний, резко увеличивается и стресс-индекс. Пос-
ле снятия нагрузки постепенно, в течение часа, 
эти показатели возвращаются к исходным зна-
чениям (см. Таблицу). Усиление ЧСС в ответ на 
хэндлинг позволяет выявить предельные вели-
чины изменений ЧСС, SI и, в известной степе-
ни, судить об уровне напряжения регуляторных 
систем организма. 

Критерии отбора референтных групп раков 
Pontаstacus leptodactylus 

Показатели функционального  
состояния 

Диапазон значений 

Вес 55–90 г 
Содержание общего белка  
в гемолимфе 

20–80 мг/мл 

ЧСС в покое в дневной период 
(ЧССп) 

24–40 уд/мин 

вI в покое 1–300 усл.ед. 
ЧСС в период ночной активности 
в циркадном ритме (ЧССа) 

≥ 2ЧССп 

Длительность периода ночной  
активности циркадного ритма 

8–10 час 

ЧСС при хэндлинге 60–120, уд/мин 
припри хэндлинге 7000–15000, отн. ед. 
ЧСС в начале теста на подвес 
(ЧСС нач) 

≥2ЧССп 

ЧСС в конце теста на подвес ≥2ЧССп – 0,30 ЧССп
ЧСС при повышении солености 
среды 

≥ 1,5 ЧССп 

Длительность первого подъема 
ЧСС при повышении солености 
(NaCl) среды на 1‰. 

20–30 мин 

 
Весьма информативным тест-стимулом для 

раков оказалось применение специального теста 
на подвес (подвешивание животного на волокон-
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но-оптическом кабеле в течение часа над дном 
аквариума в воде) (Удалова и др., 2010). Потеря 
контакта конечностей рака с опорой приводит 
животное в состояние повышенного возбужде-
ния. Во время теста на подвес у раков быстро и 
значительно повышается ЧСС. Она может у раз-
ных особей оставаться на таком уровне в течение 
часа или же снижаться ещё при подвесе. В кон-
кретном примере (рис. 3) ЧСС при подвесе соста-
вляла 102,08±6,87 уд/мин, а SI равнялся 
16146±5993 усл.ед. Разность значений ЧСС до 
подвеса и в первые минуты действия нагрузки 
могла превышать 100%. Особо подчеркнём, что 
животные, у которых во время подвеса сохраня-
ются повышенные значения ЧСС, как правило, 
проявляли в обычных условиях (без нагрузки) 
адекватные поведенческие реакции, т.е. находи-
лись в нормальном функциональном состоянии. 
Итак, указанный прием позволяет определять ха-
рактерные для каждого животного максималь-
ные значения ЧСС и SI, выявлять пределы устой-

чивости кардиоритма во время «нагрузки», на ос-
новании чего можно оценивать функциональные 
резервы организма.  

Для пресноводных и морских гидробионтов 
весьма удобными функциональными нагрузка-
ми является изменение солености и/или темпе-
ратуры воды. На рис. 2 А приведен пример ре-
акции со стороны кардиосистемы у здоровых 
раков на изменение солёности воды (1 г/л NaCl). 
В ответ на такое воздействие наблюдали кратко-
временное увеличение ЧСС и SI , величины ко-
торых постепенно приближались к фоновым 
значениям. На рис. 2, Б показаны результаты 
экспериментов на моллюсках Mytilus 
galloprovincialis Lam. со снижением естествен-
ной для них солености морской воды (с 18 ‰ до 
12 ‰). Через несколько минут после воздейст-
вия наблюдалось повышение ЧСС (как и у ра-
ков). Регистрируемая при этом реакция закры-
тия створок появлялась даже с меньшим латент-
ным периодом, чем изменение ЧСС. 

 

 
 

 

Рис. 2, Б. ЧСС и величина раскрытия створок (ВРС) при быстром изменении солености воды (с 18 ‰ до 
12 ‰ и обратно). Данные усреднены по 7 мидиям для ЧСС и по 16 мидиям для ВРС. Время подачи пресной 
воды и обратной замены ее на морскую отмечены стрелками. Серая линия – ЧСС (уд/мин), черная линия – 

ВРС (мм). По оси абсцисс – реальное время регистрации – час:мин 

Рис. 2, А. Влияние повышения 
солености (на 1‰) на характери-
стики кардиоактивности рака. 
По оси ординат: слева – ЧСС в 
уд/мин, справа – СКО (среднеква-
дратичное отклонение) в сек. По 
оси абсцисс – реальное время про-
ведения экспериментов в ч, мин. 
Стрелкой указан момент подачи 
раствора NaCl 
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Для более полной оценки функционального 
состояния раков к комплексу приёмов, базирую-
щихся на анализе кардиоактивности, нами был 
применён ещё и биохимический показатель – со-
держание общего белка в гемолимфе. Он позво-
ляет косвенно оценивать доставку кислорода к 
органам и тканям животного. Известно, что вы-
сокий уровень белка в межлиночный период у 
декапод соответствует высокому уровню жизне-
стойкости организма и соответственно их хоро-
шему функциональному состоянию (Depledge еt 
al., 1995; Черкашина, 2002). В проведённом нами 
исследовании содержание общего белка у нахо-
дившихся в хорошем функциональном состоя-
нии раков зависело от сезона года и колебалось в 

широких пределах: 20–40 мг/мл – в осенне-зим-
ний период и 50–80 мг/мл в весенне-летний. 

Результаты проведённых нами исследований 
на раках с использованием применявшихся нами 
приёмов и методов регистрации морфофизиоло-
гических показателей суммированы в таблице.  

Мы полагаем, что только применение комп-
лекса предложенных показателей позволит дос-
таточно надежно оценивать индивидуальные 
особенности функционального состояния раков. 
На основании указанных критериев нами были 
сформированы референтные группы раков, ко-
торые затем использовались при проведении 
экспериментов с воздействием некоторых ток-
сикантов (гидрохинона, тяжелых металлов и 

 

Рис. 3. Характерное для здоровых раков изменение ЧСС и SI в тесте на подвес. Стрелками указано нача-
ло и окончание теста. По осям ординат обозначения как на рис. 1, А. По оси абсцисс: время – час:мин 

 

Рис. 4. Изменения кардиоактивности рака из референтной группы при воздействии гидрохинона в кон-
центрации 1 г/л в течение суток. По оси ординат: слева – ЧСС в уд/мин, справа – SI в усл.ед. По оси абс-

цисс – реальное время проведения экспериментов – час:мин. Стрелками указано начало и окончание экспози-
ции рака в растворе гидрохинона 



302 

др.). В качестве примера приведём опыты с ор-
ганическим токсикантом – гидрохиноном. При 
воздействии гидрохинона в течение часа ЧСС и 
стресс-индекс увеличивались только на 20 мин. 
Уровень общего белка гемолимфы при этом до-
стоверно не изменялся. При длительном (одни 
сутки) воздействии гидрохинон вызывал чёткую 
тахикардию, нарушение циркадианного ритма 
ЧСС (рис. 4) и уменьшение содержания белка 
на 40%. Подчеркнём, что выявленные в этой 
группе индивидуальные реакции раков по раз-
ным показателям функционального состояния, 
характеризовались у исследованных животных 
данной референтной группы лишь незначитель-
ными отличиями.  

Выводы 

Разработан комплексный подход к отбору 
тест-организмов, включающий в себя, кроме об-
щепринятых морфометрических характеристик, 

биохимические и физиологические показатели 
(биомаркеры), характеризующие работу сердеч-
но-сосудистой системы. Использование его поз-
воляет формировать по выбранным критериям 
однородные группы раков, сходных по физио-
логическим показателям а, следовательно, наи-
более подходящих как для токсикологических 
исследований, так и для применения их в каче-
стве биосенсоров в системах биомониторинга 
качества воды в режиме реального времени.  

В ходе дальнейших исследований предло-
женный перечень критериев может быть изме-
нён или дополнен. Очевидно, что при использо-
вании других видов животных, критерии отбора 
референтных групп могут несколько отличать-
ся, что будет отражать особенности биологии и 
физиологии этих организмов.  

 
Работа выполнена при финансовой поддер-

жке грантов РФФИ № 08-04-92424-БОНУС_а 
и № 10-05-00875-а.  
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In the present study common criteria based on 
organism’s functional state (FS) assessment were 
worked out to form reference groups of benthic 
animals (crayfish and bivalves) for further 
biomonitoring and toxicological investigations. 
Cardiac activity characteristics: stable expression of 
circadian rhythm in heart rate and stress-index, and 

particular content of hemolymph total protein were 
suggested to be the significant parameters for 
functional state evaluation. Animals from selected 
reference groups demonstrated similar responses 
being exposed to toxicant. It was shown that criteria 
and methods for selection of reference groups could 
increase the reliability of toxicological studies results. 




