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Аннотация. Проведена оценка интегрального токсического воздействия нитратом цинка с использованием ко-
личественной популяционной тест-модели. Обосновано применение биомаркера и биоиндикатора для оценки био-
логического действия контаминанта. Показано, что применение солей цинка в изученном диапазоне концентраций 
ингибирует дегидрогеназную активность тест-культур, при этом отмечается сильная отрицательная корреляция. 
Токсическое воздействие нитратом цинка приводило к увеличению продолжительности лаг-фазы в развитии попу-
ляции тест-культур в системе периодического культивирования, при этом выявлена сильная положительная корреля-
ция. Коэффициенты детерминации изученных параметров были наиболее высокими для тест-модели Rhodococcus sp. 
ЦГ 4, что подтверждает адекватность этой тест-модели и возможность ее использования для прогноза содержания 
цинка в почве по изменению биоиндикаторов и биомаркеров. 
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Abstract. The integral toxic effect of zinc nitrate on the quantitative population-based test model was evaluated. In the model 
experiment, a biomarker and a bioindicator for evaluating the biological effect of the contaminant are substantiated. It was shown 
that zinc salts in the studied concentration range inhibited the dehydrogenase activity of test cultures, while the dependence 
was negative with a strong correlation. The toxic effect of zinc nitrate led to an increase in the lag-phase test cultures population 
duration in the periodic system, with a strong positive correlation. The coefficients of determination of these parameters were 
the highest for the test model of Rhodococcus sp. СG 4, which confirms the adequacy of the test model, which can be used 
to predict the content of zinc in the soil by changing bioindikators and biomarkers.
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Введение. В настоящее время техногенное загрязнение почв тяжелыми металлами является 
одной из важнейших медико-биологических проблем. Системный анализ содержания тяжелых 
металлов в почвах Республики Беларусь в 2013–2014 гг. выявил, что в наибольшем количестве 
проб с превышением гигиенических нормативов выявлены цинк и свинец. Максимальное содер-
жание цинка на уровне 2,8–3,0 ОДК выявлено в Минске и поселке Красносельский Гродненской 
области. Наибольшие площади загрязнения отмечены в Новолукомле, поселке Красносельский 
и Минске (22,2–32,3 % изученных территорий) [1, 2].

В почвах придорожных полос также обнаружено высокое валовое содержание цинка – от 8,86 
до 41,05 мг/кг, при этом максимальное загрязнение почв валовыми и подвижными формами цин-
ка установлено на расстоянии 5–25 м от полотна дороги. В этой зоне содержание подвижных 
форм цинка превышало величину ПДК, составив 23 мг/кг [3, 4]. Анализ степени загрязнения го-
родских почв тяжелыми металлами показал, что среднее содержание цинка в почвах Беларуси 
составляет 35,0 мг/кг [5]. 
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В работах ряда авторов установлено, что почва является своеобразной «ловушкой» для тяже-
лых металлов, попадающих из воздуха и отходов, что определяет ассоциированные токсические 
воздействия на почвенные флору, фауну и микробиоту. Ингибирование роста, индукция фер-
ментов, продукция стрессовых белков весьма важны в качестве «конечных точек» для определе-
ния токсических воздействий [6–15].

Кинетика ингибирования химическими факторами развития и роста биологических популя-
ций сложна и недостаточно разработана. Ранее нами показано, что импедиметрическое выявле-
ние особенностей развития популяции микроорганизмов в условиях периодической культуры, 
дополненное метаболическими и культурально-морфологическими маркерами, является перспек-
тивным для количественного определения зависимости «доза–эффект» в условиях токсического 
воздействия. Использование импедансной технологии дает возможность изучить параметры ди-
намических моделей, в том числе детекцию степени ингибирования или стимулирования роста 
популяции тест-культуры химическими контаминантами в режиме реального времени [7–11].

Цель работы – разработать популяционную тест-модель для оценки токсического воздействия 
солей цинка.

Материалы и методы исследования. Объектами исследования были образцы почв, эксперимен-
тально контаминированные нитратом цинка для разработки и валидации популяционной тест-
модели оценки его токсического воздействия. Предварительный химический анализ почв подтвердил, 
что содержание тяжелых металлов, в том числе цинка, не превышало гигиенических нормативов.

В качестве тест-культур использовали чувствительные почвенные микроорганизмы Azotobacter sp. 
БИМ-74, Arthrobacter sp. ЦГ 1, Rhodococcus sp. ЦГ 4.

В работе использовали стандартные средства измерений и основное оборудование микро-
биологических лабораторий, которые были должным образом проверены и калиброваны. Импе- 
диметрические исследования по определению длительности лаг-фазы проводили на микробио-
логическом анализаторе BacTrac 4300 (SY-LAB, Австрия), экзогенную дегидрогеназную актив-
ность тест-штаммов оценивали по методике, приведенной в работе [9]. 

Статистическую обработку результатов осуществляли в пакете статистических программ 
STATISTICA 10, SPSS13 for Windows. Критический уровень значимости р при проверке статис- 
тических гипотез принимали равным 0,05. Для количественной оценки направленности взаимо- 
связи между переменными проводили корреляционный анализ, а для количественного определе-
ния вида математической функции в причинно-следственной зависимости между переменными 
величинами – парный регрессионный анализ (метод наименьших квадратов).  Для оценки силы 
связи корреляции  r использовали шкалу Чеддока: слабая – от 0,1 до 0,3; умеренная – от 0,3 до 0,5; 
заметная – от 0,5 до 0,7; высокая – от 0,7 до 0,9; весьма высокая (сильная) – от 0,9 до 1,0. Степень 
соответствия трендовой модели исходным данным оценивали по коэффициенту достоверности 
аппроксимации R2 (коэффициент детерминации), нормированному от 0 до 1. 

Результаты и их обсуждение. В результате проведенных исследований установлено, что 
токсическое воздействие нитратом цинка приводит к увеличению продолжительности лаг-фазы 
от 4,2 до 45,0 ч для Azotobacter sp. БИМ-74, от 7,5 до 110,0 ч для Rhodococcus spp. ЦГ 4, от 6,7 до 22 ч 
для Arthrobacter spp. ЦГ 1. 

Кроме того, кривая развития имела двухфазный характер с псевдолаг-периодом, который раз- 
делялся на две части экспоненциального роста. Известно, что двухфазный рост отражает измене-
ние метаболизма культуры микроорганизмов при воздействии токсиканта. Изменения динамиче-
ского биоиндикатора – продолжительности лаг-фазы – были статистически значимы при p < 0,05. 
Наиболее чувствительным при оценке токсических воздействий по динамическим показателям 
продолжительности лаг-фазы являлся штамм Rhodococcus sp. ЦГ 4. Проведенный корреляционно-
регрессионный анализ зависимости биоиндикатора популяции Rhodococcus sp. ЦГ 4 в периоди-
ческой культуре от концентрации токсиканта показал, что корреляции были положительными 
и высокими по шкале Чеддока (r ˃ 0,75). Зависимости описывали с помощью линейной модели 
с коэффициентом детерминации R2 ˃ 0,9, что близко к функциональной зависимости (рис. 1).

Параллельно с определением динамического индикатора проводили микроскопический конт- 
роль культуры. Показано, что действие солей цинка выражалось в замедлении роста колоний, 
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уменьшении их диаметра, изменении формы, цвета колоний, снижении способности к окраши-
ванию фиксированных и прижизненных препаратов тест-культур. 

Данные о влиянии солей цинка в диапазоне концентраций от 0,5 до 10 ПДК цинка для почв 
на активность экзогенных дегидрогеназ приведены на рис. 2.

Установлено, что тест-культуры почвенных микроорганизмов имеют различную чувствитель-
ность к токсическому воздействию нитрата цинка. Регрессионно-корреляционный анализ позво-
лил выявить, что воздействие солей цинка в указанном диапазоне концентраций ингибирует де-
гидрогеназную активность тест-культур, при этом зависимость носила отрицательный характер 
(0,66 ≤ r ≤ 0,89, что, в соответствии со шкалой Чеддока, является заметной/высокой корреляцией). 
Диапазон коэффициента детерминации R2 составил 0,75–0,96, наиболее высокие значения полу-
чены для тест-модели с Rhodococcus sp. ЦГ 4, что подтверждает адекватность модели, которая 
может быть использована для прогноза содержания цинка в почве, основываясь на изменении 
дегидрогеназной активности тест-объекта. Высокие корреляционные связи были статистически 
значимы (р < 0,05). Наиболее чувствительным штаммом для оценки токсического действия со-
лей тяжелых металлов по дегидрогеназной активности также являлся Rhodococcus sp. ЦГ 4.

Рис. 1. Изменение продолжительности лаг-фазы развития популяции тест-штаммов в зависимости от концентрации 
нитрата цинка

Fig. 1. Change in the duration of the lag-phase of the development of a population of test strains depending on the concentration 
of zinc nitrate

Рис. 2. Изменение активности дегидрогеназ тест-штаммов в зависимости от концентрации нитрата цинка

Fig. 2. Change in the activity of dehydrogenases of test strains as a function of the concentration of zinc nitrate
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В настоящее время общепризнано, что почва представляет собой структурно-экологическую 
нишу – единую систему с населяющими ее популяциями организмов различного систематиче-
ского положения. Этот принцип положен в основу биоиндикации почв. Микробиологическая и био-
химическая характеристика почв – наиболее сложные разделы почвенной биоиндикации. Почва 
характеризуется не только составом и численностью разных групп биоты, но и активностью био-
химических процессов, обусловленных наличием определенного пула ферментов. При этом актив-
ность ферментов может служить показателем потенциальной биологической активности почвы [7]. 
Полученные нами данные коррелируют с результатами работ [12–15]. Показано, что химические 
контаминанты существенно влияют на параметры роста исследуемых штаммов микроорганиз-
мов, приводя к сдвигам ростовых показателей, нарушениям клеточного деления, снижению накоп- 
ления биомассы, появлению атипичных форм отдельных клеток и колоний. На метаболическом 
уровне токсическое воздействие проявлялось в нарушении энергетического обмена, изменении 
структуры и физико-химических свойств мембран, что приводило к необратимому разрушению 
ее архитектуры, вызывая диссоциацию липопротеидов и изменяя активные центры протеинов. 
Протяженность лаг-фазы роста при токсическом действии увеличивалась и имела выраженный 
двухфазный характер. Такую задержку объясняют нарушением фаз клеточного цикла, в частности 
задержкой фазы митоза, в результате чего наблюдается снижение митотической активности. 

Изучение активности почвенных ферментов в образцах седиментов и почв из районов не-
скольких целлюлозоперерабатывающих производств Финляндии [12] показало увеличение актив-
ности ряда ферментов по отношению к контрольным пробам, коррелирующее также с измене- 
нием показателей микробной биомассы. Авторы предположили, что полученные в результате 
биосинтеза органические соединения углерода непосредственно увеличивают активность фос-
фомоноэстеразы в природных биопленках, что было подтверждено статистически значимыми 
результатами. 

Ряд авторов связывают токсичное действие тяжелых металлов с молекулярными механизмами 
биотрансформации их как водорастворимых соединений, что приводит к нарушениям в меха-
низмах дыхательной цепи, локализованных в митохондриях клеток (митохондриальные эффекты). 
Практически все металлы могут конкурировать за места связывания в фосфатных группах с ка-
тионами таких биологически значимых ионов, как Са и Mg. Следствием таких процессов могут 
быть значительные нарушения метаболизма, приводящие к необратимым последствиям и гибе-
ли клетки [13–15]. 

Заключение. Для оценки интегрального токсического действия цинка как одного из наибо-
лее значимых антропогенных контаминантов почвы предложена тест-модель на основе чувстви-
тельного почвенного микроорганизма Rhodococcus spp. ЦГ 4 с использованием в качестве био-
маркера активности экзогенных дегидрогеназ, а в качестве биоиндикатора – динамического по-
казателя продолжительности лаг-фазы развития популяции в условиях контаминации.
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