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Аннотация. Данное исследование направлено на оценку токсичности донных отложений Азовского 
моря. Были исследованы 32 образца донных отложений, отобранных в Таганрогском заливе, а также в 
Северном, Западном, Центральном, Южном и Восточном районах собственно моря. Для определения 
токсичности был использован метод биотестирования на основе цельноклеточных бактериальных 
lux-биосенсоров (Vibrio aquamarinus VKPM B-11245, E. coli MG1655 (pRecA-lux), E. coli MG1655 
(pKatG-lux), E. coli MG1655 (pSoxS-lux)). Анализ токсичности донных отложений Азовского моря 
показал их масштабное загрязнение поллютантами различной природы. Интегральная токсичность 
зарегистрирована в донных отложениях всех исследованных станций Азовского моря. Уровень 
загрязнения донных отложений был оценен как высокотоксичный на 31 станции моря и как 
токсичный — на 1 станции. Обнаружено присутствие генотоксичных веществ — как прямых, так и 
промутагенных, — а также веществ, вызывающих окислительный стресс. Показано, что наиболее 
подвержены загрязнению Таганрогский залив, Центральный и Восточный районы Азовского моря. 
Выявлены максимально загрязненные станции отбора донных отложений. Интегральная токсичность 
и токсические эффекты, вызванные присутствием генотоксичных и прооксидантных веществ, 
свидетельствуют о постепенной аккумуляции поллютантов в донных отложениях Азовского моря и его 
неблагополучном экологическом состоянии. Проведенное исследование позволило установить, что 
биотестирование с помощью цельноклеточных бактериальных люминесцентных сенсоров является 
многообещающим инструментом оценки экотоксикологического состояния исследуемого водоема. 
Показана необходимость дальнейших работ по выявлению токсикологически активных соединений
в морских отложениях и определению потенциальных источников их происхождения.
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Abstract. This study is aimed at the toxicity assessment of the bottom sediments in the Azov Sea.
32 samples of the bottom sediments, taken in Taganrog Bay, as well as in the Northern, Western, 
Central, Southern, and Eastern regions of the sea, have been investigated. A biotesting method based on
whole-cell bacterial lux-biosensors (Vibrio aquamarinus VKPM B-11245, E. coli MG1655 (pRecA-lux), 
E. coli MG1655 (pKatG-lux), and E. coli MG1655 (pSoxS-lux)) was used to determine the toxicity level. 
Toxicity analysis of the Azov Sea bottom sediments showed their extensive contamination with pollutants 
of various nature. Integral toxicity was recorded for the surface sediments of all the investigated stations in 
the Azov Sea. The pollution level of the bottom sediments was estimated as highly toxic at 31 stations and 
as toxic at 1 station. The presence of genotoxic substances, both direct and promutagenic, was detected, as 
well as the presence of substances causing oxidative stress. It is shown that Taganrog Bay, the Central and 
Eastern regions of the Azov Sea are most exposed to pollution. The most polluted sampling stations for bottom 
sediments have been identified. Integral toxicity and the toxic effects caused by the presence of genotoxic 
and prooxidant substances indicate gradual accumulation of pollutants in the bottom sediments of the Azov 
Sea and its unfavorable environmental state. This study has established the biotesting method involving 
whole-cell bacterial luminescent sensors as a promising tool for the assessment of the ecotoxicological 
state of the investigated water body. It is deemed necessary to put further efforts into the identification of 
toxically active compounds in marine sediments and exploration of their possible sources.
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ВВЕДЕНИЕ

Азовское море является местом обитания
многочисленной фауны и флоры, в т. ч. нагула и
нереста экономически важных промысловых
видов рыб, существенно влияя на жизнь людей в 
данном регионе и обеспечивая их качественной 
белковой пищей. Однако антропогенное загрязне-
ние может негативно влиять на структуру и функ-
ции морской экосистемы, тем самым сокращая или 
уничтожая места обитания и источники продо-
вольствия.

Деятельность человека в последние десятиле-
тия усугубила загрязнение морских экосистем. 
В результате влияния промышленной и сельско-
хозяйственной деятельности они существенно
деградировали. На протяжении многих лет
поллютанты аккумулируются в донных отложе-
ниях (ДО) [1–3]. ДО являются конечным накопи-
телем загрязняющих веществ морской среды и 
содержат сложные смеси известных и до сих пор 

неизвестных опасных веществ. По этой причине, 
при возрастании уровня загрязнения, ДО стано-
вятся источником поллютантов, которые за счет 
вторичного загрязнения могут далее передаваться 
в пищевые цепи водной среды [4]. Загрязняющие 
вещества могут оказывать прямое и косвенное
воздействие на водные организмы. Оно может 
быть сублетальным или смертельным и застав-
ляет организмы проявлять реакции, варьирующие 
от малозаметной адаптации до резких негативных 
ответных реакций [3, 5].

В последние несколько десятилетий растет
интерес к использованию чувствительных биотес-
тов для определения токсичности. Методы био-
логического анализа приобретают все большее 
значение и становятся важными элементами
программ мониторинга окружающей среды. При-
менение батареи быстрых, чувствительных и эко-
номичных биологических методов анализа токсич-
ности является многообещающим комплексным
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инструментом оценки качества окружающей
среды. Биотестирование успешно используется в 
полевых исследованиях рек, лиманов, очистных 
сооружений и сточных морских вод [6].

Определение токсичности воды или ДО позво-
лит установить взаимосвязи между загрязняющи-
ми веществами и экологическими последствиями. 
Мониторинг биологических эффектов необходи-
мо использовать не только для выявления присут-
ствия веществ или их комбинаций, которые ранее 
не были идентифицированы как представляющие 
опасность, но также и для выявления регионов с 
пониженным качеством окружающей среды или 
экосистем с ухудшившимся состоянием.

В связи с вышесказанным, целью нашей
работы стало исследование загрязнения донных 
отложений Азовского моря методом биотестиро-
вания c помощью батареи цельноклеточных бакте-
риальных люминесцентных сенсоров. Биолюми-

несцентные бактериальные сенсоры, в которых 
в качестве репортеров используются гены бакте-
риальных люцифераз, удобны для оценки общей 
токсичности окружающей среды и ее загрязнения 
разнообразными поллютантами [7–9]. Использо-
вание батареи lux-биосенсоров дает возможность 
единовременно оценивать присутствие в экоси-
стемах токсических веществ различной природы: 
ДНК-тропных соединений; веществ, вызывающих
состояние окислительного стресса; тяжелых
металлов и т. п.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

ДО Азовского моря были отобраны в 2019 г.
во время рейсов Азово-Черноморского филиала
ФГБНУ «ВНИРО» с помощью дночерпателя
Петерсена. Отбор ДО был проведен на 32 стан-
циях моря (рис. 1).
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Рис. 1. Карта-схема расположения станций для отбора проб ДО в Азовском море. Здесь и далее на рис. 2–6:
№ 1–8 — Таганрогский залив; № 9–12 — Северный район; № 13–15 — Западный район; № 16–21 —
Центральный район; № 22–24 — Южный район; № 25–32 — Восточный район

Fig. 1. Outline map of the sampling stations for bottom sediments in the Azov Sea. Here and further in Fig. 2–6:
No. 1–8 — Taganrog Bay; No. 9–12 — Northern region; No. 13–15 — Western region; No. 16–21 — Central region; 
No. 22–24 — Southern region; No. 25–32 — Eastern region
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Для определения токсичности использо-
валась батарея люминесцентных штаммов. Vibrio 
aquamarinus VKPM B-11245 применяли в тесте
для определения общей токсичности. Генно-
инженерные штаммы E. coli применялись для 
определения генотоксичных и прооксидантных 
веществ. Для детекции ДНК-тропных веществ 
использовали штамм  E. coli MG1655 (pRecA-lux). 
Микросомальная фракция ферментов печени
крыс S-9 (Moltox, USA) применялась в экспери-
ментах для выявления промутагенных веществ.  С 
целью обнаружения веществ, вызывающих окис-
лительный стресс, применяли E. coli MG1655 
(pKatG-lux) и  E. coli MG1655 (pSoxS-lux). E. coli 
MG1655 (pKatG-lux) использовался для детек-
ции образующихся пероксидов, E. coli MG1655
(pSoxS-lux) — для определения супероксид анион-
радикала и NO. Для учета неспецифической био-
люминесценции использовался E . coli MG1655 
(pXen7), несущий конститутивный промотор.
Подробный протокол биотестирования с помощью 
вышеуказанных штаммов и протокол приготов-
ления экстрактов ДО приведены в работе [7].

Оценка токсичности
Токсическое влияние загрязнения на генно-

инженерные штаммы E. coli измеряли по индук-
ции их биолюминесценции при 120-минутной 
экспозиции. Степень индукции люминесценции
в морских ДО оценивали с помощью коэффи-
циента индукции (I), рассчитываемого следующим 
образом:

c k

k c

L l

L l


 


,         (1)

где L
c 
— интенсивность люминесценции суспензии 

биосенсора, содержащей тестируемый образец, L
k
 

— интенсивность люминесценции контрольной 
суспензии lux-биосенсора, l

c
 — интенсивность 

люминесценции суспензии lux-штамма с консти-
тутивным промотором (E. coli MG1655 (pXen7)) 
в присутствии испытуемого соединения, а l

k
 —

интенсивность контрольной суспензии lux-
штамма с конститутивным промотором (E. coli 
MG1655 (pXen7)). При статистически значимом 
(p<0,05) отличии опыта от контроля I<2 обнаружен-
ный эффект оценивали как «слабый», при 2≤I≤10 
— как «средний» и при 10<I — как «сильный».

Для определения интегральной токсичности 
рассчитывается индекс токсичности (Т):

100 k c cI I / I     ,       (2)

где I
k  

и I
c
 — интенсивность люминесценции бак-

терий в контрольном и опытном образцах, соот-
ветственно (время экспозиции 30 мин.). Сущест-
вует 3 пороговых уровня токсичности: допустимый 
(T<20), токсичный (20≤T<50) и высокотоксичный 
(T≥50). Все эксперименты проводились независи-
мо три раза. Отличия от контроля считали статис-
тически значимыми при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Загрязнение морских экосистем токсически-
ми элементами и соединениями антропогенного
происхождения относится к числу основных
опасностей для человека. Спектр таких загрязне-
ний очень широк, а происхождение — разнообраз-
но. Они попадают в водную среду в виде сложных 
смесей коммунально-бытовых, промышленных, 
транспортных или сельскохозяйственных стоков,
смол и продуктов сгорания, нефтепродуктов,
пестицидов и пр. [10]. Оценить последствия
суммарного токсического воздействия таких
комплексных смесей поллютантов можно толь-
ко с помощью биоты. С этой целью для оценки 
интегральной токсичности ДО был использован 
биосенсор Vibrio aquamarinus VKPM B-11245.
Результаты тестирования интегральной токсич-
ности морских ДО представлены на  рис. 2.

Во всех ДО Азовского моря, исследованных
с помощью биосенсорного штамма Vibrio
aquamarinus VKPM B-11245, зарегистрирована 
интегральная токсичность. Для 96,9 % ДО заре-
гистрирована высокая степень токсичности. В 
Таганрогском заливе, Центральном и Восточном 
районах в большинстве ДО индекс токсичности 
превышал 80. В ДО на станции № 8 Таганрог-
ского залива величина индекса токсичности была
максимальной и составила 94,67. Столь высокий
уровень токсичности во всех исследованных
образцах свидетельствует о значительном содер-
жании  поллютантов  в  ДО  Азовского  моря.

Следует отметить, что, несмотря на снижение 
концентраций тяжелых металлов и нефтепродук-
тов в донных отложениях в последние десятиле-
тия, регулярно отмечаются локальные участки с 
повышенным уровнем загрязнения. И в первую 
очередь это касается акватории Таганрогского
залива [11−13].

Необходимо отметить, что многие антропо-
генные поллютанты, такие как тяжелые металлы,



Рис. 2. Индукция люминесценции биосенсорного штамма Vibrio aquamarinus VKPM B-11245 в присутствии 
ДО Азовского моря . Различия статистически значимы при р≤0,05

Fig. 2. Luminescence induction of the biosensor strain Vibrio aquamarinus VKPM B-11245 in the presence of the 
bottom sediments from the Azov Sea. Diff erences are statistically signifi cant at p≤0.05

полициклические ароматические углеводороды 
или полихлорированные бифенилы, зарегист-
рированы как потенциально генотоксичные и
канцерогенные вещества. Они взаимодействуют 
с ДНК и ферментативными комплексами, вызы-
вая формирование различных генетических
нарушений. Если система восстановления
ДНК дает сбой, сублетальное воздействие гено-
токсического соединения может привести к 
нестабильности генома. Повреждение ДНК 
приводит к нарушениям развития, гибели
эмбрионов, наследственным мутациям и может
напрямую влиять на структуру и размер попу-
ляции. Биоаккумуляция генотоксичных соеди-
нений через пищевую цепь может представ-
лять непосредственную опасность для здоровья
человека. Генетические нарушения способст-
вуют дальнейшему снижению репродуктивного
потенциала, снижению жизнеспособности населе-
ния и в долгосрочной перспективе могут привести 
к потере генетического разнообразия [14].

Генотоксичность является одним из важных 
специфических механизмов токсичности. В связи 
с этим она служит основой при экотоксикологиче-
ской оценке риска, возникающего в присутствии 
веществ, модифицирующих ДНК организмов. 
Учитывая вышесказанное, на следующем этапе

исследований мы исследовали генотоксичность 
ДО Азовского моря. Полученные данные представ-
лены на рис. 3 и 4.

Исследование генотоксичности ДО с биосенсо-
ром E. coli MG1655 (pRecA-lux) выявило присут-
ствие прямых мутагенов в 75 % ДО, отобранных в 
разных районах Азовского моря (рис. 3). В  основ-
ном во всех районах преобладали слабые гено-
токсические эффекты. Генотоксические эффекты 
средней величины обнаружены преимуществен-
но в ДО, отобранных в Восточном районе (5 из 8
исследованных станций). На станции № 30 заре-
гистрирован максимальный уровень генотокси-
ческой активности (I=2,98).

На рис. 4 представлены результаты тестиро-
вания промутагенных веществ с использованием 
метаболической активации.

Как и в случае определения прямых мутагенов, 
биотестирование показало присутствие промута-
генов в ДО всех районов моря. В целом промута-
гены обнаружены в 72 % ДО. Следует отметить, 
что в 34,4 % ДО зарегистрированы промутаген-
ные эффекты средней величины. Факторы индук-
ции максимальной величины зарегистрированы в 
ДО станций Северного (№ 11), Западного (№ 14)
и Центрального (№ 16) районов (4,27; 4,58 и
7,65, соответственно).

ВОДНЫЕ БИОРЕСУРСЫ И СРЕДА ОБИТАНИЯ ТОМ 5, НОМЕР 3, 2022

А. А. К. АЛЬ-РАММАХИ, М. А. САЗЫКИНА, Т. О. БАРАБАШИН И ДР.



ВОДНЫЕ БИОРЕСУРСЫ И СРЕДА ОБИТАНИЯ ТОМ 5, НОМЕР 3, 2022

ОЦЕНКА ЗАГРЯЗНЕНИЯ ДОННЫХ ОТЛОЖЕНИЙ АЗОВСКОГО МОРЯ ...

Рис. 3. Индукция люминесценции биосенсорного штамма E. coli MG1655 (pRecA-lux) в присутствии ДО 
Азовского моря. Различия статистически значимы при р≤0,05

Fig. 3. Luminescence induction of the biosensor strain E. coli MG1655 (pRecA-lux) in the presence of the bottom 
sediments from the Azov Sea. Diff erences are statistically signifi cant at p≤0.05

Рис. 4. Индукция люминесценции биосенсорного штамма E. coli MG1655 (pRecA-lux) с использованием
метаболической активации в присутствии ДО Азовского моря. Различия статистически значимы при р≤0,05

Fig. 4. Luminescence induction of the biosensor strain E. coli MG1655 (pRecA-lux) with metabolic activation in the 
presence of the bottom sediments from the Azov Sea. Diff erences are statistically signifi cant at p≤0.05

Полученные данные говорят о масштабном
загрязнении Азовского моря генотоксическими 
веществами. И резервуаром генотоксичных за-
грязнителей, которые постоянно угрожают здоро-
вью и жизнеспособности водной биоты, служат 
ДО. Загрязнение донных отложений токсическими

веществами, обладающими генотоксичностью для 
гидробионтов, было показано в работах многочис-
ленных исследователей [15–17]. Поэтому сброс 
генотоксичных веществ следует контролировать, 
чтобы исключить постоянную угрозу водным
экосистемам и здоровью человека.



Показатели окислительного стресса также
полезны для оценки состояния водной среды
[18]. Возникновению окислительного стресса 
способствует, например, воздействие токсичных
металлов или ПАУ. Их накопление и токсичность
вызывают выработку в морских организмах актив-
ных форм кислорода (АФК), ответственных за
повреждение клеток и тканей. Воздействие про-
оксидантных веществ часто сопровождается акти-
вацией ряда немедленных физиологических адап-
таций (например, гиперэкспрессии ферментатив-
ной антиоксидантной защиты) для предотвраще-
ния предполагаемых побочных эффектов АФК [19].

Для выявления прооксидантных веществ были 
использованы биосенсорные штаммы E. coli 
MG1655 (pKatG-lux) и E. coli MG1655 (pSoxS-lux). 
 E. coli MG1655 (pKatG-lux) реагирует на присут-
ствие в среде пероксидов. Индукция биолюми-
несценции была отмечена в 91 % ДО (рис. 5). В 
41 % ДО зарегистрированы средние прооксидант-
ные эффекты. В ДО, отобранных на станциях в
Центральном (№ 18), Южном (№ 24) и Восточном 
(№ 30) районах, максимальные факторы индук-
ции составили 4,05; 6,11; 8,87, соответственно.
Ответная реакция биосенсора E. coli MG1655 
(pSoxS-lux) отмечена в 81 % ДО (рис. 6). Данный 
штамм свидетельствует о присутствии в среде
супероксид анион-радикала. Зарегистрированы как 
слабые, так и средние эффекты.

Рис. 5. Индукция люминесценции биосенсорного штамма E. coli MG1655 (pKatG-lux) в присутствии ДО 
Азовского моря. Различия статистически значимы при р≤0,05

Fig. 5. Luminescence induction of the biosensor strain E. coli MG1655 (pKatG-lux) in the presence of the bottom 
sediments from the Azov Sea. Diff erences are statistically signifi cant at p≤0.05

Эффекты средней величины были зарегистри-
рованы в Таганрогском заливе, Центральном и 
Восточном районах моря. Среди сайтов с наиболее 
высокими факторами индукции биолюминесцен-
ции можно выделить станции отбора № 3, 18 и 30. 
Фактор индукции в ДО данных станций составил 
3,4; 3,7 и 3,1, соответственно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение батареи цельноклеточных бактери-
альных люминесцентных сенсоров позволило оце-
нить пространственное загрязнение донных отло-
жений Азовского моря. Результат профилирования 
токсичности ДО выявил присутствие токсических 
веществ различной природы в ДО всех исследован-
ных районов Азовского моря. Показано, что наи-
более загрязнены поллютантами Таганрогский за-
лив, Центральный и Восточный районы Азовского 
моря. Необходимо проведение дальнейших иссле-
дований для полной долгосрочной оценки токсич-
ности донных отложений Азовского моря.
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Рис. 6. Индукция люминесценции биосенсорного штамма E. coli MG1655 (pSoxS-lux) в присутствии ДО
Азовского моря. Различия статистически значимы при р≤0,05

Fig. 6. Luminescence induction of the biosensor strain E. coli MG1655 (pSoxS-lux) in the presence of the bottom 
sediments from the Azov Sea. Diff erences are statistically signifi cant at p≤0.05
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