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ГЕНОТОКСИЧНОСТЬ ШАИМСКОЙ НЕФТИ 
И  ЕЕ ВОДОРАСТВОРИМОЙ ФРАКЦИИ 
В  ТЕСТA X  НА ДРОЗОФИЛЕ

А ННОТАЦИЯ. В работе приведены результаты изучения генетической опасно
сти нефти и ее водорастворимой фракции в экспериментах на дрозофиле. Показана 
высокая токсичность и генетическая опасность нефти и ее водорастворимой фрак
ции для мух.

The article discovers a genetic danger o f  oil and its water-solublefactions in experiments 
on drosophila. High toxicity and genetic danger o f  oil and its water-soluble factions for 
flies are shown there.

Интенсивная разработка нефтяных и газовых месторождений в Тюменской об
ласти остро ставит проблему охраны богатой северной природы. Наиболее тяжелы
ми и опасными по своим последствиям являются загрязнения подземных и наземных 
пресных вод и почвы. К основным загрязнителям в глобальном масштабе относятся 
нефть, буровой и нефтяной шламы и сточные воды нефтеперерабатывающих произ
водств [ 1 ]. Катастрофические нефтяные загрязнения, особенно если они продолжи
тельны, вызывают сукцессию прибрежных и придонных сообществ с локальной и 
региональной аккумуляцией нефтепродуктов. При этом различные загрязнения дей
ствуют в комплексе и возможно изменение генотипа представителей биоты, а также 
общее ухудшение качества воды [2]. Известно, что нефть — многокомпонентная 
сист ема, состав которой очень гетерогенен [3]. Наиболее опасными для организмов 
компонентами нефти являются ее растворимые и эмульгированные фракции, так 
как, попадая в организм гидробионтов, они могут проходить через многих предста
вителей пищевой цепи, не претерпевая существенных изменений в силу своей хими
ческой инертности. О высокой токсичности сырой нефти и составляющих ее компо
нентов известно из литературы [4-7]. Мутагенная и тератогенная активность нефти и 
ее водораст воримой фракции изучена недостаточно. В связи с этим и было предпри
нято данное исследование.
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MA ТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве тест-объекта для проверки токсического, мутагенного и тератогенно
го действия сырой шаимской нефти и ее водорастворимой фракции (ВРФН) исполь
зовали мух Drosophila HielanogasterjiHHHH Кантон-С (серое тело) и линии yellow (жел
тое тело).

В начале экспериментов была определена полулегальная концентрация нефти в 
питательной среде для дрозофилы по методу Миллера-Тейнера, дополненного рег
рессионным анализом [8]. В наших исследованиях полулегальная концентрация не
фти в среде составила 5,2%. Эта концентрация и использовалась в дальнейших экс
периментах.

Токсические свойства нефти оценивали в тесте на выживаемость дрозофил, со
держащихся в течение 30 дней на среде с добавлением нефти в полулегальной кон- 
центрации. Тератогенность тестируемого вещества изучали в тесте на морфозы типа 
«вырезка на крыле» и в тесте на частоту возникновения укороченных щетинок у мух, 
развившихся на среде с добавлением нефти. У мух Fl оценивали влияние нефти на 
половые клетки: учет вели в тесте на доминантные летали (регистрировали гибель 
яиц, отложенных обработанными самками). Возможность сохранения негативных 
последствий от нефтяного загрязнения в половых клетках мух оценивали по частоте 
доминантных деталей у необработанных особей F 2, являющихся потомками мух, 
развившихся на среде, загрязненной нефтью. Для оценки цитогенетических наруше
ний, возникающих при действии сырой шаимской нефти, токсикант вносили в среду 
в концентрации 1% и 5%. Приготовление цитологических препаратов из нервных 
ганглиев личинок 3 возраста дрозофилы проводили по стандартной мстодике [9].

Исследование токсического действия водорастворимой фракции нефти (ВРФН) 
проводили при учете выживаемости мух, содержащихся на среде с токсикантом, 
плодовитости дрозофил, а также по количеству неразвившихся яиц, после нанесения 
на них 3-4 капель испытуемого вещест ва (эмбриотоксический эффект ВРФН). Для 
выяснения влияния ВРФН на половые клетки дрозофилы проводили изучение часто
ты доминантных деталей у особей, развившихся на среде с токсикантом. Мутаген
ность водорастворимой фракции нефти исследовали при учете нерасхождений и по
терь Х-хромосом у гибридов F 1 от скрещивания виргинных самок линии Кантон-С с 
самцами линии wa В. Тератогенность ВРФ шаимской нефти оценивали по частоте 
появления морфозов типа «вырезка на крыле» у мух F l , развившихся в питательной 
среде с добавлением тестируемого вещества. Концентрация ВРФН в эксперименте 
была 2,5%.

РЕЗУ ЛЬ ТА ТЫ ИССЛЕДОВА НИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование выживаемости мух, содержавшихся в течение 20 дней на среде с 
добавлением 5,2% сырой шаимской нефти (табл. 1), показало, что как у самок, так и 
у самцов в эксперименте идет снижение по сравнению с контролем (P<0,05) величи
ны изучаемого показателя, особенно выраженное у самцов по сравнению с самками. 
Вероятно, снижение выживаемости дрозофил связано с токсическим действием сы
рой нефти на мух. Полученные нами данные согласуются с результатами, известны
ми из литературы о токсичност и нефтепродуктов [10,11].

Частота гибели яиц у мух, развившихся на среде с тестируемым агентом (3,8%), 
и у их потомков, развившихся в чистой среде (3,0%), была выше контрольного уров
ня (1,1%), что свидетельствует о влиянии нефти на половые клетки мух. Появление 
доминантных деталей в опыте связано, прежде всего, с увеличением, по сравнению с 
контролем, частоты ранних деталей. Известно [12-14], что причиной ранней эмбрио
нальной гибели яиц являются повреждения в цитоплазме ооцита, дефицит в геноме



l ж ш c t h j l *  J  ψ  I
важных для эмбриогенеза хромосом, не восстановленные хроматидные разрывы и 
хромосомные аберрации, различные физиологические нарушения. Поздние эмбрио
нальные летали возникают в результате хромосомных перестроек и последующей 
утраты хромосомного материала в митозах дробления или в результате таких по
вреждений хромосом, которые препятствуют процессу репликации [ 15]. Исходя из 
природы доминантных деталей, можно заключить, что ранние и поздние эмбрио
нальные летали имеют как генетическую, так и физиологическую этиологию, поэто
му можно говорить о генотоксичности данного агента. Повышение частоты ранних 
деталей при действии сырой шаимской нефти (в опыте 3,6%, в контроле — 0,8%) 
свидетельствует о генотоксичности испытуемого вещества.

Таблица 1
Выживаемость мух при содержании на среде с добавлением нефти

в полулегальной концентрации

Вариант 
опыта

Кол-во 
мух

Выживаемость мух на ...день (%)

4 10 I 14 18 22 J 26 31
Самки

Контроль 120 97,5±
1,42

88,3 ±
2,93

83,3 ±
3,40

73,3 ±
4,04

47,5 ±
4,56

41,0 ±
4,50

31,7 ±
4,25

Опыт 200 90,5 +
2,07 *

83,0 ±
2,66

72,0 ±
3,17*

43,5 ±
3,50*

39,3 ±
3,46*

26,1 ±
3,11 *

12,0 ±
2,30*

Самцы
Контроль 120 94,2 ±

2,13
83,4 +
3,40

73,6 ±
4,02

65,0 ±
4,35

34,8 ±
4,35

29,3 ±
4,15

18,1 ±
3,51

Опыт 200 84,0 +
2,59*

67,3 ±
3,31 *

55,1 ±
3,52*

34,2 ±
3,35*

27,0 +
3,14

15,7 ±
2,57*

6,4 ±
1,73 *

Условные обозначения:
* — статистически достоверные отличия между опытом и контролем
У особей F2, развившихся и содержащихся на чистой среде, но являющихся по

томками обработанных родителей, частота доминантных деталей и прежде всего 
ранних эмбриональных деталей была значимо выше контрольного уровня (2,4%, а в 
контроле — 1,1 %). Это, вероятно, связано с сохранением в половых клетках наруше
ний, возникших у обработанных родительских особей F l, развившихся на среде с 
добавлением нефти. Таким образом, у сырой шаимской нефти выявлен не только 
эффект генотоксического влияния на половые клетки, но и эффект отдаленного дей
ствия, проявляющийся у потомков, полученных от обработанных родителей.

Тератогенные свойства нефти изучали при учете крыловых морфозов и частоты 
появления укороченных щетинок у дрозофил, развившихся в среде с добавлением 
нефти. Величины изучаемых показателей в опыте были статистически значимо выше 
контрольного уровня. Таким образом, нефть вызывала нарушения в ходе эмбрио
нального развития крыльев и щетинок у мух. Анализ цитогенетических нарушений в 
клетках нервных ганглиев дрозофилы проводили после их развития в среде с добав
лением нефти. Было показано, что частота всех учитываемых нарушений (слипаний 
хромосом, пикнозов, пульверизации хромосом, дицентрических хромосом и фраг
ментации хромосом) не превышала контрольного уровня при внесении в питатель
ную среду мух в концентрации 1%, и значимо увеличивала частоту как клеточных 
нарушений, так и перестроек хромосом при действии нефти в концентрации 5% 
(табл. 2). Из литературы известно отсутствие мутагенной активности двух видов 
сырой и двух видов топливной нефти у одноклеточных водорослях Chlamydomonas
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reinhardi [16]. Было, однако, установлено [ 11], что действие нефтепродуктов на во
доросли зависит от концентрации токсикантов: увеличение концентрации веществ 
вело к гибели талломов водорослей. Можно предположить, что при действии невы
соких концентраций нефти возникают не крупные нарушения, а более мелкие генные 
мутации. Вероятно, с возникновением такого рода нарушений генетического мате
риала связано повышение частоты гибели яиц, отложенных обработанными мухами, 
и сохранение этого показателя у необработанных потомков, полученных от обрабо
танных родителей. При действии высоких концентраций нефти в среде возникают 
видимые хромосомные перестройки, увеличивающие гибель клеток и частоту нару
шений в ходе эмбриогенеза, регистрируемую в наших исследованиях по показате
лям морфозов. Особую тревогу вызывают сохраняющиеся в половых клетках нару
шения, регистрируемые у интактных потомков, полученных от обработанных 
родителей. Наличие у сырой шаимской нефти эффектов отдаленного действия ука
зывает на большую опасность нефтяного загрязнения для последующих поколений.

Таблица 2
Частота клеточных нарушений и хромосомных перестроек при развитии мух 

в питательной среде с добавлением нефти

Варианты опыта Кол-во клеток Частота клеточных 
нарушений (слипания 
+пикнозы),%

Частота перестроек 
хромосом
( % )

Концент]рация нефти в среде 1 %
Контроль 619 9,6 ± 1,18 4,2 ±0,81
Нефть 426 12,8 ± 1,62 6,7 ±1,21

Концент рация нефти в среде 5 %
Контроль 600 10,8 ± 1,27 3,9 ± 0,79
Нефть 668 31,1 ±1,79* 18,9±  1,51 *

Наряду с изучением генотоксических свойств сырой шаимской нефти, нами про
водилось исследование мутагенных, тератогенных и токсических свойств ее водора
створимой фракции.

Анализ токсичности ВРФН по показателям выживаемости мух на питательной 
среде с добавлением тестируемой фракции в концентрации 2,5% показал снижение 
жизнеспособности дрозофил, особенно самцов, в опытном варианте (табл. 3) по срав
нению с уровнем контроля.

Таблица 3
Выживаемость мух при содержании на питательной среде с ВРФ Шаимской нефти 

(2,5 мг/л)

Вариант 
опыта

Кол-во 
мух

Выживаемость мух на ... день ( % )

1 I 5 9 14 20 26
Самки

Контроль 225 100-0,10 82,2 ±
2,55*

70,0 ±
3,05

62,4 ±
3,23

44,9 ±
3,31

31,3 ±
3,09

Опыт 225 100-0,10 74,5 ±
3,65*

38,7 ±
3,98*

23,3 ±
3,45*

4,0 ±
1,60*

1,3 ±
0,93*

Самцы
Контроль 225 100-0,10 74,2 ±

2,92
65,1 ±
3,18

57,6 ±
3,29

34,0 ±
3,16

25,4 ±
2,90

Опыт 225 100-0,10 61,3±
3,98*

26,7 ±
3,61*

14,0 ±
2,83*

2,7 ±
1,31*

0 +0,07*
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Токсическое влияние водорастворимой фракции нефти на половые клетки оце

нивали при исследовании удельной и реальной плодовитости самок. Оба изучаемых 
показателя у мух опытных вариантов были ниже контрольного уровня на 12-23%.

Эмбриотоксическое действие ВРФН исследовали при нанесении ее на отложен
ные мухами яйца. Было установлено увеличение частоты доминантных эмбриональ
ных деталей (7,0%), особенно ранних (6,4%) в опытном варианте по сравнению с 
контролем (2,1%).

Анализ мутагенной активности ВРФН проводили при учете частоты доминант
ных деталей и частоты нерасхождений и потерь Х-хромосом в половых клетках дро
зофилы. Часгота доминантных деталей у мух, развившихся в среде с добавлением 
2,5% водорастворимой фракции нефти, была выше контрольного уровня (табл. 4).

Таблица 4
Частота доминантных деталей, морфозов, потерь и нерасхождений хромосом у мух 

после развития в среде с добавлением ВРФН

Вариант опыта Частота ДЭЛ 
(%)

Частота 
нерасхождений 
хромосом

Частота по
терь хромо
сом

Частота 
морфозов
(%)

Контроль 2,7 ±0,31 0,2 ±0,11 0 ,0  ± 0, 00 0,2 ±0,11
Опыт 11,4 ±  1,11 * 0,9 + 0,21 * 0,6 ±0,17 * 1,4 ±0,14*

Повышенная гибель яиц в опыте связана с ранней эмбриональной смертностью. 
Частота нерасхождений и потерь хромосом в опытном варианте была выше конт
рольного уровня, что свидетельствуег о наличии у водорастворимой фракции шаим- 
ской нефти мутагенных свойств. У водорастворимой фракции шаимской нефти вы
явлено наличие тератогенных свойств: частота крыловых морфозов в опыте была 
значительно выше контрольной.

ВЫВОДЫ

1. Проведенные исследования показали, что у сырой шаимской нефти в экспери
ментах с дрозофилой выявлено токсическое влияние на соматические (при учете вы
живаемости) и половые клетки ( при учете плодовитости). Мутагенность нефти зави
села от ее концентрации в среде: при низких концентрациях мутагенность 
отсутствовала, а при высоких была значительной. Выявлены тератогенные свойства 
у тестируемого токсиканта. Установлен эффект отдаленного действия сырой нефти 
на половые клетки мух.

2. У ВРФН выявлен мутагенный эффект дейсгвия на половые клетки дрозофилы 
(при учете частоты доминантных деталей и частоты потерь и нерасхождений Х-хро- 
мосом), токсический эффект на соматические и половые клетки и эмбриотоксичес- 
кий эффект. Установлено наличие тератогенных свойств у водорастворимой фрак
ции шаимской нефти.

3. Загрязнение окружающей среды нефтью и ее водорастворимой фракцией пред
ставляет генетическую опасность для живых организмов, так как эти вещества обла
дают токсическими, мутагенными и тератогенными свойствами как для половых, 
так и для соматических клеток, что может привести к трудно прогнозируемому изме
нению генофондов популяций и перестройке внутри- и межпопуляционных взаимоот
ношений.
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ОЦЕНКА ОПАСНОСТИ ЭФФЕКТОВ 
ПОСЛЕДЕЙСТВИЯ НЕФТИ
C  ПОМОЩЬЮ МОДЕЛЬНЫХ ТЕСТ-ОБЪЕКТОВ

А Н Н О Т А Ц И Я . Исследовали влияние нефти на ж ивотных (Drosophila 
melanogaster. Dapluiia magna). Показано, что г всех организмов, подвергавшихся 
кратковременному воздействию нефтяного загрязнения среды, снижаются основ
ные показатели приспособленности. Сохранение эффектов последействия связано с 
сохранением генетических нарушений в клетках.

The oil influence on animals (Drosophila melanogaster, Daphnia magna). It is shown 
that ali organisms. which неге affected by short-term influence o f  the oil pollution.


