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1. ВВЕДЕНИЕ

Рост антропогенной нагрузки на окружаю�
щую среду, связанный с увеличением промыш�
ленных и сельскохозяйственных выбросов, та�
ких как синтетически поверхностно активные
вещества (СПАВ) и нитраты, оказывают отри�
цательное влияние на баланс экосистем [1�2].
Существующие методы анализа состояния эко�
систем, такие как хроматография и полярогра�
фия [3�5], носят контактный и деструктивный
характер, обладая высокой точностью и селек�
тивностью исследуемых параметров, имеют ог�
раниченную область применения, связанную с
оперативностью и трудоёмкостью  измерений.

Известно, что выбросы СПАВ и нитратов,
как правило, носят залповый характер с после�
дующим достаточно быстрым их аккумулирова�
нием экосистемами. Вместе с тем конечной це�
лью контроля антропогенной нагрузки являет�
ся предотвращение их негативного влияния на
экосистемы. Следовательно, принципиальным
является, прежде всего, контроль состояния эко�
систем и их изменений под действием внешних
антропогенных факторов.

Ввиду способности аккумулировать различ�
ные типы загрязнений растения являются эф�
фективными маркерами состояния экосистем.
Накопление антропогенной нагрузки в растени�
ях носит интегрирующий характер, т.е. факти�

чески растения содержат в себе «историю» выб�
росов загрязнителей. Данные эффекты неизмен�
но приводят к изменению концентрации хлоро�
филла a и b в растении, что, с одной стороны,
меняет его биологический цикл, а с другой –
приводит к изменению спектральных свойств
среды. Следовательно, контролируя данные
спектральные изменения, можно не только су�
дить о количестве загрязнений, но и одновремен�
но оценивать степень их влияния на экосисте�
мы. Данный контроль может быть осуществлён
методом дифференциального обратного рассе�
яния, который обладает высокой чувствитель�
ностью и даёт наиболее целостную информацию
о состоянии живой системы [6�7].

Для понимания механизмов накопления и
воздействия загрязнителей на живые системы
крайне важным является анализ изменений в
структуре растения на клеточном уровне. Учи�
тывая высокую эффективность флуоресценции
хлорофилла, в настоящей работе для микроско�
пического анализа использован метод конфо�
кальной флуоресцентной микроскопии [8], обес�
печивающий контрастные микроснимки высо�
кого разрешения.

Целью работы являлось исследования спек�
тральных характеристик и микроструктуры ра�
стений для оценки степени влияния внешних
факторов воздействия на экосистемы.

Для реализации целей необходимо решить
следующие задачи:

1. Исследовать оптические характеристики
водного растения Элодеи бразильской (Elodea
Brazilian, Egeria densa) при действии различной
концентрации и типов синтетически поверхно�
стных активных веществ (СПАВ);
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2. Исследовать спектральные характеристи�
ки высших растений в присутствии сельскохо�
зяйственных выбросов;

3. Установить функциональные зависимос�
ти спектральных характеристик растений от
концентрации антропогенных выбросов;

4. Провести анализ микроструктурных изме�
нений растений при действии загрязнителей.

2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве объектов исследования по влия�
нию различных типов СПАВ на изменение оп�
тического состояния растений был использован
пресноводный макрофит Элодея бразильская
(Elodea Brazilian, Egeria densa). Водные расте�
ния были разделены на 4 группы. Контрольная
группа растений находилась в среде фильтрован�
ной водопроводной воды. Три группы составля�
ли водные растворы общедоступного СПАВ с
концентрациями 0,002 %, 0,02 % и 2 %. Данные
загрязнители вносились однократно в начале
эксперимента, т.е. фактически имитировался
однократный залповый выброс загрязнителей с
фиксированной их концентрацией. Опыты про�
водились в лабораторных условиях в резервуа�
рах с водой, исключающих внешние воздей�
ствия. Обеспечивались единые климатические
условия для всех групп растений, а также регу�
лярность и постоянство светового потока, воз�
действующего на среду.

Методика проведения экспериментальных
исследований по воздействию нитратов на оп�
тические характеристики растений состояла в
следующем: каждое из исследуемых высших ра�
стений (петрушка, укроп) было разделено на 3

группы: контрольная группа, группа с предель�
ной допустимой концентрацией и группа с уд�
военной предельной допустимой концентраци�
ей нитратов в почве. Нитратные удобрения вно�
сились однократно в начале эксперимента.

Экспериментальный стенд, реализующий
методы дифференциального обратного рассея�
ния и конфокальной микроскопии, представлен
на рис. 1.

Спектрофотометрическая установка 1а
включала в себя источник излучения, волокон�
ную систему сбора и подачи излучения, и спект�
рофотометр SR�303i (фокальная длина 303 мм)
с интегрированной цифровой камерой ANDOR
DV�420A�OE (1024*256, 26 мкм2, 16 бит). Экс�
периментальная установка позволяет работать
с излучением в спектральном диапазоне 180 –
1200 нм с погрешностью регистрации 0.2 нм. В
качестве источника излучения использовалась
галогенная лампа (спектральный диапазон из�
лучения вырезался с помощью фильтров и со�
ставлял 400…1000 нм).

Установка флуоресцентной конфокальной
микроскопии 1б состояла из источника излуче�
ния (галогенная лампа), оптической системы
фокусировки, конфокального блока и камеры
регистрации (1024*1024, время экспозиции
40мс).

Эксперименты проводились на протяжении
всего жизненного цикла растений с ежедневным
многократным контролем оптических характе�
ристик растения и регистрацией микроснимков.

В качестве основного оптического парамет�
ра, характеризующего изменение концентрации
хлорофилла при действии загрязнителей был
использован дифференциальный оптический

Рис. 1. Экспериментальный стенд:
а) Спектрофотометрическая установка: 1 – источник света (галогенная лампа), 2 – фокусирующая линза, 3 –
подающее волокно, 4 – объект исследования, 5 – приемное волокно, 6 – спектрограф SR�303i, 7 – цифровая
камера ANDOR DV�420A�OE, 8 – компьютер;
б) Установка флуоресцентной конфокальной микроскопии: 1 – источник видимого света (галогенная лам�
па), 2 – коллиматор, 3 – объект, 4 – объектив, 5 – поворотное зеркало, 6 – конфокальный сканирующий блок,
7 – блок фильтров, 8 – камера, 9 – компьютер, 10 – лазерный блок

а) б)
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коэффициент ДК, который был раннее приме�
нен в работе [7] для контроля атмосферных заг�
рязнителей:
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где C* – концентрация загрязнителей, t – вре�
мя, I750 и I550 интенсивности обратного рассе�
яния на длинах волн 750 нм и 550 нм соответ�
ственно.

Дифференциальный оптический коэффици�
ент К является отношением эксперименталь�
но измеренного оптического коэффициента К к
его значению в условиях отсутствия загрязни�
телей, т.е. соответствующих естественным усло�
виям. Поскольку длина волны 550 нм соответ�
ствует максимуму поглощения хлорофилла, а
длина волны 750 нм связана с поглощением клет�
чатки растения, то дифференциальный коэффи�
циент К однозначно отражает динамику изме�
нения оптических характеристик растения
вследствие влияния загрязнения среды.

3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

3.1. Экспериментальные исследования
оптических характеристик растений

при действии СПАВ

Динамика дифференциального оптического
коэффициента К для растений (при различных
концентраций СПАВ) представлена на рис. 2.

Видно, что наблюдается спад дифференци�
ального коэффициента вследствие деградации
хлорофилла в биоткани. В то время как в конт�
рольной группе растений значение коэффици�
ента остаётся практически неизменным. Первая

группа растений, выращиваемых в среде с очень
высокой концентрацией СПАВ (0,2%), к концу
эксперимента практически полностью утрачива�
ла пигменты, что отчётливо отражалось на из�
менении дифференциального оптического коэф�
фициента (рис. 2).

Данные качественные различия удалось по�
нять, проведя микроскопический анализ расте�
ний на клеточном уровне с использованием ме�
тода конфокальной флуоресцентной микроско�
пии. Характерные микроснимки (180*110 мкм)
ткани растений различных контрольных групп
(10 день) представлены на рис. 3. Реализован�
ная установка конфокальной микроскопии обес�
печивает разрешение, достаточное для уверен�
ной регистрации хлорофилла (рис. 3г), что по�
зволяет рассчитать его концентрацию на
клеточном уровне (рис. 3д).

Из микроскопического анализа следует, что,
в присутствии СПАВ сохраняется равномер�
ность распределения хлорофилла по клетке
(рис. 3б), но концентрация его падает с увели�
чением концентрации в залповом выбросе
СПАВ, приводя к полной деградации хлорофил�
ла при достижении концентрации СПАВ поряд�
ка десятых долей процента (рис. 3а).

Полученные результаты связаны с тем фак�
том, что СПАВ солюбилизируют мембраносвя�
занные белки мембраны клетки, нарушая её
свойства [9]. Это способствует проникновению
СПАВ во внутриклеточное пространство. Глу�
бина действия настолько велика, что отражает�
ся даже на двумембранных органоидах, таких
как пластиды. Это способствует высвобождению
пигментов из растения, тем самым снижая их
концентрацию и приводя к изменению диффе�
ренциального оптического коэффициента. По
мере увеличения доли СПАВ во внутриклеточ�

Рис. 2. Зависимость дифференциального оптического коэффициента от времени
для Элодеи (Elodea Brazilian) при различных концентрациях СПАВ
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ном пространстве скорость данного процесса
падает вследствие уменьшения хлорофилла, что
проявляется в виде эффекта насыщения диффе�
ренциального оптического коэффициента.

3.2. Исследование изменений оптического
состояния растений при действии нитратов

Изменение дифференциального оптическо�
го коэффициента К высших растений при дей�
ствии сельскохозяйственных выбросов (нитрат�
ных удобрений) представлена на рис. 4.

Из графиков видно, что увеличение концен�
трации нитратов приводит к росту дифференци�
ального оптического коэффициента ДК. После�
дующий спад К на 8�ой (для укропа) и на 12�ый
(для петрушки) дни проведения экспериментов
связаны с уменьшением концентрации хлоро�
филлов и увеличением  концентрации кароти�
ноидов на конечном этапе жизненного цикла
растений, что, несомненно, отражается на изме�
нении оптического состояния растений.

Более детальный анализ полученных резуль�
татов был проведен с помощью микроскопичес�
кого анализа растений на клеточном уровне ме�
тодом конфокальной флуоресцентной микро�

Рис. 3. Микроснимки (370*370 мкм) ткани водного растения при воздействии СПАВ 0,2% (а),
СПАВ 0,02% (б), СПАВ 0,002% (в) и контрольной группы (г); относительная концентрация

хлорофилла в группах растений (д)

скопии (рис. 5�6).
Из анализа рисунков 5 � 6 следует, что, при

действии нитратов наблюдается неравномер�
ность распределения хлоропластов в клетке ра�
стений.

Проведенный микроскопический анализ по�
зволил провести оценку изменения размеров
хлоропластов для различных растений от вре�
мени (рис. 7). В результате были построены за�
висимости относительного размера хлороплас�
тов от ПДК нитратов, представленные на рис. 7.

Анализ рис. 7 позволяет судить о том, что
действие нитратов отражается на изменении
мембранной структуры хлоропластов, приводя
к увеличению его размеров за счет увеличения
концентрации хлорофиллов и росту оптическо�
го коэффициента (рис.4).

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1. В результате проведенных исследований
установлены функциональные зависимости оп�
тического коэффициента от концентрации заг�
рязнителей.

2.  Микроскопически доказано, что механизм
деградации хлорофилла в присутствии СПАВ
воздействия связан с солюбилизацией белков
мембраны и изменением ее проницаемости.

3. Показано, что нитратные удобрения при�
водят к росту дифференциального коэффициен�
та обратного рассеяния во времени, что микро�
скопически связано с увеличением концентра�
ции хлорофиллов.
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of the biological environment.
Key words: differential optical coefficient, synthetic superficially active substances, nitrates, confocal
fluorescent microscopy, solubilization

on physics LPI. 2010. N 7. P. 47�54.
7. Zakharov V.P., Timchenko E.V.[et al.] Ecological

monitoring of megapolis on the basis of differential back�
scattering control of the wood culture // Laser Physics.
2009. V. 16, N 6. P. 1366�1372.

8. Zakharov V.P., Timchenko P.E., Bratchenko I.A. The
microscopic control net of explant // The collection of
competitive reports VIII All�Russia youth Samara
competition conference of scientific works on optics and
laser physics. 2010. P. 155�161.

9. Helenius A., Simons K. Solubilization of membranes by
detergents // Biochim Biophys Acta. 1975. V. 415, N 1.
P. 29.

Elena Timchenko, Candidate of Physics and Mathematics,
Research Fellow, Assistant Lecturer at the Ecology And Life
Safety Department. E�mail: vorobjeva.82@mail.ru
Larisa Taskina, Student. E�mail: retuo@mail.ru



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


