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Аннотация. Хром является одним из тяжелых металлов,
интенсивно загрязняющих окружающую среду в результате
хозяйственной деятельности человека. Токсичность,
канцерогенность и мутагенность хрома (VI) хорошо изучены в
тестах на рыбах и млекопитающих, в меньшей степени – на
птицах. Значительно слабее изучена генетическая опасность
хрома (VI) для пресмыкающихся и амфибий. Амфибии являются
важным компонентом биоценозов. Поэтому риск воздействия
хрома как антропогенного загрязнителя должен быть оценен
для представителей этого класса позвоночных животных.
Целью работы был анализ частоты образования микроядер и
ядерных аномалий в эритроцитах личинок Bufo viridis после
воздействия ионов хрома (VI) в концентрациях 0.025, 0.050,
0.125, 0.250, 0.375 и 0.500 мг/л в течение 6, 12, 18 и 24 часов.
Условия эксперимента моделировали ситуацию разового
сброса в водоемы промышленных сточных вод до конечных
концентраций, равных 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 и 10 ПДК ионов
хрома (VI). В результате эксперимента установлено, что ионы
хрома в концентрации 0.025 и 0.050 мг/л не вызывали
статистически достоверного увеличения суммарных частот
микроядер и ядерных аномалий во всех четырех вариантах
продолжительности воздействия. При концентрациях 0.125
мг/л и выше увеличение суммарных частот анализируемых
аномалий было статистически достоверным. Следовательно,
даже небольшие превышения ПДК (VI) хрома в водоемах могут
увеличивать нестабильность геномов земноводных.
© Петрозаводский государственный университет

Введение
Тяжелые металлы стали в настоящее время наиболее мощным загрязнителем

окружающей среды, отодвинув на второй план риски загрязнения среды пестицидами.
Интенсивное загрязнение экосистем тяжелыми металлами обусловлено активной
добычей и переработкой различных металлических руд, а также широким
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использованием солей и окислов тяжелых металлов в различных отраслях
промышленности и сельскохозяйственного производства. Неизбежно образующиеся
производственные отходы промышленных предприятий попадают в окружающую
среду. По этой причине во многих регионах России и других стран сформировались
геохимические аномалии, оказывающие сильное негативное воздействие на здоровье
человека и состояние экосистем (Блоков, 2018; Черногаева и др., 2019).

Одним из широко распространенных загрязнителей окружающей среды является
хром. Как химическое вещество хром стабилен, но в элементарном состоянии в
природе обычно не встречается. Он имеет несколько степеней окисления в диапазоне
от -2 до +6. Из них трехвалентный Cr (III) и шестивалентный Cr (VI) являются наиболее
распространенными стабильными формами. Основными источниками антропогенного
поступления хрома в окружающую среду являются добыча и переработка рудного
сырья, металлургия, гальваническое, лакокрасочное, кожевенное и текстильное
производства, химическая индустрия. Производственная деятельность человека на
протяжении последнего столетия привела к широкомасштабной и интенсивной
эмиссии соединений хрома в окружающую среду. Это, в свою очередь, существенно
повысило доступность хрома для живых организмов.

Хром в малых количествах необходим организмам. Он взаимодействует с
инсулином в процессах углеводного обмена и с трипсином при его расщеплении
белков до аминокислот, участвует в синтезе и функционировании нуклеиновых кислот,
а также в метаболизме липидов и гормонов. Именно поэтому органические и
неорганические соединения хрома, добавляемые в небольших (0.3 мг/кг) дозах в корма
рыб, интенсифицируют их рост (Asad et al., 2019). Вместе с тем избыточное количество
хрома в организме нарушает процессы биологического окисления, угнетает
активность ферментов, иммунную реактивность и увеличивает частоту мутирования.
Шестивалентный хром легко проникает в клетку через клеточную мембрану.
Проникший в клетки Cr (VI) претерпевает метаболическое восстановление до
трехвалентного хрома. В ходе этого процесса образуются активные формы кислорода
(АФК), которые инициируют каскад негативных клеточных процессов (Sharma et al.,
2022). Проникновение Cr (VI) в наземные организмы происходит в основном при
вдыхании и, в меньшей степени, при приеме внутрь с пищей и питьем, а также при
всасывании через кожу. Люди и дикие животные могут подвергаться воздействию
хрома всеми тремя путями, а в организмы гидробионтов он поступает с пищей и через
кожные покровы. По этой причине загрязнение водных экосистем хромом может
сильно влиять на рыб, а также обитающих в воде амфибий.

Благодаря высокой чувствительности к химическим мутагенам ряд видов
амфибий используют в качестве лабораторных тест-организмов и ранних
биоиндикаторов загрязнения водоемов. Поскольку анализ частот микроядер и ядерных
аномалий в эритроцитах амфибий широко используется для контроля антропогенного
загрязнения экосистем (Udroiu et al., 2015; Рябчикова и др., 2019; Michalová et al., 2020),
то желательно понимать закономерности индукции мутаций наиболее часто
встречающимися загрязнителями среды, в т. ч. и хромом.

Целью данной работы являлось изучение мутагенного действия ионов хрома (VI)
на соматические клетки личинок амфибий. Выполненный эксперимент моделировал
ситуацию залпового сброса в поверхностный водоем сточных промышленных вод в
объемах, обусловливающих конечную концентрацию хрома (VI) в воде от 0.5 до 10
ПДК.

Материалы
Объектом исследования служили эритроциты личинок Bufo viridis на 46-й и 47-й

стадиях развития (Дабагян, Слепцова, 1975), выловленных из водоема, не
загрязняемого промышленными и сельскохозяйственными стоками. Для адаптации к
лабораторным условиям отловленных личинок в течение 3 суток содержали в
аквариумах с чистой водой. Во время адаптации и в ходе эксперимента личинок
кормили коммерческим кормом для растительноядных рыб. По окончании
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адаптационного периода личинок разделили на 25 групп по 7 экземпляров. Одна
группа служила контролем. Остальные 24 группы подвергали воздействию ионов
хрома. Источником хрома (VI) в эксперименте служил бихромат калия (K2Cr2O7)
квалификации «х. ч.».

Методы
Предельно допустимая концентрация (ПДК) хрома (VI) в воде рыбохозяйственных

водоемов составляет 0.02 мг/л. Для поверхностных водоемов и питьевой воды она
несколько выше – 0.05 мг/л. Расчет концентраций соли выполняли по действующему
веществу – Cr (VI). Личинок помещали на 6, 12, 18 и 24 ч в аквариумы с водой,
содержащей ионы хрома в концентрациях 0.025, 0.050, 0.125, 0.250, 0.375, 0.500 мг/л.
Эти концентрации соответствовали 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 и 10 ПДК ионов хрома в воде
поверхностных водоемов.

После окончания периода воздействия ионов металла на личинок их
пересаживали в чистую воду на 24 часа для реализации мутаций. Мазки крови
приготавливали от 5 личинок, случайно выбранных из каждой экспериментальной
группы. Для каждой особи в разных участках мазков анализировали по 2000
нормальных эритроцитов, фиксируя при этом (дополнительно к числу нормальных
клеток) число эритроцитов с изолированными микроядрами и ядерными аномалиями.
Таким образом, мутагенный эффект в каждом варианте опыта оценивали после
анализа более 10 тысяч эритроцитов. Для оценки мутагенного эффекта хрома
использовали микроядерный тест, учитывая микроядра и изолированные фрагменты
хроматина (рис. 1), описанные в работе (Жулева, Дубинин, 1994). Анализ выполняли с
использованием микроскопа Laboval 4 (Carl Zeiss, Jena)  при увеличении 10 × 100 × 1.5
(окуляр × объектив × увеличение бинокулярной насадки).

 

Рис. 1. Микроядра и фрагменты хроматина, учитываемые в эритроцитах
головастиков B. viridis: а – два эритроцита с изолированными микроядрами разной

величины; б – микроядро, примыкающее к ядру; в – микроядро, прикрепленное к ядру
хроматиновой нитью; г – неоформленный ядерный материал в виде палочек (I) и

клубков (II); д – округлое образование ядерного материала довольно больших размеров
Fig. 1. Micronuclei and chromatin fragments counted in erythrocytes of B. viridis

tadpoles: а – two erythrocytes with isolated micronuclei of different sizes; б – micronucleus
adjacent to the nucleus; в – micronucleus attached to the nucleus by a chromatin filament;

г – unformed nuclear material in the form of rods (I) and tangles (II); д – rounded formation of
nuclear material, quite large 

Частоты аномалий в каждом из вариантов опыта сравнивали после их φ-
преобразования, используя u-критерий Фишера (Урбах, 1975, с. 156–169).
Дисперсионный анализ и интерполяцию закономерностей изменения частот аномалий
при изменении силы и длительности воздействия факторов выполняли, используя
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пакет программ StaDia 4.0.

Результаты
Частоты обнаруженных в эритроцитах аномалий различных типов в каждом из

вариантов опыта приведены в табл. 1. Динамика частот изолированных и
примыкающих микроядер (типы а и б) не обнаружила четко выраженной зависимости
от концентрации. Однако общая тенденция роста частоты с увеличением
концентрации хрома для каждого из этих типов микроядер просматривается
достаточно явно. Явных закономерностей в изменении частот микроядер (типы в–д)
также не было обнаружено. Сравнение частот этих аномалий показывает, что с
увеличением длительности воздействия Cr (VI) происходит заметное увеличение доли
клеток с микроядрами типа г-II и крупными фрагментами ядерного материала (тип д).
Рост частоты этих типов нарушений идет в основном за счет сокращения доли
прикрепленных микроядер.

 
 Таблица 1. Частоты (%) микроядер и ядерных аномалий различных типов в

эритроцитах личинок B. viridis, индуцированные ионами хрома (VI) при различных
концентрациях и длительности воздействия 

Время
действия, 
часы

Концентра​‐
ция Cr+6,
мг/л

Исследо​‐
вано
клеток

Частоты микроядер и ядерных аномалий, %
а б в г-I г-II д

Контроль 10043 0.17 0.25 – – – –
6          0.025 10046 0.28 0.17 – – – 0.02

0.050 10057 0.22 0.25 0.02 0.03 – 0.05
0.125 10071 0.25 0.19 0.12 – 0.02 0.02
0.250 10088 0.36 0.24 0.07 0.01 – 0.01
0.375 10086 0.28 0.33 0.15 0.02 0.06 0.02
0.500 10087 0.29 0.41 0.08 – 0.01 0.07

12          0.025 10053 0.17 0.22 0.08 – 0.04 0.02
0.050 10059 0.21 0.15 0.17 – 0.03 0.03
0.125 10081 0.31 0.22 0.04 0.02 0.02 0.05
0.250 10096 0.17 0.35 0.11 – 0.03 0.08
0.375 10095 0.29 0.26 0.07 – 0.05 0.11
0.500 10105 0.36 0.44 0.13 – 0.06 0.06

18          0.025 10060 0.19 0.23 0.05 0.01 0.02 0.10
0.050 10061 0.19 0.29 0.06 – 0.02 0.05
0.125 10085 0.23 0.28 0.13 – 0.01 0.05
0.250 10098 0.21 0.29 0.15 0.03 0.07 0.06
0.375 10103 0.38 0.33 0.18 0.01 0.06 0.07
0.500 10108 0.30 0.49 0.16 – 0.09 0.04

24          0.025 10062 0.19 0.21 0.11 0.01 0.04 0.06
0.050 10064 0.28 0.18 0.14 – – 0.04
0.125 10085 0.39 0.27 0.13 0.01 0.01 0.04
0.250 10108 0.33 0.41 0.19 – 0.07 0.06
0.375 10112 0.29 0.48 0.24 – 0.03 0.08
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0.500 10127 0.34 0.52 0.19 0.01 0.09 0.11

 
Обнаружена зависимость суммарных частот всех аномалий от концентрации и

времени воздействия ионов хрома (рис. 2). Результаты статистического анализа
показали, что самые низкие концентрации Cr (VI), равные 0.025 и 0.05 мг/л,
увеличивают суммарные частоты аномалий при всех четырех исследованных
экспозициях, но рост этих частот не приводит к статистически достоверным различиям
(см. рис. 2). Повышение концентрации до 0.125 мг/л увеличивало частоту аномалий в
ядрах до статистически достоверного уровня при P ≤ 0.05 в варианте с 6-часовой
экспозицией и при P ≤ 0.001 в вариантах с длительностью воздействия 12, 18 и 24
часов. Концентрации хрома 0.250, 0.375 и 0.500 мг/л вызывали статистически
достоверное (P ≤ 0.001) увеличение частоты аномалий ядер даже при 6-часовой
экспозиции.

Рис. 2. Зависимость суммарных частот ядерных аномалий в эритроцитах личинок
B. viridis от концентрации Cr (VI) и продолжительности его воздействия; величины,
статистически достоверно отличающиеся от контроля, обведены темным контуром

Fig. 2. Dependence of the total frequencies of nuclear anomalies in erythrocytes of B.
viridis tadpoles on the concentration of Cr (VI) and the duration of its exposure; values that

have statistically significant differences from the control are marked with a dark outline
 

Для определения силы влияния концентраций хрома и длительности его
экспозиции на частоту индуцируемых микроядер и ядерных аномалий был проведен
двухфакторный параметрический дисперсионный анализ. Его результаты показали
наличие статистически достоверного влияния обоих исследуемых факторов на частоту
индуцируемых аномалий. 

Зависимость частоты микроядер и ядерных аномалий в эритроцитах личинок B.
viridis от концентрации Cr (VI) при различных по длительности экспозициях
воздействия удовлетворительно интерполируется уравнением у = а + b1/2 со
следующими величинами коэффициентов (табл. 2).

 
Таблица 2. Величины коэффициентов уравнения у = а + b1/2, интерполирующего

зависимость частоты микроядер и ядерных аномалий в эритроцитах личинок B. viridis
от концентрации Cr (VI) при различном времени его воздействия

Длительность
экспозиции, ч

Коэффициент Статистический показатель
а b R F Р
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6 0.415 0.220 0.974 72.6 1.00 × 10–4

12 0.421 0.288 0.980 97.9 1.00 × 10–4

18 0.445 0.300 0.985 131.9 1.00 × 10–4

24 0.427 0.372 0.993 278.9 1.00 × 10–4

Примечание. R – множественный коэффициент корреляции; F – значение
критерия Фишера; Р – уровень значимости нулевой гипотезы.

Обсуждение
Амфибии играют важную роль в наземных экосистемах, в т. ч. и агроэкосистемах.

Значительная доля земноводных вынуждена размножаться в водоемах, подверженных
антропогенному загрязнению, что неизбежно приводит к дестабилизации геномов у
животных (Mitkovska et al., 2021). Проблема осложняется еще и тем, что
одновременное воздействие нескольких или многих загрязнителей может оказывать
синергетический эффект, усиливая мутагенность отдельно действующих факторов
(Luís et al., 2015; Fagbenro et al., 2019). Следует отметить, что при анализе
многокомпонентных смесей солей металлов и образцов сточных вод микроядерный
тест с использованием амфибий оказался более чувствительным, чем тест Эймса
(Godet, Vasseur, 1994; Ferrier et al., 2018).

Одними из самых интенсивных загрязнителей антропогенных экосистем
являются тяжелые металлы, в т. ч. хром. Токсичности соединений хрома посвящено
большое количество исследований. Опубликованы результаты многих исследований
мутагенности Cr (VI) для рыб и млекопитающих. Экспериментальных свидетельств
мутагенности Cr (VI) для амфибий очень немного. Принимая во внимание ПДК Cr (VI)
для вод поверхностных водоемов, а также его высокую мутагенность для
позвоночных, мы ограничили верхний предел исследуемой концентрации 10 ПДК.

Полученные нами результаты позволяют предположить, что залповые сбросы в
водоемы хромсодержащих сточных вод, приводящие к возникновению в водоеме на
протяжении 6 и более часов конечной концентрации, превышающей ПДК в 2.5 раза и
более, могут вызывать генетические нарушения в соматических клетках личинок
бесхвостых амфибий. Так как генеративные клетки амфибий и многих других
гидробионтов выводятся из организмов родителей в воду, можно предположить
возможность индуцирования такими залповыми сбросами хромсодержащих сточных
вод мутаций и в гаметах.

Разные виды бесхвостых амфибий имеют разную чувствительность к
мутагенному и токсическому действию тяжелых металлов (Gonçalves et al., 2019).
Сравнительный анализ мутагенеза у личинок двух хвостатых амфибий – иглистого
тритона (Pleurodeles waltl) и шпорцевой лягушки (Xenopus laevis) – показал, что хромат
калия был мутагенным для головастиков шпорцевой лягушки, но не вызывал мутаций
у личинок тритона (Zoll-Moreux, Ferrier, 1999). Это доказывает необходимость
исследования мутагенности ионов тяжелых металлов для разных видов земноводных
(а также других гидробионтов) и целесообразность нормирования солей тяжелых
металлов в природных водоемах с учетом наиболее чувствительных видов.

Заключение
Действие ионов Cr (VI) в течение 6, 12, 18 и 24 часов при концентрациях 0.025 и

0.050 мг/л несколько увеличивает частоту микроядер и ядерных аномалий в
эритроцитах личинок Bufo viridis, но этот рост частот статистически недостоверен.
Ионы Cr (VI) в концентрациях 0.125, 0.250, 0.375 и 0.500 мг/л статистически достоверно
увеличивают частоту аномалий ядер в эритроцитах при всех исследованных
экспозициях. Следовательно, даже краткосрочные воздействия хромсодержащих
сточных вод могут приводить к дестабилизации геномов амфибий.
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Summary: Chromium, which is one of the heavy metals,
intensively pollutes the environment as a result of human activities.
The toxicity, carcinogenicity and mutagenicity of chromium (VI)
have been well studied in tests on fish and mammals, and to a
lesser extent on birds. The genetic hazard of chromium (VI) for
reptiles and amphibians is much less studied. However, amphibians
are an important component of biocenoses. Therefore, the risk of
exposure to chromium as an anthropogenic pollutant should be
assessed for representatives of this class of vertebrates. The aim of
the work was to analyze the frequency of micronuclei formation
and nuclear anomalies in erythrocytes of Bufo viridis tadpoles after
exposure to chromium (VI) ions. We used concentrations of 0.025,
0.050, 0.125, 0.250, 0.375 and 0.500 mg/l and the duration of
exposure 6, 12, 18 and 24 hours. Experimental conditions
simulated the situation of a single discharge of industrial
wastewater into water bodies to final concentrations equal to 0.5,
1.0, 2.5, 5.0, 7.5 and 10 MPC of chromium (VI) ions. As a result of
the experiment, it was found that chromium ions at concentrations
of 0.025 and 0.050 mg/l did not cause a statistically significant
increase in the total frequencies of micronuclei and nuclear
anomalies in all four variants of the duration of exposure. At
concentrations of 0.125 mg/l and above, the increase in the total
frequencies of the analyzed anomalies was statistically significant.
Consequently, even small excess of the MPC for chromium (VI) in
water bodies can increase the instability of amphibian genomes.
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