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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ТОКСИЧНОСТИ НИТРАТОВ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ЦИТОМОР-

ФОЛОГИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ РАЗНЫХ ТКАНЕЙ РЫБ КАК БИОМАРКЕРА 

 

© М. Р. Верголяс 
 

Проведен биологический анализ водных образцов содержащие разные концентрации нитратов. Описы-

вается влияние нитратов на организм и клетки рыб. Получены данные о негативном влиянии ПДК нит-

ратов в воде. Показано, что при токсическом влиянии нитратов на организм рыб происходят изменения 

количественного состава лейкоцитов периферической крови, также отмечены структурные изменения 

ядер клеток в различных тканях. Обнаружено, что нитраты, содержащиеся в пробах воды, имеют ци-

тогенотоксический эффект 

Ключевые слова: питьевая вода, нитраты, генотоксичность, цитотоксичность, лейкоцитарная фор-

мула крови рыб 

 

A biological analysis of aqueous samples containing different concentrations of nitrates is conducted. An influ-

ence of nitrates on the organism and the cells of fish is described. Data were obtained about the negative influ-

ence of maximum permissible concentration of nitrates in the water. It has been shown that the toxic effect of ni-

trates on an organism of fish is changing the quantitative composition of peripheral blood leukocytes, and ob-

served the structural changes of cell nuclei in various tissues. It was found that the nitrates contained in the wa-

ter samples have cyto-and genotoxic effect 
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1. Введение 

Проблема загрязнения водной среды нитрата-

ми приобретает все большую остроту в большинстве 

стран мира, включая Украину. В настоящее время 

происходит постоянный рост их концентрации из-за 

широкого использования нитратных удобрений, из-

быток которых с грунтовыми водами поступает в 

источники водоснабжения. 

Смена экологических факторов, вызванных 

возрастающим антропогенным влиянием, приводят к 

угрожающей ситуации касающейся выживания жи-

вых организмов и здоровья человека. Поэтому в ком-

плексе мероприятий, направленных на предотвраще-

ния негативным влияниям на здоровье, связанных с 

факторами водной среды, важное место должна за-

нимать оценка качества воды, в частности еѐ без-

опасность для человека [1].  

В последние годы появляется все больше ин-

формации о глобальном распространении нитратов 

как в воде, почве, так и в продуктах питания и о па-

губном воздействии нитратов на здоровье человека. 

 

2. Анализ литературных данных и поста-

новка проблемы 

На организм живых существ влияют нитраты, 

которые являются одними опасных загрязнителей 

окружающей среды, поскольку основными источни-

ками поступления этих ксенобиотиков в организм че-

ловека есть питьевая вода и продукты питания [2, 3].  

Нитраты характеризуются достаточно широ-

ким спектром токсического действия на живые орга-

низмы. Токсическое действие нитратов состоит в 

том, что в пищеварительном тракте они превращают-

ся в нитриты, которые при поступлении в кровь вы-

зывают метгемоглобинемию. Это присутствие в кро-

ви метгемоглобина – продукта окисления гемоглоби-

на ядами нитратов и/или нитритов. Также под влия-

нием некоторых видов желудочных микроорганиз-

мов нитраты восстанавливаются до нитритов, кото-

рые блокируют образование гемоглобина тем, что, 

восстанавливаясь, переводят железо из двухвалент-

ного в трехвалентное [4], а также угнетение активно-

сти ферментных систем, участвующих в процессах 

тканевого дыхания.  

Кроме того, установлено, что из нитритов в 

присутствии аминов могут образовываться N-нитро- 

замины, которые проявляют концерагенную актив-

ность. При употреблении высоких доз нитратов с пи-

тьевой водой, или продуктами питания через 2–4 ча- 

сов проявляются характерные симптомы нитратного 

отравления. Постоянное употребление воды с повы-

шенным содержанием нитратов приводит к заболе-

ваниям крови, сердечнососудистой системы. Нега-

тивно влияют на работу центральной нервной систе-

мы, так же и на развитие эмбрионов. Нитраты в кон-

центрации более 20 мг/дм
3 

оказывают токсическое 

действие на организм человека [3]. 

Согласно санитарным правилам и нормам, в 

воде централизованного водоснабжения содержание 

нитратов не должно превышать 45 мг/дм
3
. 

Источниками нитратов в окружающей среде 

являются:  

– природным путем, при окислении органиче-

ских соединений; 

– азотные удобрения и перегной; 

– большие сельскохозяйственные комплексы;  

– городские свалки,  

– транспорт и промышленность.  

Источниками попадания нитратов в организм 

человека являются: овощи, фрукты и вода (особенно 

в системах обеспечения населения водой из откры-

тых водоѐмов, рек). Что касается кипячения загряз-

ненной нитратами воды, то оно не уменьшает опас-

ность воды, а наоборот, увеличивает еѐ токсичность. 
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Загрязненная нитратами вода даже в смертельных 

дозах – чистая, прозрачная, без запаха и видимых 

примесей, обычная на вкус [5]. 

 

3. Цель и задача исследования 

Активное использование в сельском хозяйстве 

минеральных удобрений приводит к повышению со-

держания нитратов, которые с грунтовыми водами 

поступает в источники водоснабжения. Содержание 

нитратов, часто в десятки раз превышает допусти-

мую норму в питьевой воде. Проблема качества воды 

из децентрализованных источников поставок заост-

ряется тем, что не подлежат постоянному контролю, 

в частности со стороны СЭС. В их поле зрения они 

попадают только в рамках осуществления общего 

санитарного надзора или в случаях инфекционных 

вспышек. 

В связи с этим разработка эффективных мето-

дов оценки как прямого, так и опосредованного вли-

яния техногенных и других загрязнителей на живые 

организмы становится всѐ более актуальной. Антро-

погенные изменения водных экосистем не могут не 

отображаться на физиологическом состоянии гидро-

бионтов, в частности рыб.  

Использование цито- и генотоксических спо-

собов диагностики качества водной среды при помо-

щи рыб, является кратковременным, одновременно 

технически простым, универсальным и важным био-

тестом для выявления токсических факторов и ве-

ществ, загрязняющих окружающую среду, в частно-

сти для оценки качества природных и питьевых вод 

[6]. Распространенность тестов с рыбами связана с 

одной стороны с удобством их содержания в лабора-

торных условиях и тем, что тест-организмы пребыва-

ет непосредственно в исследуемых водных образцах, 

а также рыбы реагируют на токсическое влияние по-

добно млекопитающим [7, 8]. 

Анализ микроядер, как метод исследования 

генотоксичности и биомаркер генотоксического раз-

вития для человека, последнее время приобретает все 

большей популярности. В сравнении с тестом на 

хромосомные аберрации, подсчет микроядер являет-

ся более простым, но не менее важным методом, за-

нимает меньшее количество времени, т.е. микро-

ядерный тест в силу своей простоты и возможности 

быстрого анализа становится методом скрининга 

химических соединений на генотоксичность. Ещѐ 

одним преимуществом этого метода является то, что 

он позволяет проводить оценку уровня хромосомных 

нарушений по анализу интерфазного ядра [6, 9, 10]. 

Для оценки цитотоксичности водных образцов 

исследовали влияние токсических веществ на кровь 

тест-организма (рыбу), а именно на лейкоциты крови. 

В определении цитотоксичности водной среды, как 

биомаркер использовали форменные элементы крови 

рыб. Определяли количество форменных элементов 

(лейкоцитов), и по их соотношению в контрольном и 

опытном образцах осуществляли оценку цитотоксич-

ности водной среды [7, 11, 12]. 

 

4. Методика эксперимента 

Для определения токсичности водных образ-

цов использовали рыбы Danio rerio (L.) 50 экземпля-

ров, также брали у них различные ткани, которые 

находились в контрольной и в загрязненной нитра- 

тами воде с концентрациями 5 мг/дм
3
, 10 мг/дм

3
,  

20 мг/дм
3 

и 45 мг/дм
3
. Контрольная вода была приго-

товлена в лабораторных условиях согласно рекомен-

дациям ДСТУ 4174:2003. 

После экспозиции 96 часов у выживших рыб 

отбирали кров из хвостовой вены, брали кусочек тка-

ни жаберной дуги, хвостового плавника и из них го-

товили цитологические препараты. Из полученной 

крови делали мазки, фиксировали 96 % этиловым 

спиртом на протяжении 30 минут, высушивали и 

красили 15 мин. Раствором азур-эозина по Романов-

скому-Гимза. Кусочки ткани жаберной дуги и хво-

стового плавника фиксировали смесью глицерина, 

уксусной кислоты и дистиллированной воды при 

объѐмном соотношении (1:1:10), соответственно. 

Полученные отпечатки тканей также красили по Ро-

мановскому-Гимза на протяжении 45 минут.  

Анализ препаратов проводили под световым 

микроскопом, при общем увеличении х1000, и опре-

деляли количество клеток с микроядрами и двойны-

ми ядрами в контрольной и исследуемой группах. 

Затем проводили сравнительный анализ количества 

образованных микроядер и двойных ядер. Частота 

образования микроядер (МЯ) и двойных ядер (2Я), а 

именно величина отклонения от контроля была ис-

пользована для оценки генотоксичности воды. Коли-

чество клеток, проанализированных для каждой осо-

би (рыбы) составила 3000. Статистическая обработка 

проводилась стандартными методами, токсический 

эффект считается действительным при статистически 

достоверной разнице с контролем [13]. Для опреде-

ления формулы крови в разных участках мазка под-

считывали 250 клеток, идентифицировали их по 

классификации, предложенной Н. Т. Ивановой [14], 

затем высчитывали процент каждого типа клеток. 

Также определяли цитотоксичность и специфичность 

формулы крови у рыб как биомаркер [7, 15]. 

 

5. Результаты исследование токсического 

влияния нитратов разной концентрации  

Результаты исследования влияния образцов 

вод, содержащиеся нитратов на эритроциты крови, а 

также ткани рыб (жабры и хвостовой плавник), отоб-

ражено в табл. 1.  

В образцах вод загрязненными нитратами в 

концентрации 45 мг/дм
3 

погибли 30 % тест-организ- 

мов, в концентрации 20 мг/дм
3 

смертность достигла 

50 % и в концентрации 10 мг/дм
3
 20 %, соответствен-

но. Во всех тканях общий уровень клеток с наруше-

ниями митоза достоверно возрастал (p<0,05) при  

действии трех концентраций нитратов 10 мг/дм
3
,  

20 мг/дм
3 

и 45 мг/дм
3 

от 0,33 ‰ до 4 ‰ в сравнении с 

контролем, данный рост носил дозозависимый харак-

тер (табл. 2).  
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Таблица 1 

Генотоксическое влияние исследуемых вод на различные ткани рыб Danio rerio (L.)  

после экспозиции (96 часов) 

Тип клеток 

Вид ядер-

ных ано-

малий 

Образцы исследуемых вод 

Контроль 

r-‰ 

NO3
–
 

5мг/дм
3
, r-‰ 

NO3
–
 

10мг/дм
3
, r-‰ 

NO3
–
 

20мг/дм
3
, r-‰ 

NO3
–
 

45мг/дм
3
, r-‰ 

Эритроциты 
мЯ 0 0 0,33 0,66 2,33 

2N 0 0 1 0,99 4 

Клетки жабр 
мЯ 0 0 0 0,66 2,33 

2N 0 0,33 0,33 0,66 3,66 

Клетки хвостового 

плавника 

мЯ 0 0 0 0,66 1,99 

2N 0 0 0,33 0,33 3,66 

Количество выживших 

тест-организмов, % 
100 100 80 50 30 

Примечание: r – количество клеток с нарушением митоза на 3000 клеток; МЯ – клетки с микроядрами; 2Я – клетки с 

двойными ядрами 

 

Таблица 2 

Изменение состава форменных элементов крови Danio rerio (L.), после экспозиции (96 часов)  

в исследуемых образцах воды 

Тип 

клеток 

Образцы 

исследуе- 

мых вод 

Лимфоци-

ты 

Моно- 

циты 

С/я  

нейтрофилы 

П/я 

Нейтро-

филы 

Базофилы 
Эозино- 

филы ∑ 

клетки 

n % n % n % n % n % n % 

Контроль 221 88,4 9 3,6 12 4,8 4 1,6 3 1,2 1 0,4 250 

NO3–5 мг/дм
3
 219 86,7 10 4 13 5,2 4 1,6 2 0,8 2 0,8 250 

NO3–10 мг/дм
3
 213 85,2 10 4 13 5,2 4 1,6 6 2,4 4 1,6 250 

NO3–20 мг/дм
3
 202 80,8 18 7,2 12 4,8 6 2,4 7 2,8 5 2 250 

NO3–45 мг/дм
3
 171 68,4 23 9,2 14 5,6 6 2,4 19 7,6 17 6,8 250 

Примечание: С/я – сегментоядерные; П/я – палочкоядерные 
 

В результате проведенного эксперимента, 

при исследовании образцов вод содержащиеся 

нитраты на клеточном уровне у рыб Danio rerio 

(L.) по показателям форменных элементов перифе-

рической крови, цитотоксический эффект проявля-

ли пробы воды с концентрациями 10 мг/дм
3
,  

20 мг/дм
3
и 45 мг/дм

3 
в сравнении с результатами 

контрольной воды. Увеличение количества эози-

нофилов, базофилов, моноцитов и уменьшение ко-

личества лимфоцитов в образцах воды указывает 

на проявление цитотоксического эффекта. Умень-

шение количественной доли лимфоцитов от 88,4 % 

в контроле до 68,4 % в воде содержащиеся нитра-

ты, происходило за счет увеличения моноцитов, 

базофилов и эозинофилов. Такое соотношение 

лейкоцитов в крови говорит о том, что в организме 

происходит воспалительный процесс (отравление). 

Полученные данные в пробе воды с нитратами  

5 мг/дм
3 

приближались к показателям контроль- 

ной воды. 
 

7. Выводы 

Показано, что при токсическом влиянии нитрат-

ов на организм рыб Danio rerio (L.) происходят измене-

ния клеточного состава периферической крови. А 

именно, наблюдалось увеличение процента сегменто-

ядерных нейтрофилов, эозинофилов, базофилов, моно-

цитов и уменьшение процента лимфоцитов. Отмечено, 

что степень выраженности данных изменений зависит 

от величины токсического влияния нитратов.  

Исследовано влияние пробы воды, содержащей 

нитраты на показатели структурной целостности ядра 

различных тканей рыб. Структурные и количественные 

изменения ядер наблюдались уже при концентрации 

нитратов 10 мг/дм
3
. Изменение компонентов клеточно-

го ядра, которые являются носителями генетической 

информации, приводит к мутациям клеток. Это может 

привести к ошибочной диагностике того или иного за-

болевания. Использование этих методов, дает возмож-

ность определения цитотоксичности и генотоксичности 

водных образцов.  

ПДК нитратов в воде согласно СанПиН 

2.1.4.1175-02 «Гигиенические требования к качеству 

воды нецентрализованного водоснабжения. Санитарная 

охрана источников» составляет 45 мг/дм
3
 [16]. Наши 

исследования показали, что содержание нитратов в воде 

выше 5 мг/дм
3
 негативно влияет на организм рыбы и еѐ 

клетки [17]. 
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