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Рассмотрены основные направления использования биотестирования для оценки экологического
риска загрязнений: а) прогностическое, направленное на прогнозирование возможных эффектов
химических веществ и определение безопасных уровней их применения, б) диагностическое, поз-
воляющее дать оценку реальной угрозы или ущерба в моменте. Проанализированы исторические
этапы развития экотоксикологии. Дано представление о разнообразии тест-систем и методах оцен-
ки экотоксичности, критериях подбора тест-видов в батареи биотестов. Приведены примеры при-
менения OMICS-технологий, молекулярных биомаркеров, наноэкотоксикологии и экотоксикоге-
номики в оценке токсичности почв. В мировой практике для сравнения результатов в стандартных
испытаниях в качестве референтного образца рекомендована стандартная почва (Reference/Stan-
dard/Artificial soil) согласно протоколу ISO11268. Акцентируется внимание на актуальности и про-
блемах оценки почв на основе биотической концепции современного экологического контроля,
охарактеризованы достоинства и недостатки некоторых способов и индексов экологического со-
стояния почв, базирующихся на использовании реакций живых систем на загрязнение среды оби-
тания (в частности, так называемый, интегральный показатель биологического состояния почвы –
ИПБС, функциональное разнообразие микробиома – ФБР, индекс состояния по методологии
ТРИАД). На современном этапе оптимальным способом интеграции результатов биотестирования
в общую оценку почв представляется междисциплинарная методология ТРИАД, предусматриваю-
щая комплекс химических, биоиндикационных (in situ) и токсикологических (ex situ) исследований.
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ВВЕДЕНИЕ
Последние 30 лет оценка экотоксичности почв

получила надежное методологическое обоснова-
ние в контроле качества наземных экосистем.
Биотическая концепция стала доминирующей в
экологическом контроле природных сред [10].
Широкое использование биологической диагно-
стики наряду с биоиндикационными наблюдени-
ями in situ предполагает лабораторную оценку
экотоксичности образцов при биотестировании
ex situ. Биотестирование – признанный полезный
экотоксикологический подход, направленный на
защиту экосистем от антропогенного воздействия.
В течение нескольких последних десятилетий био-
тестирование применяется в оценке качества при-
родных сред и техногенных объектов, к которым
относят производственные отходы, промышлен-

ные препараты, применяемые в различных отрас-
лях народного хозяйства, в том числе химические,
бактериальные, гуматно-композитные материалы
и сорбенты для восстановления нарушенных почв.

Качество почв определяют как одну из наибо-
лее сложных составляющих качества окружаю-
щей среды [40]. Качество воды и воздуха подразу-
мевает, в основном, чистоту субстанций, которая
напрямую влияет на потребление и здоровье лю-
дей и животных или на естественные экосистемы
[42, 48]. В определении “качество почвы” заложе-
ны более сложные представления. Оно не огра-
ничивается только степенью загрязнения [33]. В
широком смысле качество почвы обычно опреде-
ляется как “способность почвы функциониро-
вать в рамках экосистемы и границ землепользо-
вания для поддержания биологической продуктив-

УДК 631.4:577.4:502.7

МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ
И ОЦЕНКИ ЗАГРЯЗНЕНИЯ ПОЧВ



ПОЧВОВЕДЕНИЕ  № 5  2022

БИОТЕСТИРОВАНИЕ ЭКОТОКСИЧНОСТИ ПОЧВ 587

ности, поддержания качества окружающей среды и
развития растений и здоровья животных”, при
этом понятие “здоровье животных” включает здо-
ровье человека [49]. Качество почвы можно оце-
нить как для агроэкосистем, где основной, но не
исключительной, экосистемной услугой является
продуктивность, так и для природных экосистем.
Химическое загрязнение традиционными (тяже-
лые металлы, пестициды, нефтепродукты, ПАУ)
[2, 6, 8, 48] или относительно новыми (фармпре-
параты и антибиотики, наноматериалы, микро-
пластики) [64, 65] токсикантами представляет
большую угрозу устойчивому функционированию
почвенных экосистем и качеству окружающей сре-
ды в целом. Характеристика экологического каче-
ства всех трех компонентов окружающей среды
(вода, воздух, почва), согласно целому ряду норма-
тивных документов, включает оценку токсично-
сти [9, 25–29, 59–63, 76–81].

Исторические аспекты экотоксикологии. Начало
развития почвенной экотоксикологии в мировой
практике связывают с наблюдениями за воздей-
ствием пестицидов на почвенных беспозвоночных
в 1960-х гг. [51, 53]. Этот период характеризуется
большим вниманием к эффектам химических ве-
ществ в целом на объекты окружающей среды. В
этой связи часто вспоминают американскую жур-
налистку Рэйчел Карсон, впервые привлекшую
внимание публикацией в 1962 г. своей книги “Без-
молвная весна” (англ. “Silent Spring”) к негатив-
ным последствиям все более широкого использо-
вания синтетических пестицидов в послевоенные
годы. В книге прозвучало предостережение о том,
что борьба за урожай химическими средствами
неизбежно ведет к угрозе здоровью человека, а
первые сигналы уже следует видеть в воздей-
ствии пестицидов, особенно ДДТ, на птиц – по-
ющие птицы замолкают по причине бескон-
трольного распространения хлорированных пе-
стицидов, накапливающихся в пищевой цепи.
Появление этой книги было ярким событием и
важным триггером рождения новой науки – эко-
токсикологии (ecotoxicology), для становления
которой много сделал Рене Траут, связав в 1969 г.
воедино элементы ряда естественных наук (таких
как химия, биохимия, физиология, популяцион-
ная генетика и др.), определив понятия, предмет
и методы исследования новой науки.

Книга Р. Карсон, привлекшая всеобщее вни-
мание к загрязнению среды, оказалась важным,
но не единственным импульсом к развитию ток-
сикологических исследований. Этому способ-
ствовало массовое внедрение технологий и ис-
пользование с начала ХIХ в. химических продук-
тов в различных сферах, необходимость оценки
последствий таких антропогенных воздействий.
Впервые на законодательном уровне биотестиро-
вание было включено в оперативный контроль за-
грязнения вод в США, где с целью защиты окружа-

ющей среды и здоровья людей создано было Агент-
ство по охране окружающей среды (United States
Environmental Protection Agency; US EPA). Впо-
следствии такие организации, призванные разра-
батывать нормы и следить за их исполнением,
стали законодательно стимулировать внедрение
биотестов в практику и в других странах.

В 1980- и 1990-х гг. успешно решались вопро-
сы методического обеспечения экотоксикологи-
ческих исследований для оценки риска химиче-
ских веществ. В этот период было разработано
немало тестов на экотоксичность с использова-
нием отдельных видов живых организмов. Они
были основаны, прежде всего, на интегральной
характеристике – выживаемости особей.

Большой вклад во внедрение биотестов в при-
родоохранную практику нашей страны внесла
школа отечественных гидробиологов под руко-
водством профессора МГУ Строганова [15]. В
1990 г. Государственным комитетом СССР по
охране природы был утвержден первый норматив-
ный документ в области экотоксикологической
оценки водных объектов “Методическое руковод-
ство по биотестированию воды” (РД 118-02-90),
предусматривающее использование небольшого
набора гидробионтов: водоросли – Scеnedesmus
quadricauda, Chlorella vulgaris, беспозвоночные
Daphnia magna, Ceriodaphnia affinis, рыбы – Poecilia
reticulatus. В 1991 г. были утверждены “Правила
охраны поверхностных вод”, регулирующие очист-
ку и сброс сточных вод в водные объекты с помо-
щью токсикологического контроля методами био-
тестирования [12]. Разработанные в методическом
документе принципы и в настоящее время исполь-
зуются в законодательных актах с целью охраны не
только водных, но и почвенных ресурсов.

Разнообразие тест-систем и методов оценки эко-
токсичности. Показателем экотоксичности слу-
жит степень изменения определенных парамет-
ров живых систем разного уровня организации,
которая фиксируется различными методами. Это
могут быть биохимические, биофизические мето-
ды, визуальный подсчет, разные виды микроско-
пии. Так, при исследовании реакций на химиче-
ское загрязнение представителей микобиоты с
помощью световой микроскопии показаны изме-
нения под воздействием солей тяжелых металлов
и нефтепродуктов в прорастании спор у ряда мик-
ромицетов (Phoma spp., Fusarium oxysporum, Stem-
phylium sp., Trichоderma harzianum, Penicillium fre-
quentans, Mucor racemosum) [18, 21]. Методом лю-
минесцентной микроскопии с применением
специфического красителя установлена транс-
формация морфо-биологической структуры
биомассы микроскопических грибов под влия-
нием отходов производства минеральных удобре-
ний [17]. Методом посева на плотные среды при-
сутствие поллютантов можно регистрировать по
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изменению радиальной скорости роста колоний
микромицетов (виды родов Phoma, Fusarium,
Thielaviopsis) [17, 21]. При культивировании в
жидких средах влияние токсичных веществ кон-
тролируется по накоплению биомассы [16, 17,
21, 52].

В конце 1990-х и начале 2000-х гг. в почвенной
экотоксикологии появились стандартизованные
международными организациями (OECD – Ор-
ганизация экономического сотрудничества и раз-
вития и ISO – Международная организация по
стандартизации) биотесты, основанные на учете
показателей смертности и воспроизводства эн-
хитреид [79], дождевых червей [78, 80] и коллембол
[77]. Позднее для тех же организмов были утвер-
ждены поведенческие тесты (избегание) [62], а для
дождевых червей и энхитреид еще и тест по био-
аккумуляции [100]. Появилась целая серия нор-
мативных документов, регламентирующих ис-
пользование высших растений [76, 81, 84, 86] и
микроорганизмов [60, 85].

Тест-организмы, “перенесенные” из окружа-
ющей среды в контролируемые условия лабора-
торного культивирования, должны соответство-
вать ряду требований. Как правило, указывается,
что они должны быть представлены широко рас-
пространенными в природных условиях видами,
легко доступны в течение всего года в больших ко-
личествах, представлять генетически максимально
однородную популяцию, свободны от возбудите-
лей болезней и паразитов. Самое важное что стан-
дартизованные тест-организмы должны обладать
стабильной высокой чувствительностью к токси-
кантам, которая по требованиям стандартных ме-
тодик измерений токсичности должна регулярно
контролироваться в лаборатории по реакции на
модельные токсиканты. В идеале они должны быть
чувствительны к широкому спектру токсинов (или
к группе соединений) для целей их идентификации
в средах, а наблюдаемая реакция должна быть вос-
производимой.

Батареи биотестов. Со временем все более по-
пулярными становятся так называемые батареи
биотестов – серии тест-систем, основанные на
реакциях разных видов живых организмов на
один и тот же объект воздействия [38, 54, 94, 101].
Более сложные комплексные модельные систе-
мы, ориентированные на измерение структурных
и функциональных показателей, характеризую-
щих биодоступность и аккумуляцию токсикан-
тов, также приобретают популярность [4, 5].

Внедрение батарей биотестов считается осо-
бенно эффективным при анализе смешанного за-
грязнения окружающей среды. Они дают воз-
можность объединить тест-отклики в одну оцен-
ку, что позволяет классифицировать участки по
степени их загрязнения, сравнивать воздействие
различных коммерческих продуктов при выявле-

нии токсичности в образцах со смешанным за-
грязнением [57]. Этот период связывают с появ-
лением интегративных многомаркерных концеп-
ций – Multi-Markered Bioindication Concept
(MMBC). На использовании батареи из двух тест-
систем с участием организмов разной таксономиче-
ской принадлежности основана, например, совре-
менная экспериментальная оценка класса опасно-
сти отходов, согласно действующим “Критериям
отнесения отходов к I–V классам опасности по
степени негативного воздействия на окружаю-
щую среду” (утв. приказом Минприроды Рос-
сии от 4 декабря 2014 г. № 536) [9].

В то же время не затихает дискуссия о размере
батареи биотестов, обоснованности включения
тех или иных тестов, значении чувствительности
отдельных тест-видов. Результатам отклика одно-
го тест-вида в пределах батареи с высокой и ши-
рокой чувствительностью придается решающее
значение: если хотя бы один вид обнаружил ток-
сичность, то пробу принято относить к токсичной.
В других подходах показана возможность исполь-
зования ограниченного числа тест-видов, но вы-
бранных в соответствии с их специфической чув-
ствительностью к поллютантам, в первую очередь,
участвующим в загрязнении участка. Это аргумен-
тируется повышением рентабельности состава ба-
тареи [72, 73].

Все чаще в работах последних лет эксперимен-
тально обосновывается необходимость концеп-
ции специфических тестов, так называемых,
“site-specific ecotoxicological tests”, результаты ко-
торых можно объединить в один интегрирован-
ный индекс [16, 102].

Для улучшения, как дискриминации, так и
полноценного заключения о степени загрязнен-
ности участков все же целесообразно в биотестах,
интегрированных в батареи, использовать боль-
шее количество тест-видов, включая те, что облада-
ют высокой чувствительностью к определенным ви-
дам загрязнения [54, 73]. Например, Агентство по
охране окружающей среды США для обнаружения
диоксинов и диоксиноподобных соединений в поч-
вах и отложениях рекомендует проводить скрининг
с помощью анализа CALUX® (Chemically Activated
LUciferase eXpression) (https://www.epa.gov/sites/de-
fault/files/2015-12/documents/4435.pdf).

Наш двадцатилетний опыт экотоксикологиче-
ских исследований свидетельствует о необходи-
мости адаптации методик измерений, существу-
ющих в реестре Федерального информационного
фонда по обеспечению единства измерений РФ, к
конкретным видам загрязнений почв, поскольку
чувствительность тест-культур заметно различа-
ется [16, 23].

Критерии подбора тест-видов в батареи вклю-
чают, среди прочего, практичность, определяе-
мую выполнимостью и рентабельностью испы-
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тания, приемлемость, включая такие аспекты,
как стандартизация, воспроизводимость и ста-
тистическая достоверность метода испытаний, а
также экологическое значение, включая чув-
ствительность. Ван Гестель с соавт. [102] счита-
ют, что для получения сбалансированной батареи
тестов необходимо обеспечивать, с одной стороны,
репрезентативность исследуемой экосистемы или
биотопов, а именно, включать организмы, пред-
ставляющие разные функциональные группы, раз-
ные таксономические группы и разные пути воз-
действия; а, с другой, репрезентативность ответных
реакций тест-видов, что означает их действитель-
ную актуальность для нормального функциониро-
вания популяций и сообществ (выживаемости,
воспроизводства) [102].

Включение представителей основных трофи-
ческих уровней (продуцентов, консументов и ре-
дуцентов) в батарею биотестов в определенной
мере отражает экосистемный подход к оценке
риска загрязнения и повышает надежность био-
диагностики качества и устойчивого функциони-
рования экосистем [16]. Такой подход, конечно,
не заменит полевые испытания в природных эко-
системах, а лишь дополняет их, причем позволяет
получить сигналы о неблагополучии в опережаю-
щем режиме [2].

Молекулярные биомаркеры. В 1990 г. потреб-
ность в оценке путей воздействия химических ве-
ществ на живые организмы, интерес к изучению
биодоступности поллютантов и необходимость ее
оценки послужили стимулом к развитию новых
методов, в которых чувствительные и потенци-
альные инструменты раннего предупреждения о
негативной воздействии представляли биохими-
ческие тест-функции (биомаркеры) [66, 96]. Та-
кие ранние биомаркерные эффекты наблюдают-
ся у многих видов почвенных беспозвоночных
(изопод) [50], а также у микроорганизмов. В част-
ности, известны разнообразные мишени токси-
ческого действия органических и неорганических
загрязнителей на грибные клетки: 1 – ингибиру-
ют ферментативную активность; 2 – вызывают
окислительный стресс или взаимодействуют с си-
стемами, которые обычно защищают от вредного
воздействия свободных радикалов, 3 – токсичные
металлы вытесняют или заменяют ионы металлов
в металлоферментах, которые вследствие этого
инактивируется и 4 – вызывают нарушение це-
лостности мембран [3, 34, 41].

Химические вещества, воздействуя на мембра-
ны грибов – первый встречающих их физико-хи-
мический барьер, способны вызывать количе-
ственные и качественные изменения их липидно-
го состава [14]. В частности, анализ липидных
профилей грибов показал, что тяжелые металлы
(ионы Ni, Cu, Zn) влияли на состав липидных
компонентов и меняли текучесть мембран Curvu-

laria lunata [82, 83]. Ионы Pb вызывали существен-
ное повреждение цитоплазматической мембраны,
снижая доли фосфатидилхолинов и ненасыщен-
ных жирных кислот в составе фосфолипидов мице-
лия Paecilomyces marquandi [95].

Подобные биомаркеры могут действовать как
чувствительный индикатор раннего предупре-
ждения о возможных эффектах на более высоких
уровнях биологической организации, а также мо-
гут предоставлять информацию о способе дей-
ствия химического вещества.

Достижения молекулярной биологии способ-
ствуют разработке новых биосенсоров для иссле-
дования биодоступности и (эко)токсичности как
тяжелых металлов, так и наночастиц на их основе.
В наноэкотоксикологии уже применяются метал-
лоспецифические бактериальные биосенсоры на
основе рекомбинантных микроорганизмов в со-
четании с набором мультитрофных биотестов на
беспозвоночных, водорослях и бактериях [65].

Научный интерес привлекает сочетание раз-
личных факторов стресса, причем не только вза-
имодействие между различными химическими
веществами (токсичность смесей), но и проявле-
ние токсичности при совместном действии хи-
мических агентов и другими факторами стресса
[99, 103].

Экотоксикогеномика. Все больший интерес вы-
зывают OMICS технологии как инструменты в
оценке экологической значимости воздействия хи-
мического стресса, экологической уязвимости жи-
вых систем на генетическом уровне.

При сравнении различных биохимические тест-
параметров [96] показано, что ответы на уровне ге-
нов (повреждения ДНК) были наиболее чувстви-
тельными к кадмию. Геномика, протеомика, тран-
скриптомика значительно расширяют набор ин-
струментов экотоксикологии. В настоящее время
экотоксикогеномика рассматривается как ин-
струмент, позволяющий лучше понять молеку-
лярные механизмы действия химических веществ
и механизмы формирования устойчивости к за-
грязнению, в частности, устойчивость к металлам
или пестицидам [103].

Экотоксикогеномика также может помочь
раскрыть механизмы воздействия различных ча-
стиц на организмы, как было показано на приме-
ре наночастиц металлов [65] или частиц микро-
пластика [64]. Инструменты экотоксикогеномики
могут быть полезны в эконанотоксикологии, но
это требует еще значительных усилий и дальней-
ших исследований, прежде чем они могут быть
применены в практике оценки экотоксикологиче-
ского риска загрязнения почв.

Подходы к оценке экотоксичности почв. Воз-
действие в тест-системах измеряется посредством
имитации возможных путей поступления вредно-
го вещества в организм, поэтому основными сре-
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дами для тестируемых объектов являются водные.
А отсюда следует, что в качестве биологических
чувствительных сенсоров чаще других выступают
гидробионты – простейшие, водоросли, ракооб-
разные и другие организмы или их элементы.

Изучение токсичности твердых компонентов
окружающей среды (почвы, донные осадки, грун-
ты, отходы и т. п.) по реакциям гидробионтов
считают опосредованным способом воздействия
на биосенсоры [17]. Этот подход получил название
элюатного, поскольку при его реализации исполь-
зуют водные вытяжки (экстракты выщелачивания,
элюаты твердых объектов). К сожалению, некото-
рые виды загрязнений проявляют гидрофобные
свойства, накапливаясь в почве или отложениях. В
таких случаях биотестирование в тест-системах,
основанных на реакциях гидробионтов и анализе
водных экстрактов, не всегда может отражать ток-
сичность данного образца почвы или донных отло-
жений.

Очевидно, что исследования почвы, как и дру-
гих твердых субстратов, должны проводиться с
помощью аборигенных тест-видов. Такой под-
ход, в котором анализируется твердая масса при
непосредственном контакте с почвообитащими
организмами, получил название аппликатного,
или контактного (иногда называемого субстрат-
ного), биотестирования [16].

Для оценки качества и токсичности целых об-
разцов почв наиболее информативным подходом
представляется использование беспозвоночных
животных [59, 77–80] и высших растений, среди
них немало традиционно применяющихся видов
однодольных и двудольных растений [75, 76, 81,
84, 86, 88].

Референтная почва. Для стандартизации мето-
да и облегчения сравнения результатов во всех
стандартных испытаниях применяется референт-
ный образец – стандартная почва (Reference/
Standard/Artificial soil) согласно протоколу ISO
11268-2. В ее составе торф (10%), каолиновая гли-
на (20%) и кварцевый песок (70%) с добавлением
некоторого количества CaCO3 (pH 6.0). По своим
свойствам эта почва напоминает супесчаную. В не-
которых руководствах допускается использование
5% торфа [101].

Использование референтной почвы важно для
сравнения токсичности разных препаратов и
прогноза их действия в природных почвах. Вме-
сте с тем, представление о том, что тип почвы ва-
жен при определении токсичности химических
веществ, сопровождалось растущим пониманием
концепции биодоступности: только часть общего
количества химического вещества в почве до-
ступна для поглощения организмами и, следова-
тельно, является действующим началом, актуаль-
ным для оценки рисков. Это было не раз проде-

монстрировано в экспериментальных работах [11,
16, 19, 89].

В почвах, различающихся по кислотности, со-
держанию глины и органических веществ, кото-
рые влияют на доступность свинца, одна и та же
доза свинца (2000 мг Pb/кг почвы) в разной степе-
ни была губительной для дождевых червей Eisenia
andrei [39]. Через 28 сут экспозиции в одних об-
разцах все черви погибали, в других почвах смерт-
ность не наблюдалась, а в третьих погибала толь-
ко часть особей. В дерново-подзолистой почве с
двух полей, различающихся по содержанию орга-
нического углерода, при одинаковом уровне по-
лиметаллического загрязнения комплексом со-
лей свинца, меди и цинка тест-растения горчицы
белой Sinapis alba резко различались по ростовым
показателям и накоплению биомассы [19].

Тяжелые металлы по-разному влияют на на-
копление биомассы грибов и бактерий, а также на
структуру микромицетных сообществ в почвах
одного типа, различающихся по гумусированно-
сти. Под действием тяжелых металлов доли рези-
стентных к химическому загрязнению меланизи-
рованных форм грибов, как правило, резистент-
ных к неблагоприятным воздействиям [107], в
сильногумусированной увеличивалась на 25.9%,
а в слабогумусированной — на 45.7% [20].

Биотестирование экотоксикологического риска.
В востребованности биотестов для экологическо-
го контроля и риска загрязнений можно выделить
два направления – прогностическое и реальную
биодиагностику – оценку почв в моменте.

Первый направлен на прогнозирование воз-
можных эффектов химических веществ, чтобы ре-
гулировать их использование, контролировать и
предотвращать их появление на рынке. С этой це-
лью лабораторные биотесты проводятся для опре-
деления безопасных уровней конкретных химиче-
ских веществ (обычно новых препаратов), поступа-
ющих в почвы и другие среды.

Второй подход – диагностический, он позво-
ляет дать оценку реального экологического риска
или ущерба, и в случае выявления токсического
загрязнения принимать управленческие решения
для восстановления нарушенных почв и сниже-
ния риска химического загрязнения.

Прогностический подход практически полно-
стью основывается на принципах токсикологии
человека и предполагает, что потенциальное дей-
ствие химического вещества для экосистем мож-
но оценить по его токсичности относительно
стандартизованных тест-культур чувствительных
видов в контролируемых лабораторных условиях.
Чтобы получить правильное представление о по-
тенциальной опасности химического вещества для
экосистемы испытание проводится в серии тестов
с набором видов. При определении безопасных
уровней химикатов проводят оценки острой и хро-
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нической токсичности. В вариантах оценки ток-
сичности острой в краткосрочных опытах оценива-
ется выживаемость, при хронической в продолжи-
тельных экспериментах оценивается, как правило,
плодовитость.

Определен набор токсикометрических показа-
телей, с помощью которых количественно оцени-
вается токсичность, отражающая концентрации
действующего вещества, вызывающие смерт-
ность или отклонение от контроля значений лю-
бых других тест-функций на определенную величи-
ну за определенный срок экспозиции тест-организ-
мов в образце исследуемого объекта. Токсичность
количественно оценивается с помощью концентра-
ционных параметров, таких как LC10 и LC50 (кон-
центрации, вызывающие гибель соответственно
10 и 50% тест-организмов в выборках, подвергну-
тых воздействию), EC10 и EC50 (концентрации,
вызывающие снижение на 10 и 50% соответствен-
но, любых тест-функций, например, роста или
количества произведенных молодых особей), а
также NOEC и LOEC (концентрации, соответ-
ственно, не вызывающие наблюдаемые эффекты
и вызывающие минимальные наблюдаемые эф-
фекты) [25–29, 59–63].

Таким образом, при прогностическом подходе
результаты тестов на токсичность используются
для установления пороговых значений или без-
опасных уровней химических веществ в почве.
Если есть возможность получить данные о ток-
сичности в нескольких тест-системах, основан-
ных на откликах разных видов (в идеале ≥8), то
применяется статистический метод распределе-
ния видовой чувствительности (SSD – species sen-
sitivity distribution) [22, 87].

Ранее в нашей работе получены критические
значения ряда показателей загрязнения почвы
(Со, Cr, Zn, U, Ra) с отвалов урановых шахт (пос.
Каджи-Сай, Кыргызстан), обеспечивающие за-
данную допустимую вероятность экологического
риска на основе метода SSD, примененного по
отношению к токсичности выявленных в почве
элементов для отдельных видов почвенных мик-
ромицетов [22].

Диагностический подход при использовании
биотестирования дает эффективный инструмент
для оценки степени токсичности и мониторинга
экологического качества почв. Эти оценки имеют
решающее значение для планирования и успешно-
го проведения восстановительных мероприятий.

Таким образом, и для прогноза последствий
применения конкретных веществ, и для диагно-
стики качества почв используются тесты на ток-
сичность, и в обоих случаях рекомендуется не
один, а серия тестов.

Способы интеграции результатов биотестирова-
ния в экологическую оценку. В зависимости от ти-
па воздействия на экосистемы в разной степени

меняются токсичность, микробиологические,
другие биологические, физико-химические пока-
затели почвы. Известно немало индексов и си-
стем оценок, в которых предлагается та или иная
степень интеграции разных параметров экоси-
стем [6, 7, 13, 30, 45]. Недавно в рамках концеп-
ции качества почвы (или здоровья почвы – SH)
был представлен подход, который позициониру-
ется как целостный, дающий представление о
взаимодействии между основными компонента-
ми почвенной системы [40]. Однако сами авторы
констатируют, что целостный подход реализовать
непросто, поскольку почва представляет собой
сложную систему, в которой задействованы и вза-
имодействуют физические, химические и биоло-
гические характеристики и процессы. Подход в
рамках концепции SH можно рассматривать как
желаемый, но нереальный на данном этапе ин-
струмент практического использования [40].

Использование биотических показателей в
интегральной оценке почв заметно прогрессиру-
ет в последние десятилетия, целый ряд предложе-
ний по обобщению разнообразных индексов на-
ходит практическое применение.

Интегральный показатель биологического со-
стояния почвы. Одним из примеров комплексной
оценки может служить интегральный показатель
биологического состояния почвы (ИПБС), пред-
ложенный в качестве критерия степени нарушения
экологических функций почвы [6]. Он основан на
балльной оценке вначале отдельных показателей
состояния биоты для конкретного образца (или ва-
рианта опыта) относительно максимального на-
блюдаемого значения в серии образцов (или вари-
антов опыта), в затем из суммы относительных
значений показателей (баллов) рассчитывается
средний оценочный балл ряда изученных показа-
телей. Интегральный показатель эколого-биоло-
гического состояния почвы конкретного рассчи-
тывается по формуле:

где Бср – средний оценочный балл всех показате-
лей, Бср. mах – максимальный оценочный балл всех
показателей [6].

Помимо индикационных показателей этот ин-
декс может включать и оценку токсичности, то
есть результаты биотестирования. При диагно-
стике загрязнений авторы предлагают принимать
значение каждого из показателей в незагрязнен-
ной почве за 100%, и по отношению к нему в про-
центах выражать значения этого же показателя в
загрязненной почве. Принято считать, что если
значения ИПБС уменьшились менее чем на 5%,
то почва выполняет свои экологические функции
нормально, при снижении значений ИПБС на 5–
10% происходит нарушение информационных

= ×ср

ср.mах

Б
ИПБС 100%,

Б
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экофункций, на 10–25% – биохимических, фи-
зико-химических, химических и целостных, бо-
лее чем на 25% – физических. К недостаткам та-
кого подхода следует отнести отсутствие учета
реальных изменений химических и физических
свойств нарушенных почв.

Интегральный индекс экологического состояния
экосистемы. Оригинальная методика использу-
ется для оценки экологического состояния прес-
новодных экосистем [1], которая может быть
применима и к оценке почв. Интегральный индекс
экологического состояния экосистемы (ИИЭС)
представляет собой комбинацию двух составля-
ющих, отражающих экологическое состояние по
химическим и биологическим показателям. ИИЭС
определяется как

где Вi и Нi – соответственно анализируемые био-
тические и гидрохимические показатели, выра-
женные в относительных единицах (баллах); Nb и
Nh – количество отобранных показателей [1].

Эта методика также основана на анализе без-
размерных величин (баллов), которые устанавли-
ваются на основании экспертных оценок. Кривая
зависимости между антропогенной нагрузкой и
ИИЭС по своему характеру является типичной S-
образной функцией “доза-эффект” с характерной
точкой перегиба, которая характеризует критиче-
ский уровень антропогенной нагрузки [2, 22].

Индекс функционального биоразнообразия мик-
робиома. Оригинальный способ оценки активно-
сти почвенного микробиома представлен в литера-
туре интегральным показателем “здоровья почв”,
основанным на параметрах функционального био-

=
+
+

 И ,ИЭС i i

b h

B H

N N

разнообразия (ФБР) почвенного микробного со-
общества, вычисленный на основе спектров по-
требления субстратов, полученных методом муль-
тисубстратного тестирования [4, 5].

Методология ТРИАД. Комплексную оценку
состояния природных сред предполагает так на-
зываемый “триадный подход” (TRIAD approach),
с 2017 г., включенный в систему международных
стандартов – ISO 19204:2017 “Качество почвы.
Методика оценки экологического риска локально-
го загрязнения почвы (триадный подход к оценке
качества почвы)” [43, 61]. Парадигма ТРИАД сфор-
мулирована Питером Чапменом применительно
к оценке загрязнения донных отложений как алго-
ритм, позволяющий оценить потенциальные вред-
ные воздействия на экосистему, учитывая одновре-
менно концентрации химических веществ, биодо-
ступность поллютантов и экотоксикологические
параметры наблюдаемых экосистем [43, 44]. Он
основан на методологии междисциплинарного
уровня и учитывает данные химических (ИСх),
биоиндикационных (ИСб) и токсикологических
(ИСт) исследований [43, 47, 89–91] (рис. 1).

Расчет индексов состояния (ИСх, ИСт и ИСб)
проходит в несколько этапов путем сравнения
полученных значений для пробы с данными фона
или предельно допустимыми концентрациями
(ПДК) [47, 93].

При расчете индекса состояния почв по био-
индикационным показателям ИСб в каждом ис-
следуемом образце сравнивают с таковыми в фо-
новом образце. Аналогичным образом проводят
оценку токсикологических показателей для индек-
са состояния ИСт. Индексы состояния по токсико-
логическим и биоиндикационным параметрам
рассчитывают на основе средних арифметических

Рис. 1. Графическое представление обобщенного индекса состояния почв – ИС (слева) и исследованные показатели в
почве разных участков урбаноземов г. Кирова (справа) (по [13]). Обозначения: контроль: ИCх, ИБб, ИCт – индексы со-
стояния почв, рассчитанные, соответственно, по химическим, биоиндикационным и токсикологическим показателям.
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из всех измеренных показателей. Для всех состав-
ляющих применяют функции определенного вида
для перехода к шкале, нормированной от 0 до 1
[13, 93].

Поскольку биотические (токсикологические и
биоиндикационные) показатели являются наибо-
лее информативными с точки зрения поддержания
устойчивого состояния экосистем и выполнения
почвами экологических функций, в частности, та-
кой как среда обитания для живых организмов [16],
то при расчете интегрального индекса состояния
по триаде показателей – химическим, токсиколо-
гическим и биоиндикационным (ИСх, ИСт и ИСб,
соответственно) предложено применять весовые
коэффициенты, равные 1.5 и 2.0 [47]. Тогда форму-
ла для расчета интегрального индекса состояния
(ИС) имеет вид:

В работе Пукальчик с соавт. [13] предложены
градации ИС, диапазоны значений которых соот-
ветствует пятиуровневой шкале и которые харак-
теризуют соответствующую степень антропоген-
ной нагрузки на почвы и экологическое состоя-
ние почв [2, 30] (табл. 1).

Как видно из таблицы, полярные значения (0
и 1) соответствуют градациям “хорошо” и “пло-
хо”, то есть чем больше индекс – тем больше от-
личие от фона и тем большую химическую на-
грузку испытывают почвы.

Результаты биотестирования, обработанные
по описанному выше алгоритму методологии
ТРИАД, включены в интегральный индекс для
оценки состояния почв на загрязненных и фоно-
вых участках урбаноземов г. Кирова, для характе-
ристики состояния почв горных экосистем Кирги-
зии вблизи размещения радиоактивных отходов
[98], для определения степени восстановления
почв после применения ремедиационных препа-
ратов [89, 90], для обоснования необходимости
ремедиации [58] почв, загрязненных тяжелыми
металлами на шести площадках в радиусе 2 км от
заброшенной шахты (КНДР), в которой добыва-
ли золото (Au), свинец (Pb) и цинк (Zn). В отсут-
ствие фоновых территорий аналогичные крите-
рии и тесты были применены для оценки почв и

+ +=
+ +

ИСх 1.5ИСт 2.0ИСб
ИС .

1.0 1.5 2.0

сопоставления экологического риска загрязнения
двух участков вблизи полигона отходов в Северной
Испании, изученных выше и ниже по течению ре-
ки относительно места размещения свалки [55], а
также во многих других работах [11, 32, 67, 70].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результат биотестирования представляет со-
бой классическую экспериментальную методиче-
скую оценку токсикометрических показателей
живых систем (целых организмов или их частей)
после воздействия на них анализируемых объек-
тов. Разработанная в сфере медицинской токси-
кологии методологическая основа биологическо-
го тестирования дала инструмент для лаборатор-
ной оценки токсичности не только в медицине и
ветеринарии. Использование методов биотести-
рования давно уже распространилось за границы
области, определяемой как сфера разработки
нормативов содержания химических веществ в
окружающей среде, первичной оценки свойств
новых веществ. Биотестирование во всем мире ис-
пользуют для анализа экологического состояния
природных сред, испытавших вредное воздействие
техногенных факторов, а также при установлении
степени опасности отходов производства и по-
требления [9, 25–29, 45].

Биотестирование дает информацию о неблаго-
получии для устойчивого функционирования эко-
систем в опережающем режиме, до проявления
видимых изменений биоты в отличии от биоинди-
кации, методы которой фиксируют в природных
условиях уже проявившиеся под воздействием
факторов изменения в состоянии биоценозов.

Со времени публикации первых схем и ин-
струментов оценки и мониторинга качества поч-
вы в 1990-х гг. появилось более 60-ти националь-
ных и региональных подходов, разработанных
преимущественно в Северной Америке, Европе
и Китае. Основное внимание в этих подходах
уделено характеристике плодородия почв, кото-
рую рассматривают как их способность обеспе-
чивать питательными элементами и водой расте-
ния, а также отсутствие токсичных веществ
(www.fao.org). В связи с этим некоторые авторы
считают необходимым дополнить характеристи-

Таблица 1. Соответствие интегрального индекса состояния, определенного на основе методологии ТРИАД, ка-
тегориям качества почв, состояния и нагрузки

Значение ИС Категория качества почв Степень нагрузки Состояние почвы

ИС = 0 I Допустимая Фоновое

0 < ИС < 0.30 II Низкая Слабо нарушенное

0.30 ≤ ИС < 0.50 III Средняя Нарушенное

0.50 ≤ ИС ≤ 0.79 IV Высокая Сильно нарушенное

0.79 ≤ ИС ≤ 1 V Очень высокая Необратимо нарушенное
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ку качества почвы, оптимальной для роста сель-
скохозяйственных культур, показателями биораз-
нообразия и функциональной активности почвен-
ной микробиоты [7, 20]. Так, микробная биомасса
почвы и ее дыхательная активность могут в опре-
деленной степени служить показателями ее из-
менения при разных воздействиях [36, 60], а зна-
чит – характеризовать ее здоровье. Эти показатели
включены в программы экологического монито-
ринга почв и наземных экосистем ряда европей-
ских стран [7, 36].

В настоящее время практическая востребован-
ность методов биотестирования отражена в со-
временной нормативно-правовой документации
соответствующих регулирующих органов. Атте-
стация методов измерения токсичности, которая
обеспечивает получение результатов с установ-
ленными показателями точности, стала возмож-
ной во многом благодаря введению строгой про-
цедуры стандартизации методов и тест-организ-
мов (ГОСТ Р 8.563–2009). В нашей стране в
разных сферах производственной деятельности
(сельскохозяйственной, медицинской и приро-
доохранной) используются наборы биотестов,
регламентированные к применению для оценки
качества почв приказами соответствующих ми-
нистерств, методическими указаниями и руко-
водствами.

Для создания стандартной методики биотести-
рования необходимо пройти строгую процедуру,
которая включает регламентацию видовой при-
надлежности тест-организма, обеспечение опре-
деленного уровня чувствительности тест-куль-
туры, создание оптимальных условий для под-
держания тест-культуры в регламентированных
методикой условиях. Хотя первые методики
биотестирования были аттестованы сравнитель-
но недавно (в 90-х годах прошлого столетия) к
настоящему времени уже значительное количество
стандартных биотестов внесено в федеральный ре-
естр как рекомендованные для практического эко-
логического контроля окружающей среды. По-
дробнее с ними можно познакомиться на сайте
https://fgis.gost.ru/fundmetrology/registry/16. Эти
документы являются практическими руковод-
ствами, направленными на внедрение в лабора-
торные исследования методов экотоксикологи-
ческого контроля.

Оценка токсичности – важная, но не единствен-
ная составляющая интегральной оценки экологи-
ческого качества почв. Оптимальным способом ин-
теграции результатов биотестирования в общую
оценку почв представляется методология ТРИАД,
основанная на учете данных количественного хи-
мического анализа содержания загрязняющих ве-
ществ, результатов биоиндикации – наблюдений
за состоянием представителей биоты в природ-
ных условиях (in situ) и показателей токсичности

почв по отношению к стандартизованным тест-
культурам в лабораторных условиях (ex situ). Этот
междисциплинарный вариант интеграции данных
не лишен спорных моментов в алгоритме расчетов
(в частности, на этапе присвоения так называемых
“весовых коэффициентов” биотическим показа-
телям [47]), однако методология ТРИАД за два де-
сятка лет с момента выхода работы Чапмена [44]
прошла широкую апробацию во многих странах
на почвах с разным характером и уровнем загряз-
нений. Реализация ее в форме международного
стандарта ISO 19204-2017 [61] дает действенный
инструмент для оценки и сравнения экологиче-
ского качества почв и прогнозирования эффектов
химических веществ, намеренно или ненамерен-
но попадающих в почвы.
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Bioassay of Soil Ecotoxicity under Chemical Pollution: 
Modern Approaches to Integration for the Ecological State (Review)

V. A. Terekhova1, 2, *
1 Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

2 Institute of Ecology and Evolution, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: vterekhova@gmail.com

The review considers the main directions of the use of biotesting for assessing the environmental risk of pol-
lution: a) predictive, aimed at predicting the possible effects of chemicals and determining the safe levels of
their use, and b) diagnostic, which makes it possible to assess the real threat or damage at the moment. The
historical stages in the development of ecotoxicology are analyzed. A variety of test systems and methods for
assessing ecotoxicity, criteria for the selection of test species in a battery of biotests are characterized. Exam-
ples of the use of OMICS technologies, molecular biomarkers, nanoecotoxicology and ecotoxicogenomics in
the assessment of soil toxicity are given. In world practice, to compare the results in standard tests, Reference
/ Standard / Artificial soil is recommended as a reference sample according to the ISO11268 protocol. Atten-
tion is focused on the relevance and problems of soil assessment based on the biotic concept of modern envi-
ronmental control, the advantages and disadvantages of some methods and indices of the ecological state of
soils, based on the use of reactions of living organisms to environmental pollution (in particular, the so-called
integral indicator of the biological state of soil , functional diversity of the microbiome, state index according
to the TRIAD methodology). At the present stage, the interdisciplinary TRIAD methodology, which pro-
vides for a complex of chemical, bioindication (in situ) and toxicological (ex situ) studies, seems to be the best
way to integrate the results of biotesting into the overall assessment of soils.

Keywords: ecotoxicity, biodiagnostics, biotesting, biosensors, battery of biotests, chemical pollution, bio-
availability, forecast, soil assessment, ecological quality, integral indices, TRIAD methodology
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