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Изучение влияния водорастворимой фракции нефти 
на развитие эмбрионов полосатого данио 

(Danio rerio)

В работе представлены результаты эксперимента по изучению влияния водорастворимых фракций 
нефти (месторождение Каракудук) на развитие зародышей полосатого данио (Danio rerio) in vivo. 
Показано, что воздействие водорастворимой фракции нефти в концентрациях 10%, 30% и 50% от 
объема среды приводит почти к 100% смертности эмбрионов до стадии 24 ч.п.о. при всех исследу-
емых концентрациях. Задержка и нарушения развития начинаются со стадии хвостовой почки (10 
ч.п.о.), гибель зародышей наступает в последующие несколько часов. 
Ключевые слова: водорастворимые фракции нефти, эмбрионы, полосатый данио (Danio rerio), эм-
бриотоксичность.
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The investigation of oil water soluble fractions effects 
on Danio rerio embryonic development

The work is dedicated to investigation of oil water soluble fractions (Karakuduk oilfield) influence on 
development of Danio rerio embryos in vivo. It was shown that exposure to oil water soluble fractions in 
concentrations of 10%, 30% and 50% of incubation medium lead to almost 100% embryo mortality to stage 
24 hpf even in least concentration. Delay and alterations in development began at tail bud stage (10hpf) with 
subsequent embryos death. The exposure of oil water soluble concentrations even in least concentration 
10% of incubation media resulted in embryos death on stages of early organogenesis.
Keywords: oil water soluble fractions, embryo, Danio rerio, embryotoxicity.
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Danio rerio эмбриондарының дамуына 

мұнайдың суда еритін фракцияларының əсерін зерттеу

Бұл жұмыста in vivo жағдайында жолақ Danio rerio ұрығының дамуына мұнайдың (Қарақұдық) 
суда еритін фракцияларының əсерін тəжірибе арқылы зерттеп, нəтижелері ұсынылып отыр. Зерттеу 
нəтижелері көрсеткендей мұнайдың суда еритін фракцияларының 10%, 30% жəне 50% көлемдегі 
концентрациялары 24 сағат кезеңіндегі эмбриондардың 100% өліміне алып келді. Дамудың бұзылуы 
мен тоқталуы құйрық бүршігі жағынан басталып, бірнеше сағат ішінде эмбриондардың өліміне алып 
келді. Мұнайдың суда еритін фракцияларының 10% концентрациясының əсері ерте органогенез 
кезеңіндегі өліміне алып келді. 
Түйін сөздер: мұнайдың суда еритін фракциялары, эмбриондар, Danio rerio,эмбриоулылық.
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Нефть и нефтепродукты относятся к приори-
тетным загрязнителям окружающей среды, осо-
бую опасность они представляют как загрязните-
ли гидросферы, поскольку крупнейшие нефтега-
зоносные бассейны расположены в шельфовых 
зонах океана и внутренних морей. За время осво-
ения нефтегазовых месторождений экологиче-
ская обстановка в Атырауской, Мангыстауской, 
Западно-Казахстанской, Актюбинской и других 
областях Казахстана, и особенно в прибрежной 
зоне Каспийского моря, значительно ухудшилась 
в результате загрязнения рек, использования 
устаревших технологий добычи, транспорти-
ровки и переработки углеводородных ресурсов, 
а также в связи с утечкой нефти из затопленных 
скважин [1, 2]. Нефтяное загрязнение вод при-
водит к нарушению кислородного обмена в по-
верхностных слоях воды и оказывает токсиче-
ское воздействие на гидробионты. Как известно, 
наиболее уязвимы те виды, которые подвергают-
ся воздействию нефти во время эмбрионального 
развития. После печально известной аварии в 
Мексиканском заливе мировое научное сообще-
ство стало уделять больше внимания изучению 
влияния нефти на ихтиофауну, особенно хозяй-
ственно ценные виды рыб. В Мексиканском за-
ливе нерестятся около 52 видов рыб, среди ко-
торых много промысловых. Работы по изучению 
влияния на рыб нативной нефти Макондо и её 
водорастворимых фракций, особенно полици-
клических ароматических углеводородов (ПАУ), 
выявили отклонения в развитии у зародышей ти-
хоокеанской сельди и представителей семейства 
губановых [3]. 

В Каспийском море, как известно, обитают 
более 100 видов рыб, многие из которых – цен-
ные промысловые виды (сазан, судак, карп, ке-
фаль, килька, лещ, лосось, окунь и др) [4]. В Ка-
спии сосредоточено 90% мировых запасов осе-
тровых рыб, биопродуктивность которых с каж-
дым годом снижается. Недооценка негативных 
эффектов нефти и нефтепродуктов на качество 
половых продуктов и развитие икры рыб может 
привести к потере многих ценных, эндемичных 
и краснокнижных видов рыб этого уникального 
водоема. Поэтому исследование влияния нефти 
на развитие гидробионтов, обитающих в водо-
емах, подверженных нефтезагрязненению, сво-
евременны и крайне необходимы, особенно в ча-
сти определения эмбриотоксичности нефти и не-
фтепродуктов. При этом, необходимо учитывать 

состав нефтей разных месторождений, так как в 
данном регионе они значительно различаются. 
Оценка эффектов нативной нефти на процессы 
эмбрионального развития позвоночных живот-
ных крайне важна с позиции, как экологии, так и 
фундаментальной биологии и санитарии, учиты-
вая возможность экстраполяции данных на выс-
ших позвоночных и человека. 

Изучение влияния ксенобиотиков на разви-
тие гидробионтов in situ затруднительно, поэто-
му встал вопрос о разработке адекватной тест-
системы по оценке эмбриотоксичности приори-
тетных загрязнителей водоемов. В последние 
годы в эмбриологических исследованиях в каче-
стве модели используются эмбриональные ство-
ловые клетки, однако подобные исследования 
не приемлемы во многих странах по этическим 
соображениям и законодательно запрещены. 
Исходя из этого, Организация Экономического 
Сотрудничества и Развития (ОЭСР) одобрила 
использование в эмбриотоксикологических ис-
следованиях Danio rerio для оценки токсичности 
соединений для зародышей рыб – так называе-
мый Fish Embryo Toxicity (FET) тест. Эта модель 
позволяет сократить затраты средств, времени и 
избежать этических проблем [5]. В настоящей 
статье, для изучения влияния водорастворимых 
фракций каспийской нефти на процессы инди-
видуального развития рыб мы использовали FET 
тест на Danio rerio. 

Материалы и методы исследования
Исследования по эмбриотоксичности водо-

растворимых фракций нефти были проведены 
на зародышах Danio rerio. Производителей для 
получения икры содержали в аквариуме объ-
емом 60 л с плотностью посадки из расчета 2 
л на рыбу, при естественной смене дня и ночи, 
средней температуре 22-24°С. Гнездо готовых к 
размножению рыб (соотношение самцов и самок 
3:2) отсаживали в нерестовый аквариум, предва-
рительно обеззараженный, на дно которого была 
помещена сепараторная сетка. Температура в не-
рестовом аквариуме составляла 27°С. Посажен-
ные с вечера в прогретую свежую воду произво-
дители мечут икру рано утром. Отнерестивших-
ся производителей убирали из нерестового аква-
риума, сепараторную сетку встряхивали и также 
удаляли, икру собирали и отбирали оплодотво-
ренные икринки для последующего эксперимен-
та. Для получения водорастворимой фракции 
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товарной нефти (месторождение Каракудук), её 
смешивали с дистиллированной водой в соот-
ношении 1:10 и перемешивали на магнитной ме-
шалке в течение суток. Затем смесь оставляли до 
полного разделения фракций, водорастворимую 
фракцию тщательно отфильтровывали и храни-
ли при 4°С до использования. Эмбрионы были 
распределены на четыре группы: контрольная 
группа и три экспериментальные группы с до-
бавлением водорастворимой фракции нефти в 
концентрациях 10%,30% и 50% от объема среды 
инкубации. Икринки помещали в стерильный 12-
ти луночный планшет для инкубирования, по 10 
икринок на лунку. Каждая из четырех групп по-
вторялась трижды. Икринки инкубировали при 
27°С. Экспозиция фракциями нефти составляла 
1 час, после чего среду инкубирования заменя-
ли на чистую воду с добавлением метиленовой 
сини, чтобы предотвратить грибковое инфици-
рование. Анализ эмбрионов проводили in vivo, 
используя цифровой стереомикроскоп Motic 320 
со встроенной камерой и выводом изображения 
на экран ПК. Часть выживших эмбрионов фик-
сировали в 4% нейтральном забуференном фор-
малине до последующего анализа. 

Результаты и обсуждение
В нашем исследовании мы использовали за-

родыши полосатого данио (D.rerio) для исследо-

вания токсических эффектов водорастворимых 
фракций нефти. Эксперимент начинали прибли-
зительно через 5 часов после оплодотворения. В 
контрольной группе смертность эмбрионов со-
ставляет около 10%, причем наибольшая гибель 
приходится на 12 и 24 часа после оплодотворе-
ния. Через 24 ч после оплодотворения зародыши 
находятся в стадии фарингулы, нотохорд хорошо 
различим, начинается пигментация зародыша, 
появляется пульсация сердца (рисунок 1). Даль-
нейшая инкубация зародышей в планшете силь-
но осложняется, так как возрастают требования 
эмбрионов к содержанию кислорода. 

Экспозиция зародышей полосатого данио 
водорастворимыми фракциями нефти в течение 
часа приводит к повышенной смертности заро-
дышей. Наибольшая смертность наблюдалась 
через 12 и 24 часа после оплодотворения – прак-
тически 90% эмбрионов погибли до стадии 24 
ч п/о (рисунок 2). Причину гибели зародышей 
определить очень трудно, однако наблюдаются 
патологические изменения в развитии, в виде 
сильного отека гипобласта (рисунок 2). измене-
ния в развитии были зафиксированы через три 
часа после экспозиции – на стадии хвостовой 
почки (10 ч п/о) и по завершении обрастания. 
Все эмбрионы с зафиксированными явлениями 
отека гибли в течение последующих нескольких 
часов.

 а  б

Рисунок 1 – Контрольная группа – эмбрионы D.rerio, 24 ч.п.о, увеличение 4х, 
а – хорион сохранен, 

б – хорион удален, окрашивание кармином после фиксации 4% забуференным формалином
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Механизмы эмбриональной токсичности де-
тально не изучены ни для одного химического со-
единения, и лишь для немногих из них – в извест-
ной степени. Большинство эмбриотоксических 
исследований с D.rerio в качестве тест-объекта 
касаются полиароматических соединений, пе-
стицидов, наибольшее внимание уделяется эм-
бриотоксичности 2,3,7,8-тетрахлородибензо-р-
диоксина (ТХДД). Вместе с тем, исследований, 
касающихся воздействия нативной нефти на про-
цессы эмбрионального развития D.rerio очень 
мало. Воздействие водорастворимых фракций 
нефти вызывает у зародышей D. rerio нарушения 
в развитии висцерального черепа и сосудистой 
системы, гисто- и органогенеза, избыточный 
апоптоз, нарушение локомоции и тд [3]. 

Примеров использования D.rerio в качестве 
модельного объекта в токсикологии и фармако-
логии не так много, как лабораторных грызунов. 
Однако, по мере улучшения технологии, появ-
ления мутантных линий D.rerio, внедрения вы-
сокопроизводительного скрининга и разработ-
ки новых методов исследования использование 
вида Danio rerio в качестве модельного объекта 
будет все более распространяться. Следует осо-
бо отметить, что, для D.rerio, более чем для ка-
кого-либо другого вида рыб, изучена «норма», 
включая эмбриональное развитие, морфологи-

ческие, биохимические и физиологические по-
казатели для рыб на всех стадиях жизненного 
цикла, причем обоих полов. Это делает Danio re-
rio идеальным объектом для токсикологических 
исследований с целью изучения потенциальных 
эффектов химического воздействия и, в том чис-
ле, водорастворимых фракций нефти.

Тест FET с 2005 года является обязательным 
компонентом рутинных исследований сточных 
вод в Германии и уже стандартизован на между-
народном уровне. Результаты исследований эм-
бриотоксичности более чем 143 ксенобиотиков 
подтверждают эффективность использования 
эмбрионов рыб для оценки токсичности и дока-
зывают возможность экстраполяции данных FET 
на млекопитающих [6]. В начале 90-х насчиты-
валось более 100 публикаций с использованием 
D.rerio в качестве тест-объекта. К концу столе-
тия эта цифра увеличилась до 1000 публикаций 
в год, и на 2008 г. было зарегистрировано около 
3500 публикаций с использованием D.rerio в ка-
честве биотеста на эмбриотоксичность [7].

Главные достоинства использования эмбри-
онов D.rerio в качестве модели для токсиколо-
гических исследований следующие: 1) возмож-
ность in vitro наблюдать процессы в целом орга-
низме; 2) более быстрое, по сравнению с грызу-
нами, развитие при значительной генетической 

 а  б

Рисунок 2 – Опытная группа – эмбрионы D.rerio, 10 ч.п.о., экспозиция 30% водорастворимой фракцией нефти. 
а – х2, б – х4, нарушение развития
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гомологии D.rerio и человека; 3) маленький раз-
мер производителей, легкость разведения, воз-
можность получения до 300 зародышей с пары 
производителей; 4) маленький размер (~ 1 мм), 
вес (< 1 мг) и прозрачность зародышей позволя-
ют легко проводить микроскопические исследо-
вания; 5) исследования проводятся на планше-
тах для культивирования клеток, что позволяет 
уменьшить объемы тестируемых веществ и ре-
агентов; 6) полная расшифровка генома D.rerio, 
большая база данных различных исследований, 
связанных с изучением данного вида; 7) экс-
прессия генов и наиболее ранние стадии раз-
вития крайне консервативны у всех позвоноч-
ных животных, означая определенное сходство 
морфологии зародышей позвоночных [8]. При 
исследовании токсических эффектов водорас-
творимых фракций бразильской нефти (API27, 
Petrobras Campos Basin, Brazil) на ранние ста-
дии эмбрионального развития D.rerio в течение 
96 часов после оплодотворения, были обнару-
жены замедление сердечного ритма, ослабле-
ние пигментации, дефекты формирования хво-
ста и повышенная смертность зародышей [9]. 
Воздействие высоких концентраций нативной 
нефти вызывало гибель зародышей в результа-
те развития летального порока сердца. Иссле-
дователи предположили, что главной причиной 

гибели эмбрионов является кардиотоксическое 
действие ПАУ, входящих в состав нефти. Дли-
тельное воздействие нефти на взрослых особей 
D.rerio вызывает незначительные изменения в 
анатомии сердца и снижение минутного объёма 
сердца [10]. Было доказано, что ПАУ обладают 
выраженным кардиотоксическим эффектом, 
сила которого зависит от структуры соединений 
[11]. В экспериментах по воздействию ПАУ на 
эмбрионы горбуши (Oncorhynchus gorbuscha) 
показано увеличение смертности, отеки и ане-
мия зародышей, задержка выклева, что свиде-
тельствует о замедлении процессов развития 
[12]. 

В нашем эксперименте, воздействие водорас-
творимых фракций нефти месторождения Кара-
кудук даже в концентрации 10% от объема сре-
ды приводит к задержке и нарушению развития 
эмбрионов, почти к 100% гибели зародышей до 
стадии 26 ч п/о. Необходимо дальнейшее прове-
дение экспериментов по экспозиции эмбрионов 
D.rerio водорастворимыми фракциями нефти в 
меньших концентрациях, для выявления причин 
гибели эмбрионов. Несомненно, что сильное за-
грязнение водоемов водорастворимыми фракци-
ями нефти и нефтепродуктов с большой долей 
вероятности приведет к гибели икры пелагиче-
ских рыб.
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