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Представлен обзор методов визуализации изображения и другие биофизические подходы, которые
демонстрируют валидность применения высших беспозвоночных животных из подтипа ракообраз-
ные Daphnia magna в качестве тест-модели для биомедицинских и экотоксикологических исследо-
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фильтрующий тип питания, наличие оформленных органов, а также короткий жизненный цикл,
высокая плодовитость и чувствительность к токсикантам, позволяющие использовать данный тест-
организм в опытах in vivo как альтернативную теплокровным животным модель. Проведен анализ
публикаций, в которых D. magna были использованы в качестве модели для визуализации накопле-
ния и распределения наноматериалов в организме, а также для анализа механизмов цитотоксично-
сти. Описаны методы флуоресцентной визуализации, интерференционной микроскопии и спек-
трофотометрии.
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Современная тенденция использования нано-
материалов в биомедицинских целях является
многообещающей. Активно накапливается экс-
периментальный материал о биобезопасности и
биосовместимости наночастиц, изучаются воз-
можности нанорадиосенсибилизации для техно-
логий бинарной лучевой терапии и адресной до-
ставки биологически активных веществ в клетки
векторами на основе наноматериалов. Наноча-
стицы золота используют, например, для достав-
ки лекарств и терапии рака из-за их высокого со-
отношения полезной нагрузки к носителю [1].
Квантовые точки (QDs) обладают уникальными
фотоэлектрическими свойствами, благодаря че-
му используются в биомедицине в качестве
средств визуализации и диагностики [2]. А разра-
ботка детекторов на основе нанопроволочных
датчиков (NWs) стала конкурентоспособной аль-
тернативой традиционным аналитическим систе-
мам отображения [3]. Информация о накопле-

нии, цито- и генотоксичности наноматериалов в
клетках и тканях имеет решающее значение для
применения в биомедицине. В то же время требу-
ют внимания методы и модели анализа фармако-
кинетики, биораспределения и токсичности этих
веществ для живого организма. Не следует забы-
вать о возможности загрязнения наноматериала-
ми окружающей среды, что может привести к на-
рушению функционирования пищевых сетей и
снижению биоразнообразия из-за высокой ак-
тивности взаимодействия наночастиц с компо-
нентами живой природы. Поэтому задачи, кото-
рые стоят перед исследователями, включают в
себя, в том числе, анализ биобезопасности нано-
материалов в опытах in vitro и in vivo, изучение
распределения наноматериалов в организме и ко-
личественную оценку избирательности поглоще-
ния органами и тканями. 

Для визуализации накопления и распределе-
ния наноматериалов в тканях и органах использу-
ют разные биофизические методы – просвечива-
ющую электронную микроскопию, конфокаль-
ную лазерную сканирующую микроскопию,

Сокращения: QDs – квантовые точки, NWs – нанопрово-
лочные датчики. 
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масс-спектрометрию с индуктивно связанной
плазмой и другие [4]. Данные методы отличаются
простым, быстрым и неинвазивным подходом к
визуализации. Большинство исследований, как и
процитированное выше, проводятся in vitro и со-
средоточены на взаимодействии «наночастица–
клетка» в специфической и ограниченной среде.
Поэтому результаты опытов in vitro некорректно
напрямую сопоставлять и аппроксимировать на
исследования in vivo. В этом случае используют
теплокровных животных, входящих в «золотой
стандарт» доклинических испытаний. 

Целью данной публикации является обзор ме-
тодов визуализации изображения и других био-
физических подходов с применением беспозво-
ночных животных из подтипа ракообразные
класса жаброногие Daphnia magna Straus, 1820 в
качестве модели для биомедицинских и экоток-
сикологических исследований.

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЖИВОТНЫХ 
Daphnia magna В КАЧЕСТВЕ ТЕСТ-ОБЪЕКТА 

ДЛЯ БИОМЕДИЦИНСКИХ И 
ЭКОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Высшие беспозвоночные животные Daphnia
magna являются доступным и широко применяе-
мым в экотоксикологии, популяционной генети-
ке, экофизиологии и других научных направле-
ниях тест-организмом. D. magna рекомендована
для проведения токсикологических исследова-
ний в «Руководствах» Организации экономиче-
ского сотрудничества и развития по тестирова-
нию химических веществ (тест на острую иммо-
билизацию [5] и тест на размножение D. magna
[6]). Эти беспозвоночные животные имеют орга-
ны обоняния в виде усиков, фасеточный глаз,
почки, мозг, который располагается рядом с пи-
щеводом, замкнутую систему кровообращения и
двуостное сердце на спинной части прозрачного
тела, покрытого тонкой хитиновой оболочкой
[7]. Особым преимуществом их применения яв-
ляется простота культивирования, короткий жиз-
ненный цикл, многочисленное потомство, отно-
сительно небольшие, но видимые невооружен-
ным глазом размеры тела. 

По типу питания D. magna относится к филь-
траторам [8]. Пять пар грудных конечностей со
щетинками образуют фильтрационный аппарат
для питания и дыхания, генерируя поток воды.
Он направляет внутрь раковины животного про-
стейших, водоросли, бактерии и органический
детрит, которые затем поступают в продольный
желоб и передаются к ротовому отверстию рачка,
где пища подвергается механической обработке.
Данный тип питания, предполагающий значи-
тельное взаимодействие организма с компонен-
тами окружающей среды, во многом определяет
высокую чувствительность и, как следствие, вы-

раженную реакцию D. magna на воздействие
внешних факторов. 

Жизненный цикл животных в оптимальных
условиях лаборатории составляет около10–11 не-
дель [9, 10]. В лабораторных условиях D. magna
размножаются партеногенетически, производя
амейотические яйца. Эмбриональный период
длится до пяти суток. Примерно к 10-суточному
возрасту у D. magna завершается период созрева-
ния, и самка начинает вымет молоди. В течение
жизненного цикла самка каждые трое-четверо су-
ток приносит до 40 новорожденных [9, 10]. Яйца
формируются в парных яичниках, расположен-
ных вдоль кишечника, а затем перемещаются в
выводковую камеру, где происходит эмбриональ-
ное развитие. Камера прозрачна, что позволяет
вести учет развивающихся яиц и эмбрионов. Но-
ворожденная молодь имеет размеры 0.7–0.9 мм в
длину. К моменту половозрелости животные до-
стигают примерно 2.5 мм, продолжают расти с
каждой линькой в течение жизни и при достаточ-
ном питании достигают более крупных размеров
(до 6 мм) в старшем возрасте. К моменту наступ-
ления половой зрелости они, как правило, неза-
висимо от питания, редко превосходят 2.5–3.0 мм
в длину.

D. magna бесцветны за счет прозрачного хити-
нового панциря, защищающего грудной и брюш-
ной отделы. Данная особенность позволяет от-
четливо наблюдать внутренние органы – сердце,
кишечник, выводковую камеру с яйцами и эм-
брионами, а также изучать физиологические про-
цессы (поглощение и фильтрацию молекул и ча-
стиц, перистальтику кишечника) [11, 12]. 

Животные из рода Daphnia как обязательный
тест-объект включены в схему установления
предельно-допустимых концентраций (ПДК)
веществ-загрязнителей и сточных вод в России
[13, 14]. В биотестировании используют молодь
D. magna (в возрасте не более 24 ч), которая обла-
дает высокой чувствительностью к токсичным
веществам. При наблюдении за размножением
рачков в экспериментальных условиях учитыва-
ют выживаемость, время наступления половозре-
лости, регистрируемое по моменту откладки яиц
в выводковую камеру, время рождения первого
помета с учетом выхода молоди из выводковой
камеры, число пометов за срок наблюдения, об-
щее количество родившейся молоди, общее ко-
личество абортивных яиц, мертворожденной и
имеющей аномальное морфологическое строе-
ние молоди. Несомненно, что именно эти пока-
затели в конечном итоге определяют сохранность
вида и имеют решающее значение при оценке
токсичности воды. Для целей биомедицины
спектр задач значительно расширяется и включа-
ет в себя необходимость визуализации распреде-
ления наночастиц в органах и тканях. Ниже мы
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приводим обзор биофизических методов и подхо-
дов, в которых животных D. magna использовали
в качестве модельного организма для биомеди-
цинских и экотоксикологических исследований. 

МЕТОДЫ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ 
ВИЗУАЛИЗАЦИИ 

Флуоресцентная визуализация является высо-
кочувствительным неинвазивным методом, при-
меняющимся для получения изображений биоло-
гических объектов и последующего анализа их
структурно-функциональных свойств. Изобра-
жения могут быть получены с применением мик-
роскопии, визуализирующих зондов, спектро-
метрии и т.п. 

В последнее десятилетие появляется большое
количество работ по исследованию воздействия
на организм D. magna таких наноматериалов, как
наночастицы, квантовые точки, нанопроволоки.
Поскольку животные покрыты хитиновым по-
кровом, то основным способом проникновения
наноматериалов в организм D. magna является их
фильтрация из водной среды, а в клетки – путем
эндоцитоза [15]. 

Распределение наночастиц в организме
D. magna изучают с помощью методов световой,
электронной, конфокальной флуоресцентной
микроскопии [16], а также рентгеноструктурного
[17] и рентгенодисперсионного спектрометриче-
ского [16] анализов. Большинство анализируе-
мых исследований продемонстрировали, что на-
ночастицы накапливаются преимущественно в
кишечнике ракообразных. В работе [18] был изу-
чен эффект окислительного стресса в клетках ки-
шечника D. magna после воздействия наночасти-
цами золота. Изображение кишечника животно-
го было получено в конфокальном режиме
лазерного сканера с помощью инвертированного
микроскопа при 20-кратном увеличении с воз-
буждением/излучением 493–556 нм для флуорес-
центного красителя. Установлено, что поглощен-
ные наночастицы золота повышали образование
активных форм кислорода в кишечнике D. magna,
на что указывалa ярко-зеленая флуоресценция в
цитоплазме энтероцитов после 24-часового воз-
действия наночастицами. 

С помощью сканирующего электронного мик-
роскопа на клетках млекопитающих было обна-
ружено, что цитотоксичность наночастиц Al2O3
зависит от их кристаллических фаз [16]. В иссле-
довании на D. magna показано, что октаэдриче-
ский микро/нано-Cu2O обладает более высокой
поверхностной активностью и является более
токсичным для D. magna за счет накопления боль-
шего количества растворенных ионов Cu, чем ку-
бический микро- и наноструктурный Cu2O [15].
В процитированном исследовании кишечник

животных был отделен от панциря и других орга-
нов, а затем проанализирован с помощью скани-
рующего электронного микроскопа с энергетиче-
ским рентгенодисперсионным спектрометром. 

Анализ литературы показал, что наноматериа-
лы в виде NWs не оказывают токсического эф-
фекта на D. magna [19, 20]. В цитируемых работах
с применением конфокальной флуоресцентной
микроскопии было установлено, что NWs под-
вергаются фрагментации в процессе фильтрации.
Обнаружено, что короткие фрагментированные
NWs диаметром 40 нм интенсивнее проходят че-
рез кишечный эпителий D. magna, чем более
длинные фрагменты NWs диаметром 80 нм. 

QDs представляют собой разновидность ме-
таллических наночастиц и имеют перспективы
применения в качестве флуоресцентных зондов
для визуализации. В работе [21] было установле-
но, что QDs способны преодолевать эпителиаль-
ный слой и мигрировать из кишечника в соседние
ткани и органы. Способность к миграции опреде-
лялась их зарядом. С использованием методов
конфокальной микроскопии, электронно-мик-
роскопической флуоресценции и энергодиспер-
сионной спектроскопии удалось обнаружить, что
после экспозиции D. magna с растворенными в
воде QDs, частицы с отрицательным зарядом
(QDs COOH) поглощались животными в боль-
шей степени, чем положительно заряженные
(QDs NH2). С помощью конфокального микро-
скопа обнаружили, что QDs накапливались пре-
имущественно в кишечнике и в яйцах D. magna.
Дополнительно к этому с помощью просвечива-
ющего электронного микроскопа обнаружено
накопление QDs в ворсинках кишечника [21].
QDs из амфифильного полимера (TOPOQD, C60,
SWNT) могут вызывать блокировку дыхания
D. magna вследствие налипания частиц наномате-
риалов на грудные конечности в области эпипо-
дитов [22]. С помощью рентгеновской флуорес-
ценции и 3D-томографии не удалось обнаружить
миграцию другого типа QDs (CdS, CdSe и ZnS) за
пределы кишечника животных [23]. Однако при
попадании в тело D. magna вышеперечисленные
QDs начинали флуоресцировать. Учитывая это
свойство, можно расширить их практическое
применение в медицине, используя для визуали-
зации и диагностики. 

В работе [24] проведено сравнение эффектов
воздействия QDs на беспозвоночных (ракообраз-
ные D. magna) и позвоночных (шпорцевая лягуш-
ка Xenopus laevis) животных. Показано, что накоп-
ление наноматериалов в обоих случаях происхо-
дит преимущественно в кишечнике и органах
дыхания, что еще раз подчеркивает возможность
использования беспозвоночных животных
D. magna в качестве модели для первичного скри-
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нинга эффектов воздействия наноматериалов
in vivo. 

В публикации [25] разработан и синтезирован
зонд (BD-CHO) на основе бенз-2-окса-1,3-
диазольного скелета для обнаружения формаль-
дегида (HCOH) с помощью реакции Aza–Cope с
высокой селективностью и большим сдвигом
Стокса (около 118 нм). Зонд был применен для
мониторинга изменения концентрации формаль-
дегида в клетках аденокарциномы молочной же-
лезы и гепатоцеллюлярной карциномы человека,
в почках мышей, а также у модельного организма
D. magna в опытах in vivo [25]. Было обнаружено
усиление флуоресценции в зеленой части спектра
во всех исследуемых клетках, тканях и организ-
мах, предварительно инкубированных в фор-
мальдегид-содержащих средах, что свидетель-
ствовало о накоплении данного соединения.

Метод визуализации, позволивший оценить
уровень свободнорадикальных процессов и ак-
тивных форм кислорода, образующихся в резуль-
тате окислительного стресса, описан в работе
[26]. Авторы разработали митохондриально-на-
правленный флуоресцентный зонд (NA-T), осно-
ванный на механизме нуклеофильного замеще-
ния. В присутствии супероксидного аниона
исходный зонд, излучающий синий цвет, подвер-
гался разложению с образованием продукта, из-
лучающего зеленый цвет. Приведенные в цитиру-
емой работе эксперименты с конфокальной
флуоресцентной визуализацией на нескольких
типах клеток показали, что (NA-T)-зонд ориенти-
рован на митохондрии и может быть использован
для внутрикостного мониторинга эндогенного
супероксид-аниона при разных типах воздей-
ствия на организм. Для тестирования свойств
зонда in vivo в качестве модельного организма бы-
ли применены ракообразные D. magna [26]. Сво-
боднорадикальные реакции индуцировали фор-
бол 12-миристат 13-ацетат и липополисахарид.
Cигналы флуоресценции фиксировали преиму-
щественно в области кишечника D. magna.

В качестве примера еще одного митохондри-
ально-направленного зонда, успешно апробиро-
ванного на D. magna, можно привести двухфотон-
ный ратиометрический флуоресцентный зонд
(TP-SO2) [27]. Зонд разработан для мониторинга
в режиме реального времени in vivo диоксида серы
(SO2) – соединения, играющего значительную
роль в разных физиологических и патологиче-
ских процессах, превышение которого в организ-
ме способствует возникновению респираторных
заболеваний, неврологических расстройств и
сердечно-сосудистых заболеваний, а в отдельных
случаях – рака легких [28]. 

Технология масс-спектрометрической визуа-
лизации (MSI) с матрично-вспомогательной ла-
зерной десорбционной ионизацией (MALDI)

широко используется для биовизуализации в
медицинских целях [29, 30]. С использованием
D. magna в качестве тест-модели предложен
метод масс-спектрометрической визуализации
(MALDI MS), позволивший составить карту рас-
пределения липидов в отдельных органах и тка-
нях животных (выводковой камере и внутренней
поверхности панциря) за одно измерение [31].
В статье [32] показано, что нарушение липидного
обмена, индуцированное действием перфториро-
ванных алкильных соединений, может вызвать
снижение плодовитости у D. magna. Описанный
выше процесс визуализации позволил обнару-
жить пространственное распределение молекул-
мишеней липидов в организме D. magna. 

Еще один метод масс-спектрометрической де-
сорбционной электро-распылительной иониза-
ции (DESI-MS) адаптирован для визуализации и
анализа пространственного распределения липи-
дов в теле D. magna и изменений, происходящих
при химическом воздействии бисфенола-А – эн-
докринного супрессора, влияющего на репродук-
тивную функцию D. magna [33]. DESI-метод
вызывает ионизацию окружающей среды нераз-
рушающего действия, используя электро-распы-
ленные ионы растворителя для десорбции, иони-
зации и, в конечном счете, направления анализи-
руемых веществ к детектору MS [34]. Описанная
методика позволила охарактеризовать различия в
базовом липидоме отдельных анатомических об-
ластей D. magna, таких как яйца, глаз и кишечник
животных.

МЕТОД НИЗКОКОГЕРЕНТНОЙ 
ИНТЕРФЕРОМЕТРИИ

Ранее нами совместно с коллегами из Москов-
ского политехнического университета был апро-
бирован метод низкокогерентной интерференци-
онной микроскопии для анализа частоты сердеч-
ных сокращений у D. magna [35–37]. Сердце
D. magna имеет вид округлого мешка с одной па-
рой боковых остий. Частота сердечных сокраще-
ний достигает у взрослой D. magna 140–180 ударов
в минуту, а у новорожденной молоди – до 250–
400 ударов в минуту [7]. В наших исследованиях
была подобрана область спектра, в которой реги-
страцию интерферограммы не осложняло диф-
фузное рассеяние света за счет хитинового покро-
ва рачка. Видеоряд, полученный при увеличении
микроскопа 20×, составлял 100 кадров в секунду.
Сегмент с сердцем занимал область около
250×250 пикселей, 12 бит. Средняя частота сер-
дечных сокращений F = 7.3 Гц и составляла
400 ударов в минуту. Точность измерения – около
0.1 Гц.
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Оптические методы анализа биоэффектов
in vivo на D. magna широко применяются в эко-
токсикологических экспериментах [38, 39].
Клеточный МТТ-тест, анализирующий метабо-
лическую активность и соотношение живых и
мертвых клеток в опытах in vitro [40], был моди-
фицирован нами для исследований радиацион-
ных эффектов на беспозвоночных животных в
опытах in vivo [41]. Метод позволил оценить
степень свободнорадикальных реакций в теле
облученных животных с использованием имму-
ноферментного спектрофотометра по переходу
бесцветного 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-ди-
фенилтетразола (МТТ-реактив) в фиолетово-
окрашенный формазан. Были обнаружены и про-
анализированы радиационные эффекты острого
γ-облучения животных и трансгенерационные
механизмы сохранения токсического эффекта в
первом необлученном поколении D. magna [42]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В работе приведен обзор методов визуализа-
ции с применением альтернативной теплокров-
ным животным лабораторной модели беспозво-
ночного D. magna для первичного скринингового
исследования распределения и накопления нано-
материалов в организме в опытах in vivo. Исполь-
зование в биофизических экспериментах корот-
коживущих, высокочувствительных к токсикан-
там, лекарственным препаратам, облучению и
другим факторам, партеногенетически размно-
жающихся, легко культивируемых в лаборатор-
ных условиях мелких беспозвоночных животных
D. magna позволит получить значительный набор
данных как для анализа механизмов накопления
и распределения, так и для оценки биосовмести-
мости и биобезопасности наноматериалов для
организма.
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**Obninsk Institute for Nuclear Power Engineering – a Branch of National Research Nuclear University "MEPhI", 
Studgorodok, 1, Obninsk, Kaluga Region, 249039 Russia

The paper presents an overview of image visualization techniques and other biophysical approaches that
demonstrate a validity of using higher invertebrate animals that include the crustacean Daphnia magna, a
member of the subphylum Crustacea as a test model for biomedical and ecotoxicological studies. The authors
describe the main characteristics of animals, such as a transparent body, small size, filter feeding mechanism,
the presence of the formed organs, as well as a short life cycle, high fertility and sensitivity to toxicants, which
allow the use of this test organism in experiments in vivo as an alternative model to warm-blooded animals.
An analysis of the existing literature on the use of D. magna as a model for visualizing the accumulation and
distribution of nanomaterials in the body, as well as for analyzing the mechanisms of cytotoxicity is carried
out. Methods for f luorescence imaging, interference microscopy and spectrophotometry are described.

Keywords: Daphnia magna, biomedicine, ecotoxicology, visualization, spectrophotometry,, nanomaterials, biodis-
tribution




