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ВОЗДЕЙСТВИЕ ТОРИЯ-232 НА БИОЛЮМИНЕСЦЕНТНУЮ 
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Изучение низкодозовых эффектов актуально в связи с расширением районов с антропогенной на-
грузкой. Торий – один из фонообразующих элементов в природных экосистемах, его содержание
может повышаться в окружающей среде в ходе добычи природных ресурсов и работы ТЭЦ. Особый
интерес представляют биоэффекты тория в присутствии гуминовых веществ – природных детокси-
кантов. Целью работы является выявление нейтрализующего эффекта гуминовых веществ в усло-
виях низкодозового воздействия тория-232 (< 0.04 Гр). В качестве модельного биологического объ-
екта выбрана биолюминесцентная система ферментативных реакций, включающая бактериальную
люциферазу и НАД(Ф)Н:ФМН-оксидоредуктазу. Выявлена активация биолюминесценции на на-
чальном этапе воздействия тория-232 (до 50 мин) и увеличение содержания активных форм кисло-
рода после 50 мин его воздействия. Показана связь интенсивности биолюминесценции и содержа-
ния активных форм кислорода (коэффициент корреляции –0.86). Присутствие гуминовых веществ
нейтрализует активирующее действие тория и уменьшает содержание активных форм кислорода до
контрольного значения. Продемонстрировано влияние гуминовых веществ на скорость НАДН-за-
висимого ферментативного редокс-процесса. Полученные результаты вносят вклад в понимание
молекулярных механизмов воздействия тория-232 и нейтрализации его влияния на ферментатив-
ные процессы.
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Воздействие низкодозового облучения на жи-
вые организмы в настоящее время представляет
особый интерес в связи с распространением ра-
диоактивного загрязнения [1]. Продукты распада
радиоактивных элементов могут воздействовать
на сопряженные химические и биологические
процессы в природных экосистемах; эти процес-

сы сопровождаются естественным изменением
баланса экосистемы в целом.

Торий-232 представляет собой природный
альфа-излучатель. Он является одним из наибо-
лее распространенных радиоактивных фонообра-
зующих элементов в природных экосистемах [2].
Природный торий – мягкий серебристо-белый
металл, он содержится в следовых количествах в
природных фосфатах, полиоксидах и силикатах.
В настоящее время торий рассматривается как
перспективный энергетический материал; он яв-
ляется ядерным топливным сырьем, при погло-

Сокращения: ФМН – флавинмононуклеотид, АФК – ак-
тивные формы кислорода, ГВ – гуминовые вещества,
КРАБ – комплект реактивов для аналитической биолюми-
несценции.
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щении нейтронов превращается в уран-233, кото-
рый, в свою очередь, является основой уран-то-
риевого топливного цикла [3, 4].

Торий имеет несколько изотопов, как природ-
ных, так и искусственных; все они являются ра-
диоактивными. Природный торий содержит
2 изотопа: торий-232 – наиболее распространен-
ная форма тория, долгоживущий материнский
источник альфа-излучения (время полураспада –
1.4·1010 лет), родоначальник радиоактивного се-
мейства тория; второй изотоп – торий-228, нахо-
дящийся в равновесии с торием-232, также явля-
ется альфа-излучателем с периодом полураспада
1.91 года [5].

Опасность тория как внешнего источника аль-
фа-излучения невысока, но, поскольку торий
присутствует в воздухе, воде, почве и биологиче-
ских материалах, существует риск его попадания
в организм во время приема пищи или при кон-
такте с кожей. Инкорпорированный торий как
типичный альфа-излучатель представляет боль-
шую опасность для живого организма. Попадая в
кровь, он может привести к заболеваниям крове-
творной системы и к образованию специфиче-
ских опухолей. Радионуклид высокотоксичен и
имеет тенденцию к накоплению в тканях орга-
низма [6, 7].

Повышенное внимание к воздействию ток-
сичных веществ на водную экосистему и человека
привело к использованию чувствительных орга-
низмов в качестве биоиндикаторов для монито-
ринга и управления загрязнением окружающей
среды.

Микроорганизмы являются основной и про-
стейшей частью водных экосистем, внося значи-
тельный вклад в баланс экосистемы, а их физио-
логические показатели служат индикаторами со-
стояния биосферы в целом. Биолюминесцентные
системы, основанные на светящихся бактериях,
являются удобными биообъектами для изучения
токсичности водных сред [8–15], а также биоло-
гических эффектов радиации [16–18].

Для мониторинга токсичности окружающей
среды широко распространен ферментативный
биолюминесцентный биотест, основанный на
системе двух сопряженных ферментативных ре-
акций, одна из которых – реакция, катализируе-
мая бактериальной люциферазой. Принцип лю-
циферазных биотестов заключается в обнаруже-
нии ингибирующих свойств тестируемых
веществ и смесей по их влиянию на биолюминес-
центные ферментативные реакции, что позволя-
ет более детально изучить механизм действия
токсиканта [19]. Биолюминесцентная бифер-
ментная система включает две ферментативные
реакции: 

(1)

(2)

В результате реакции (1), катализируемой
НАД(Ф)Н:ФМН-оксидоредуктазой, происходит
восстановление флавинмононуклеотида (ФМН)
с помощью восстанавливающего реагента – вос-
становленной формы никотинамидаденинди-
нуклеотида (НАДН). При этом НАДH переходит
в окисленную форму никотинамидадениндинук-
леотида (НАД+), передавая молекуле ФМН про-
тон и два электрона, с образованием депротони-
рованной формы восстановленного флавинмо-
нонуклеотида (ФМН∙H–).

Реакция (2), катализируемая люциферазой,
является биолюминесцентной. В этой реакции
восстановленный флавинмононуклеотид и али-
фатический альдегид (RCOH) окисляются кисло-
родом воздуха. В результате реакции испускается
квант света. При этом наблюдается длительное
свечение, обусловленное множественными обо-
ротами фермента.

В настоящее время описанная бактериальная
биферментная система активно используется в

биолюминесцентных анализах в экологии, сель-
ском хозяйстве и других областях [20–22].

Биологические эффекты низкодозовой радиа-
ции в настоящее время связывают с образовани-
ем активных форм кислорода (АФК) [23, 24]. Под
термином «активные формы кислорода» понима-
ют совокупность взаимопревращающихся реак-
ционноспособных форм кислорода [25], у кото-
рых периоды полупревращения находятся в диа-
пазоне от наносекунд до часов [26]. Эти формы
могут возникать во многих химических и биоло-
гических процессах в виде молекул, ионов и сво-
бодных радикалов. К группе АФК относятся су-
пероксид анион-радикал (О2∙−), пероксид водо-
рода (Н2О2), гидроксильный радикал (∙ОН),
синглетный кислород (1О2), гипохлорит (HOCl),
гидропероксильный радикал (HOO·), а также
окись азота (NO) и пероксинитрит (ONOO−), об-
ладающие высокой окислительной активностью.

Традиционно АФК рассматриваются как ини-
циаторы окислительного стресса и повреждений,
что приводит к износу тканей и органов, старе-

( )⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯→ – +НАД Ф Н:ФМН-оксидоредуктазаФМН+НАДН   ФМН·H + НАД ,

⎯⎯⎯⎯⎯⎯→ + + υ– –люцифераза
  2 2ФМН·H +RCHO+O ФМН+RCOO  H O .h
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нию и болезням [24]. АФК постоянно генериру-
ются, изменяются и потребляются во всех живых
организмах в результате их аэробного функцио-
нирования. Существуют данные о положитель-
ном влиянии АФК на физиологию. Показано, что
в низких и умеренных дозах АФК способствуют
регуляции жизненно важных физиологических
функций [3]; они ответственны за пролифера-
цию, миграцию, дифференцировку и метаболизм
[27, 28]. Их роли значительно различаются в зави-
симости от типов АФК, реакций, в которых они
участвуют, и молекул-мишеней, с которыми они
реагируют. В биологических процессах АФК яв-
ляются естественными побочными продуктами
метаболических окислительных процессов и иг-
рают важную роль в передаче клеточного сигнала
и гомеостазе. Участие АФК в биоэффектах нано-
структур разного типа в настоящее время активно
исследуется [29–31].

Известно, что радиоактивный распад в водных
растворах приводит к образованию АФК [32–34],
которые могут воздействовать на обитателей вод-
ной среды. Существует взаимосвязь между содер-
жанием АФК в радиоактивных растворах и изме-
нением физиологических функций организмов.
Так, в работах [33–36] рассматривалась роль АФК
в воздействиях радионуклидов на люминесцент-
ные бактерии и их ферментативные реакции.

В работе [37] было изучено влияние радионук-
лида тория на биолюминесценцию морских бак-
терий и их ферментативную систему. Было пока-
зано, что нитрат тория умеренно активировал
биолюминесценцию бактерий и ферментатив-
ную систему. (до 50%) при малых дозах воздей-
ствия ( < 0.1 Гр). Помимо этого, в условиях экспе-
риментов наблюдалось снижение содержания ак-
тивных форм кислорода.

Биологические реакции на облучение могут
меняться в зависимости от молекулярного окру-
жения. Добавление органических молекул может
изменять ионное и радикальное состояния вод-
ных растворов альфа- и бета-излучающих изото-
пов, изменяя тем самым окружение водных оби-
тателей и, следовательно, их реакции на растворы
радионуклидов. Гуминовые вещества (ГВ), про-
дукты естественной окислительной трансформа-
ции органических веществ в почве и донных от-
ложениях, являются важными компонентами
окружающей среды и земной коры в целом. Они
оказывают решающее влияние на наземные эко-
системы, т.к. воздействуют на сложные химиче-
ские процессы в почве [38], а также регулируют
глобальные циклы углерода и азота, рост расте-
ний и микроорганизмов [39]. ГВ содержатся в
почве (60%), воде и воздухе, соответственно в
твердом состоянии, в виде растворов и аэрозолей.
Основными наземными источниками ГВ явля-
ются природные руды, торф, лигнит.

Гуминовые вещества известны как природные
нейтрализаторы токсичности загрязняющих ве-
ществ. Их способность детоксицировать водные
растворы является предметом интереса для ис-
следователей. Гуминовые вещества представляют
собой супрамолекулярные структуры гетероген-
ных молекул, состоящих из сахаров, жирных кис-
лот, полипептидов, алифатических цепей и аро-
матических колец, удерживаемых вместе гидро-
фобными взаимодействиями и водородными
связями [40]. Предполагается, что радиопротек-
торный эффект ГВ связан с их комплексообразую-
щими и окислительно-восстановительными спо-
собностями, приводящими к снижению концен-
трации свободного токсического соединения в
водных растворах [41, 42]. Кроме того, ГВ способ-
ны интенсифицировать физиологические функ-
ции организмов, поэтому в последнее время их де-
токсицирующий эффект рассматривается как бо-
лее сложный, имеющий двойную природу –
внешнюю и внутреннюю по отношению к ор-
ганизму [42–44]. В настоящее время реагирование
организмов на токсичные соединения в присут-
ствии ГВ является предметом внимания биофи-
зиков и токсикологов, в частности, при изучении
радиопротекторной активности ГВ [36, 45–47].

Целью данной работы является выявление де-
токсицирующего эффекта ГВ в растворах тория-
232 в условиях низкодозового облучения; погло-
щенная доза не превышала 0.04 Гр. В качестве
модельного биологического объекта выбрана
биолюминесцентая ферментативная система,
которая ответственна за свечение морских бак-
терий. Рассмотрено влияние ГВ на интенсив-
ность биолюминесценции, содержание АФК и
скорости НАДН-зависимой ферментативной
реакции (1).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы и материалы. В работе использовали

восстановленный никотинамидадениндинуклео-
тид (LLC, США), флавинмононуклеотид (Sigma,
Франция), тетрадеканаль (RCHO) (Serva, Герма-
ния).

Источником альфа-излучения служил азотно-
кислый торий-232 (Th(NO3)4j4H2O) со следую-
щими паспортными данными: содержание ос-
новного вещества (не менее) – 98.6%, сульфаты
SO4

–2 – 0.005%, хлориды Cl– – 0.002%, железо
(Fe), церий (Ce) – 0.05%, оксид фосфора (P2O5) –
0.005%, Al, Ca, Mg – 0.05%.

Комплект реактивов для аналитической био-
люминесценции (КРАБ) включает лиофилизиро-
ванные препараты люциферазы Photobacterium
leiognathi (0.5 г/л) и НАД(Ф)Н:ФМН-оксидоре-
дуктазы из Vibrio fischeri (0.15 ед. активности). Для
приготовления раствора препарата ферментов
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КРАБ во флакон вносили калий-фосфатный бу-
фер (0.05М, рН 6.8).

В работе использовали угольные гуминопо-
добные вещества (препарат «Гумат-80» (ООО
«Гумат», Иркутск, Россия)). Препарат получен
механохимической реакцией бурого окисленного
угля (Черемховское месторождение, Россия) со
щелочью (КОН, NaOH) [48]. Характеристики
препарата: гуминовые кислоты ≈ 85%, раствори-
мый калий (K2О) – 9%, Fe – 1%, вода – 5%, pH 8–
9 в 1% водном растворе. Элементный состав ис-
пользуемого препарата: C – 64.5%, H2 – 4.2%,
N2 – 2.3%, O2 – 29.0%.

Для регистрации кинетики биолюминесцент-
ного и хемилюминесцентного сигналов был ис-
пользован планшетный люминометр Luminoskan
Ascent (Thermo Electron Corp., США).

Скорости окисления NADH определяли по из-
менению оптической плотности раствора на
спектрофотометре UVIKON-943 (KONTRON In-
struments, Italy).

Анализ образцов проводили при комнатной
температуре (20°C). Каждое измерение проводи-
ли в 15–20 повторностях.

Регистрация биолюминесценции при воздей-
ствии тория-232 на ферментативную систему. Для
мониторинга воздействия тория использовали
биолюминесцентную систему двух связанных ре-
акций, катализируемых НАД(Ф)Н:ФМН-окси-
доредуктазой и люциферазой.

Контрольный (нерадиоактивный) образец
имел следующий состав: 6 мкл препарата фер-
ментов «КРАБ», 25 мкл 0.0025%-го раствора тет-
радеканаля RCHO, 50 мкл 0.05 М калий-фосфат-
ного буфера (рН 6.8), 25 мкл 5.4∙10–4 М раствора
ФМН, 100 мкл 4∙10–4 М раствора НАДН.

Радиоактивные образцы имели следующий
состав: 6 мкл препарата ферментов «КРАБ» в рас-
творе тория-232 (СTh = 10–9, 10–7, 10–5 и 10–3 М),
25 мкл 0.0025%-го раствора тетрадеканаля RCHO,
50 мкл 0.05 М калий-фосфатного буфера
(рН 6.8), 25 мкл 5.4∙10–4 М раствора ФМН,
100 мкл 4∙10–4 М раствора НАДН.

Для оценки влияния тория на ферментатив-
ную систему использовали относительную вели-
чину – Irel. Для ее расчета максимальную ин-
тенсивность биолюминесценции в растворах то-
рия-232, ITh, сопоставляли с максимальной
интенсивностью контрольного (нерадиоактивно-
го) образца, Ik: 

Регистрация биолюминесценции при воздей-
ствии тория-232 на ферментативную систему в при-

=rel Th

k

  .II
I

сутствии гуминовых веществ. При исследовании
действия гуминовых веществ на ферментативную
систему в присутствии тория интенсивность био-
люминесценции измеряли в смесях следующего
состава: 6 мкл препарата ферментов
«КРАБ» в растворе тория-232 (СTh = 10–9, 10–7,
10–5 и 10–3 М) в присутствии ГВ (CГВ = 10–4 г/л),
25 мкл 0.0025%-го раствора тетрадеканаля RCHO,
50 мкл 0.05 М калий-фосфатного буфера
(рН 6.8), 25 мкл 5.4∙10–4 М раствора ФМН,
100 мкл 4∙10–4 М раствора НАДН.

Для оценки влияния тория на ферментатив-
ную систему использовали относительную вели-
чину – Irel. Для ее расчета максимальную интен-
сивность биолюминесценции в растворах тория-
232 и гуминовых веществ, ITh+ГВ, сопоставляли с
максимальной интенсивностью контрольного
(нерадиоактивного) образца, Ik:

Исследование содержания АФК при воздей-
ствии радионуклида тория-232 на ферментативную
систему в отсутствиe и присутствии гуминовых ве-
ществ. Для оценки содержания АФК в фермента-
тивной системе при воздействии тория-232 в от-
сутствиe и присутствии ГВ использовали хеми-
люминесцентный люминольный метод. Этот
метод определяет интегральное содержание
АФК.

Регистрацию максимальной интенсивности
хемилюминесценции в контрольных (нерадиоак-
тивных) и радиоактивных образцах в отсутствие и
в присутствии ГВ проводили сразу же после реги-
страции интенсивности биолюминесценции в
одних и тех же ячейках добавлением 50 мкл вод-
но-щелочного раствора люминола (C = 10−4 М) и
75 мкл раствора K3[Fe(CN)6] (C = 10−3 М). 

Для определения содержания активных форм
кислорода в растворах разного состава, предвари-
тельно была построена калибровочная кривая за-
висимости максимальной интенсивности хеми-
люминесценции от концентрации пероксида во-
дорода (H2O2) как одного из представителей
активных форм кислорода. Калибровочная кри-
вая приведена ранее в статье [37].

Для оценки содержания активных форм кис-
лорода при воздействии тория-232 в отсутствиe
гуминовых веществ использовали относительную
величину – АФКrel, которую определяли выраже-
нием:

+=rel Th ГВ

k

  .II
I

rel Th

k

=  , АФКАФК
АФК
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где АФКTh – содержание АФК в радиоактивном
растворе, АФКk – содержание АФК в контроль-
ном (нерадиоактивном) образце.

Таким же образом оценивали содержание
АФК при воздействии тория-232 в присутствии
ГВ: 

где АФКTh+ГВ – содержание АФК в радиоактив-
ном растворе в присутствии гуминовых веществ;
АФКk – содержание АФК в контрольном (нера-
диоактивном) образце.

Измерение скорости окисления НАДН в раство-
рах тория в отсутствиe и присутствии гуминовых ве-
ществ. Влияние тория-232 на скорость окисления
НАДH исследовали с использованием растворов,
включающих: НАДH (C = 4∙10–4 М), калий-фос-
фатный буфер (С = 0.05 М, рН 6.8), препарат фер-
ментов КРАБ, ФМН (С = 5∙10–4 М), торий-232 (C
= 10–7 М), гуминовые вещества (С = 10–4 г/л).

Скорость окисления НАДН (V) рассчитывали
как:

где Δt – изменение времени (10 мин), ΔC – изме-
нение концентрации НАДН, высчитываемое по
формуле:

где ΔD – изменение оптической плотности, ε –
молярный коэффициент экстинкции на длине
волны 340 нм (8250 М–1 см–1), l – оптический
путь света в растворе (1 см).

Статистическая обработка. Чтобы оценить за-
висимость между относительной интенсивно-
стью биолюминесценции (Irel) и содержанием
АФК (АФКrel), была проанализирована статисти-
ческая корреляционная связь между этими при-
знаками: рассчитаны ранговые коэффициенты
корреляции Спирмена – r [49]. Применение ран-
гового метода было оправдано отсутствием нор-
мального распределения интенсивности биолю-
минесценции и содержания АФК, а также огра-
ниченным набором данных. Сеты данных
распределения во времени по каждому типу об-
разца (для каждой концентрации тория-232) про-
верялись в программе Statistica 6.0 методами Ша-
пиро–Уилка и Лиллиефорса (расчетные типы те-
стов, позволяющие оценивать нормальность для
малого объема выборок), а также построением в
этой же программе нормально-вероятностных
графиков (косвенно-графический тест). Все три

rel Th+ГВ

k

=   ,АФКАФК
АФК

Δ= −
Δ

,CV
t

ΔΔ = ,
ε
DC
l

метода дали отсутствие нормального распределе-
ния. 

В результате расчета непараметрического ко-
эффициента корреляции Спирмена в программе
Statistica 6.0 получены значения r и уровень зна-
чимости нулевой гипотезы р; пороговое значение
p было установлено на уровне 0.05, сравнение
проводилось автоматически.

Для представления данных на рисунках рас-
считывали медианы и интерквартильные интер-
валы Ме [0.25;0.75]. Различия считали статисти-
чески значимыми при р < 0.05.

Статистическую обработку результатов и по-
строение графиков проводили с использованием
пакетов прикладных программ MS Office (Micro-
soft, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Воздействие тория-232 на биолюминесценцию

ферментативной системы в отсутствиe и присут-
ствии гуминовых веществ. Проанализировано
влияние тория-232 и гуминовых веществ (ГВ) на
биолюминесценцию ферментативной системы
(рис. 1). Во всех случаях доза облучения фермен-
тативной системы не превышала 0.04 Гр. Исполь-
зование более концентрированных растворов то-
рия было ограничено необходимостью поддержа-
ния оптимальной кислотности среды в
ферментативной системе [37].

Из рис. 1а видно, что кинетические кривые в
отсутствие ГВ немонотонны. На начальном этапе
воздействия тория наблюдается стадия актива-
ции биолюминесценции (Irel > 1). Наличие акти-
вации указывает на применимость модели горме-
зиса [50, 51] к эффекту тория. Схожую активацию
биолюминесценции в присутствии тория-232 на-
блюдали ранее и для люминесцентных бактерий,
т.е. для клеточной системы [37]. Вероятно, акти-
вация ферментативной системы вносит вклад в
низкоконцентрационные активационные эф-
фекты тория-232 для клеточных организмов.

На рис. 1б приведены кинетики биолюминес-
ценции ферментативной системы в растворах то-
рия-232 в присутствии ГВ. Для экспериментов
выбрана концентрация ГВ, равная 10–4 г/л, не
влияющая на интенсивность биолюминесценции
биферментной системы контрольного раствора
(без радионуклида). Как видно из сравнения
рис. 1а и 1б, гуминовые вещества смещают кине-
тические кривые к контролю (Irel ≈ 1, рис. 1б), тем
самым нейтрализуя воздействие тория на фер-
ментативную систему. 

Содержание активных форм кислорода при воз-
действии тория-232 на ферментативную систему в
отсутствиe и присутствии гуминовых веществ. Изу-
чено содержание АФК в ферментативной систе-
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ме в присутствии тория различной концентрации
(рис. 2).

Из рис. 2а виден нелинейный отклик содержа-
ния АФК в ферментативной системе: при време-
ни регистрации 90 мин наблюдали увеличение
содержания АФК по сравнению с контролем
(АФКrel > 1). При этом при высоких концентра-
циях тория (10–5 и 10–3 М) содержание АФК уве-
личивается в 12 раз по сравнению с контролем,
при концентрации 10–7 М – в 4 раза, а наимень-
шая концентрация (10–9 М) не изменяет содержа-
ния АФК в течение всего времени воздействия
тория (АФКrel близко к 1). При малых временах
воздействия тория (до 50 мин) наблюдали уме-
ренное (до 30%) снижение содержания АФК.

Из сравнения рис. 1а и 2а видно, что эффекты
тория-232 в ферментативной системе разнесены
во времени: торий увеличивает интенсивность
биолюминесценции (Irel) в начальный промежу-
ток времени воздействия, а содержание АФК
(АФКrel) – после 50 мин наблюдения. Оба эффек-
та являются локальными, т.е. стремятся к кон-
трольным значениям с увеличением времени воз-
действия. 

Как видно из рис. 2б, воздействие тория на
ферментативную систему в присутствии гумино-
вых веществ практически не изменяет содержа-
ния АФК (АФКrel близко к 1). Таким образом, как
и в случае интенсивности биолюминесценции
(рис. 1б), мы наблюдаем нейтрализацию эффекта
тория гуминовыми веществами. 

Рис. 1. Кинетика свечения ферментативной системы в растворах тория-232 в отсутствие (а) и в присутствии (б)
гуминовых веществ (C = 10-4 г/л). Концентрации тория: кривая 1 – 10–9 М, кривая 2 – 10–7 М, кривая 3 – 10–5 М,
кривая 4 – 10–3 М. Для значений Irel отклонения от медианы 1 и 3 квартилей не превышают 1%.

Рис. 2. Относительное содержание АФК (АФКrel) в ферментативной системе при воздействии тория-232 в отсутствие
(а) и в присутствии (б) гуминовых веществ (C = 10–4 г/л). Концентрации тория: кривая 1 – 10–9 М, кривая 2 – 10–7 М,
кривая 3 – 10–5 М, кривая 4 – 10–3 М. Концентрация АФК в контрольном (нерадиоактивном) образце – 9.1∙10–7 М.
Для значений АФКrel отклонения от медианы 1 и 3 квартилей не превышают 5%.
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Следует отметить, что концентрация АФК в
ферментативной системе в отсутствиe тория-232
не изменяется при добавлении ГВ и стабильна во
времени.

Корреляции между интенсивностью биолюми-
несценции и содержанием АФК. Были рассчитаны
ранговые коэффициенты корреляции Спирмена,
r, между зависимостями относительной интен-
сивности биолюминесценции (Irel) и содержания
АФК (АФКrel) от времени в нерадиоактивных
(контрольных) и радиоактивных растворах. 

Значения r в растворах тория-232 в отсутствиe
гуминовых веществ указаны в табл. 1.

Результаты показывают значимую  (p < 0.05) 
отрицательную  корреляцию, т.е. обратную связь
между интенсивностью биолюминесценции (Irel)
и содержанием АФК (АФКrel) в ферментативной
системе. Величины r свидетельствуют о высоких
и умеренных корреляциях. Этот результат можно
связать со следующими процессами в биолюми-
несцентной ферментативной системе [52, 53]:

(1) Потребление молекулярного кислорода в
реакции бактериальной люциферазы со сдвигом
равновесия в системе «О2 – АФК». Этот процесс,
вероятно, ответственен за активацию биолюми-
несценции на начальном этапе воздействия то-
рия (до 50 мин, Irel > 1, рис. 1а) и одновременное
снижение на 30% содержания АФК (АФКrel < 1,
рис. 2а).

(2) Накопление пероксида водорода (предста-
вителя АФК) в биолюминесцентной фермента-
тивной системе в темновых путях, не связанных с
излучением кванта света. Именно этот процесс,
вероятно, является причиной накопления АФК
(АФКrel > 1, рис. 2а) после 50-минутного воздей-
ствия тория при одновременном стремлении ин-
тенсивности биолюминесценции к контрольно-
му значению (Irel → 1, рис. 1а). 

Добавление гуминовых веществ (рис. 1б и 2б)
нейтрализовало воздействие тория-232 на интен-
сивность биолюминесценции (Irel) и содержание
АФК (АФКrel), приблизило эти характеристики к
контрольным значениям, сделав отличия от кон-
троля статистически недостоверными. При этом
все значения r указывали на высокие отрицатель-

ные корреляции между зависимостями Irel и
АФКrel от времени. 

Таким образом, гуминовые вещества нейтра-
лизовали воздействие тория-232 на ферментатив-
ную систему: они уменьшили активацию биолю-
минесценции и подавление АФК на начальном
этапе воздействия тория-232 (до 50 мин), а также
уменьшили содержание АФК при большем вре-
мени воздействия тория-232 (90 мин). Последний
эффект гуминовых веществ является проявлени-
ем их антиоксидантной активности.

Скорость окисления НАДН в растворе тория в
отсутствиe и присутствии гуминовых веществ. Изу-
чено влияние тория и гуминовых веществ на ско-
рость окисления НАДH – эндогенного восстано-
вителя в биолюминесцентной ферментативной
системе. Окисление НАДH осуществляется в
ферментативной системе в соответствии с реак-
цией (1), представленной выше. Определяли ско-
рости окисления НАДH в ферментативной систе-
ме с различным содержанием компонентов – в
отсутствие и в присутствии тория-232 и ГВ. Ре-
зультаты приведены в табл. 2.

Из табл. 2 видно, что скорость автоокисления
НАДН достаточно мала – 2.0 М/л. Добавление
эндогенного окислителя ФМН к НАДН
(реакция (1)) ускоряет окисление НАДН в 8 раз
(до 16.2 М/л). 

При добавлении тория-232 скорость автоокис-
ления НАДH увеличивается до 6.1 М/л. Добавле-
ние тория-232 в реакцию (1) значительно увели-
чивает скорость окисления НАДH – до 26.7 М/л.
Последний результат указывает на то, что торий-
232 повышает эффективность окислительно-вос-
становительного ферментативного процесса (ре-
акция (1)), выполняя роль дополнительного ката-
лизатора, что приводит к увеличению выхода
биолюминесценции в реакции бактериальной
люциферазы (реакция (2)). Этот результат объяс-
няет возможность активации биолюминесцен-
ции в присутствии тория-232, продемонстриро-
ванной на рис. 1а.

Также было проанализировано влияние ГВ на
изменение скорости окисления НАДH в присут-
ствии тория-232. Как видно из сравнения второго
и третьего столбцов табл. 2, ГВ дополнительно
увеличивают как скорость автоокисления НАДH,
так и скорость окисления этого вещества в при-
сутствии ФМН (реакция (1)). При этом в соответ-

Таблица 1. Коэффициенты корреляции r между зависимостями интенсивности биолюминесценции и
содержания АФК от времени в ферментативной системе в присутствии тория-232

Концентрация тория-232, М 0 (контроль) 10–9 10–7 10–5 10–3

r –0.86 –0.79 –0.64 –0.64 –0.43
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ствии c этой реакцией система увеличивает ско-
рость наработки субстрата ФМН·H- для люми-
несцентной реакции (2) и, следовательно,
увеличивает интенсивность биолюминесценции
в биферментной системе. Однако мы наблюдаем
уменьшение интенсивности биолюминесценции
гуминовыми веществами (нейтрализации эффек-
та активации торием-232, см. рис. 1а,б). Вероят-
но, другие процессы ответственны за нейтрализа-
цию эффекта тория гуминовыми веществами в
ферментативной биолюминесцентной системе.
Это может быть, например, рассопряжение фер-
ментов люциферазы и редуктазы в присутствии
гуминовых веществ [54–56]. 

Таким образом, увеличение интенсивности
биолюминесценции ферментативной системы в
присутствии тория-232 малых концентраций мо-
жет быть связано с его каталитической активно-
стью в окислительно-восстановительной реак-
ции оксидоредуктазы (реакция (1)). Нейтрализа-
ция эффекта тория-232 гуминовыми веществами
(рис. 1а,б) не связана с ускорением реакции (1), а,
вероятно, определяется нарушением сопряжения
ферментов в биферментной системе в присут-
ствии гуминовых веществ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение низкодозовых биологических эф-
фектов в настоящее время чрезвычайно актуаль-
но в связи с расширением районов радиоактив-
ного загрязнения. Торий – один из самых распро-
страненных фонообразующих элементов в
природных экосистемах. Несмотря на распро-
страненность данного элемента, в настоящее вре-
мя его влияние на живые организмы изучено не-
достаточно. Для прогнозирования биоэффектов
тория в природной среде особый интерес пред-
ставляет влияние тория на биологические объек-
ты в присутствии детоксикантов природного про-
исхождения, таких как гуминовые вещества. Био-
люминесцентные ферментативные биотесты
являются оптимальной биотестовой системой

для выявления биохимических механизмов низ-
кодозового воздействия тория.

В работе использована биолюминесцентная
система двух ферментативных реакций, ответ-
ственная за свечение морских бактерий. Варьи-
ровали концентрацию тория-232 в ферментатив-
ной системе, определяли интенсивность биолю-
минесценции и содержание активных форм
кислорода. Выявлена активация биолюминес-
ценции (до 100%) на начальном этапе воздей-
ствия тория-232 (до 50 мин), а также 12-кратное
увеличение содержания АФК после 50 мин его
воздействия. Выявлена отрицательная корреля-
ция между интенсивностью биолюминесценции
и содержанием АФК; коэффициент корреляции
Спирмена оказался равным –0.86. Показано, что
ГВ нейтрализуют активирующее воздействие то-
рия на биолюминесценцию и уменьшают содер-
жание АФК до контрольного значения, проявляя
антиоксидантную активность. Продемонстриро-
вано влияние ГВ на скорость НАДН-зависимого
ферментативного редокс-процесса.

Полученные результаты вносят вклад в пони-
мание молекулярных механизмов воздействия
тория-232 и возможности нейтрализации его воз-
действий на ферментативные процессы с помо-
щью гуматов – веществ природного происхожде-
ния. Логическим продолжением данной работы,
ее следующим этапом, должно стать изучение эф-
фектов тория-232 на более сложные биологиче-
ские системы (клетки, ткани, органы, организ-
мы), а также возможности нейтрализации этих
эффектов гуминовыми веществами.
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Таблица 2. Скорости расходования НАДH в ферментативной системе с различным содержанием компонентов в
отсутствиe и присутствии тория-232 
№ Состав системы V·108, М/л

В отсутствие тория-232 В присутствии тория-
232

В присутствии тория-232 
и ГВ

1 НАДН 2.0 ± 0.3 6.1 ± 0.5 8.8 ± 0.6

2 НАДН+ФМН
(реакция (1))

16.2 ± 0.4 26.7 ± 0.7 36.8 ± 0.8

Примечание. Длина волны регистрации оптической плотности 340 нм. Концентрация тория-232 равна 10–7 
М, концентрация ГВ – 10–4 г/л.
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Research into the effects of low-dose radiation exposure is relevant due to an increase in the number of areas
to which anthropogenic loading has occurred. Thorium is one of the radioactive elements naturally occurring
in ecosystems; the amounts of thorium in the environment may be increased due to the activities related to
the extraction of natural resources and operation of thermal power plants. Special interest focuses on the bi-
ological effects of thorium in the presence of humic substances as natural detoxicants. The aim of this study
is to explore whether humic substances exert "mitigating" effects during exposure to thorium-232 at low-doses
(< 0.04 Gy). A bioluminescent system of the enzymatic reactions including the bacterial luciferase and NA-
DH:FMN-oxidoreductase has been chosen as a biological object. It was found that the activation of biolu-
minescence occurred in the initial stage of the exposure (up to 50 min) and production of reactive oxygen spe-
cies increased after the 50 min exposure of this system to thorium-232. The relationship between the intensity
of bioluminescence and the level of reactive oxygen species (correlation coefficient is −0.86) is shown. The
addition of humic substances helps to neutralize thorium activity and reduce the level of reactive oxygen spe-
cies to the control value. The effects of humic substances on the rate of NADH-dependent enzymatic process
including redox reactions are shown. The results obtained contribute to the understanding of the mechanisms
of the effects of thorium-232 at molecular level and its neutralization effects on the enzymatic processes.

Keywords: thorium-232, bioluminescence, enzyme bioassay, radioprotection, humic substances, reactive oxygen
species
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