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Цель работы – апробация метода низкокогерентной интерференци�
онной микроскопии в качестве нового подхода для анализа про�
странственно�временных характеристик сердечного ритма у мо�
дельного тест�объекта Daphniamagna и оценки радиоэкологических
последствий облучения. В качестве воздействующего фактора при�
менено острое внешнее гамма�облучение в дозе 10 Гр. Проведенное
исследование показало, что метод низкокогерентной интерферо�
метрии является эффективным инструментом для изучения часто�
ты сердечных сокращений Daphniamagna как физиологической
функции на стрессовое воздействие. Частоту сердцебиения изме�
ряли на 2, 10, 14 и 19 сут после облучения одновременно в конт�
рольной и опытной группах Daphniamagna. Дисперсионный анализ
показал значимое влияние времени после гамма�облучения на из�
менение частоты сердцебиения экспериментальных животных. При
этом вклад облучения в формирование отдаленного эффекта в пе�
риод от вторых до 19 сут после воздействия не выявлен.

Ключевые слова: гамма�облучение, метод интерферометрии живых систем, час�
тота сердцебиения, Daphniamagna, радиоэкология, отдаленный радиационно�инду�
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее десятилетие спектр научных интересов в области естественных наук

сместился от физики к наукам о жизни. Такой тренд предполагает развитие меж�
дисциплинарных направлений на стыке классических наук – физики, химии, биоло�
гии, материаловедения, инженерии для создания новых технологий, методов и
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приборов для биоэкологических и биомедицинских целей.
Daphniamagna (далее D.magna) является полупрозрачным пресноводным рако�

образным (класс Crustacea, отряд Cladocera). Эти животные широко используются
в качестве ключевой модели в области экотоксикологии, где анализируется воздей�
ствие токсинов на человека и экосистемы[1].Daphnia как модельный тест�организм
применяется также для тестирования новых лекарственных средств в области фар�
макологии, поскольку структура генома D.magna определена и имеет высокое сход�
ство с геномом человека [2]. Исследование частоты сердечных сокращений явля�
ется важным показателем жизнеспособности организма. Миогенное (миоциты ини�
циируют сокращения) сердце D.magna является основным средством циркуляции
гемолимфы у кладоцер [3]. Частота сердцебиения D.magna легко изменяется под
действием физических и химических факторов и является физиологическим инди�
катором скорости метаболизма у D.magna [4].

Проведенные нами предварительные эксперименты на D.magna показали, что низ�
кокогерентная интерферометрия позволяет существенно повысить точность изме�
рения частоты сердечных сокращений как функцию времени [5, 6].Это может иметь
первостепенное значение, например, в донозологической диагностике  распознава�
нии состояний организма, пограничных между нормой и патологией и характеризу�
ющихся нарушением равновесия между организмом и средой. Помимо повышения
точности измерения, актуальность метода интерферометрии живых систем, напри�
мер, в радиологии, может быть обусловлена необходимостью регистрации ряда важ�
ных пространственно�временных характеристик сердца. К ним можно отнести фор�
му, объем, амплитуду колебаний, аритмичность сокращения клапанов межкамераль�
ных остий. Понимание закономерностей пространственно�временных изменений
сердца позволит управлять лучевыми реакциями организма, применять в радиофар�
макологии и медицинской практике, в первую очередь, в широко развивающейся в
настоящее время междисциплинарной науке – ядерной медицине.

Целью данной работы была апробация метода низкокогерентной интерференци�
онной микроскопии в качестве нового подхода для анализа частоты сердечного
ритма у модельного тест�объекта D.magna и оценки радиоэкологических послед�
ствий облучения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве тест�объекта выбрана культура ветвистоусых рачков D.magna, кото�

рая на протяжении многих лет партеногенетически размножается в оптимальных
условия лаборатории ИАТЭ НИЯУ МИФИ в климатостате (модель R2, Россия) с авто�
матическим поддержанием температуры 20°C, светового режима 12/12 ч свет:тьма
и вентилирования.

Для регистрации частоты сердцебиения D.magna методом цифровой низкокоге�
рентной интерференционной микроскопии был использован интерферометр Маха�
Цендера [5], в рабочем плече которого размещали тест�организм на предметном
стекле в небольшой капле культуральной воды, обеспечивающей нормальную жиз�
недеятельность животного. В качестве источника излучения использовали лазер�
ный источник суперконтинуума, обладающий широким спектром (0,4 – 2,0 мкм) при
высокой пространственной когерентности излучения. В опорном плече интерферо�
метра размещали пьезозеркало с целью модуляции его длины в ходе записи интер�
ферограмм.

В качестве воздействующего фактора было выбрано внешнее гамма�облучение
60Со, широко применяемое в терапии и диагностике онкологических заболеваний.
Односуточных D. Magna облучали в пластиковых контейнерах с 15 мл культураль�
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ной воды на установке ГУР�120 (60Со, МД = 80 Гр/ч) в сублетальной для D.magna
дозе 10 Гр на базе ВНИИРАЭ (Обнинск). ЛД50 для данного вида ракообразных со�
ставляет около 60 Гр [7, 18]. Особи контрольной группы находились в аналогич�
ных условиях, но без облучения. Далее рачков пересаживали по 10 особей в ла�
бораторные стаканы с дехлорированной и дважды фильтрованной водопровод�
ной водой и культивировали в климатостате. Кормили рачков по стандартной схе�
ме суспензией зеленых водорослей Chlorellavulgaris из расчета 2 мгС/л в сутки
[8, 9].

Частоту сердцебиения измеряли на 2, 10, 14 и 19 сут после облучения одновре�
менно в контрольной и опытной группах D.magna в Московском Политехе. Для
этого рачков извлекали из культуральных стаканов и по несколько особей (от трех
до пяти) помещали в каплю воды на предметном стекле в фокус объектива мик�
роскопа. Небольшой объем капли не позволял животным активно двигаться. Свер�
стка изображения с ядром оператора Шара давала изображение с выделенными
границами (контуры животных). По контурам вычисляли бинарные маски, которые,
будучи помноженными на исходное изображение, позволяли выделить анализи�
руемую область объекта. На выделенном изображении объекта определяли клю�
чевую точку (например, глаз дафнии [10]. Отталкиваясь от ключевой точки, про�
водили поиск области изображения, содержащего сердце. Интеграл интенсивно�
сти этой области, нормированный на площадь, являлся искомым сигналом, фурье�
преобразование которого давало частоту сердцебиения. Для регистрации интер�
ферограмм использовали высокоскоростную камеру с частотой 100 кадров в се�
кунду. Используемый подход низкокогерентной интерферометрии позволяет из�
мерять пространственные характеристики с высоким пространственным разреше�
нием и открывает возможность измерения ЧСС сразу нескольких дафний одновре�
менно без их предварительной фиксации.

В соответствии с имеющимися сведениями из литературы [10] животных остав�
ляли в области измерения на 7 – 10 мин для акклиматизации. Далее, в течение 30
с проводили измерение частоты сердцебиения. Одновременно облучали заведо�
мо большое количество односуточных D.magna, чтобы на каждой временной точ�
ке иметь достаточное количество животных для анализа. После измерения особь
в эксперимент не возвращали во избежание в дальнейшем ложных результатов
за счет травмирования животных при манипуляциях.

Статистическая обработка результатов измерения часты сердцебиения была вы�
полнена с помощью пакета программ STATISTICA 8. Значимость отличия дозовых
групп с соответствующим контролем оценена тестом Крускала�Уоллиса с поправ�
кой Бонферрони на множественное сравнение.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Как показали проведенные эксперименты, регистрация интерферограмм серд�

ца D.magna в свете пространственно�когерентного источника видимого диапазо�
на (0.45 – 0.7 мкм) существенно осложнена диффузным рассеянием света из�за
плотности хитинового покрова. В длинноволновой области (0.8 – 1 мкм) хитино�
вый слой оказался прозрачным. Это позволило зарегистрировать процесс сердеч�
ных сокращений высокоскоростной камерой в интерферометре с открытым и зак�
рытым опорным плечом и после устранения фона записать интерференционную
картину. Видеоряд, полученный при увеличении микроскопа ×20, составлял 100
кадров в секунду. Сегмент с сердцем занимал область около 250×250 пикселей,
12 бит. Точность метода составляла около 0,1 Гц. Для анализа изображения были
проведены расчеты функции корреляции первого кадра с последующими, по ко�
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торой c помощью S�преобразования Фурье получили частотно�временное представ�
ление сигнала. Использованный подход позволил исследовать характер сердеч�
ного ритма D.magna и с высокой точностью измерить во времени его частоту пос�
ле радиационного воздействия.

Рис. 1. Динамика изменения частоты сердцебиения у контрольных и γ�облученных особей D.magna в разные
временные интервалы после воздействия. Контроль:  n = 32, r = –0,17, р = 0,35.  Облученные: n = 40, r = –0,54,
p = 0,0004

Таблица 1
Изменение частоты сердцебиения в минуту в образцах D.magna

в контроле и после γγγγγ (облучения в дозе 10 Гр

На рисунке 1 и в табл. 1 представлены результаты измерения частоты сер�
дечных сокращений D.magna на вторые и более поздние сутки в контрольных об�
разцах и после γ�облучения в дозе 10 Гр. На рисунке видна тенденция к сниже�
нию частоты сердцебиения с возрастом исследуемых особей. Результат диспер�
сионного анализа, оценивающий вклад радиационного воздействия, времени
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после воздействия и их взаимодействия, приведен в табл. 2.
Таблица 2

Дисперсионный анализ вклада фактора времени и дозы облучения
в наблюдаемый эффект изменения частоты сердцебиения у D.magna

Видно, что имеет место достоверное влияние времени на частоту сердцебие�
ния D.magna как в контрольных, так и в облученных образцах. Из таблицы так�
же следует, что кратковременное облучение в дозе 10 Гр, применённое в экспе�
рименте, значимо не влияет на частоту сердцебиения исследуемых особей со
вторых по 19�е сутки после воздействия на животных.

ОБСУЖДЕНИЕ

Апробирован новый метод низкокогерентной интерференционной микроскопии
для измерения частоты сердечных сокращений D.magna как физиологической ре�
акции на радиационное воздействие в сублетальной дозе. Результаты показали, что
частота сердечных сокращений является чувствительным параметром и легко под�
дается количественной оценке с помощью этого метода. Оптическими методами из�
мерения физиологических параметров, в том числе сердцебиения, в настоящее вре�
мя занимается ряд лабораторий и научных центров разных стран. Сердце D.magna
неоднократно использовалось разными исследователями как индикатор влияния
внешних факторов на интенсивность жизненных процессов. Известно, что частота
сердцебиения коррелирует с уровнем обмена веществ [4]. Сердце D.magna имеет
вид округлого мешка с одной парой боковых остий. Сокращения сердца соверша�
ются с большой частотой и при температуре 20°C достигают у взрослой D.magna в
среднем 140 – 180 ударов в минуту, а у новорожденной молоди до 250 – 400 уда�
ров в минуту [1]. Гемолимфа из сердца поступает в лакуны тела. Осмотическое дав�
ление крови при нормальных условиях равняется двум – четырем атмосферам.

Ранее для оценки сердечных сокращений у D.magna использовали ручной под�
счет под бинокулярной лупой [11, 12]. В настоящее время разработано много мето�
дов учета частоты сердцебиения. В частности, предлагают использовать сегменти�
рование сердца путем нахождения частоты сигнала, сформированного эйлеровыми
группами пикселей из последовательных кадров в видео [13], или анализировать
частоту сокращения сердца D.magna на основе эффекта автодинного детектирова�
ния в полупроводниковом лазере [14]. Видеоряд сердечных сокращений, получен�
ный камерой, обрабатывают вручную или автоматически [15]. Однако известные к
настоящему времени оптические когерентные методы не позволяют проводить од�
новременную регистрацию указанных параметров с необходимым пространственно�
временным разрешением. Работа в низкокогерентном излучении ближнего ИК�диа�
пазона существенно понизила спекл�шум. Это позволило, в частности, зарегистри�
ровать оптический фазовый профиль глазного клеща Demodex [16]. Было показа�
но, что подход низкокогерентной интерферометрии позволяет измерять простран�
ственные характеристики образца с высоким пространственным разрешением.

В качестве экологического фактора в работе было выбрано острое гамма�облуче�
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ние, которое на протяжении длительного времени после воздействия вызывает на�
рушение метаболической активности рачков D.magna [17]. Продолжительность
жизни D.magna в оптимальных условиях лаборатории достигает трех месяцев [18].
Жизненный цикл включает в себя несколько критических периодов [19], в которые
фиксируют негативные эффекты радиационного воздействия   скачкообразное сни�
жение выживаемости D.magna [20, 21], повышение уровня свободных радикалов
[22], снижение дегидрогеназной активности и активности ферментов антиоксидан�
тной защиты, выявленное МТТ�тестом [23]. Анализируя результаты проведенного
исследования, мы не обнаружили значимого эффекта радиационного воздействия
на D.magna по изменению частоты сердцебиения экспериментальных животных на
2, 10, 14 и 19 сут после облучения. Однако можно сказать, что метод низкокогенет�
ной интерферометрии является эффективным инструментом для изучения частоты
сердечных сокращений D.magna как физиологической функции на стрессовое воз�
действие. Необходимо продолжить исследования, увеличив выборку животных, что�
бы оценить корреляцию изучаемого параметра жизнедеятельности D.magna с нару�
шением метаболической активности и выяснить возможность использования пока�
зателя сердцебиения для изучения влияния стрессоров на скорость метаболизма,
поскольку этот процесс является основным источниками получения и расходования
энергии у животных.

Исследование выполнено при частичной финансовой поддержке РФФИ
в рамках научного проекта № 18�07�01403
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ANALYSIS OF THE HEART RATE IN A MODEL TEST ORGANISM
DAPHNIAMAGNA AS A NEW APPROACH TO THE ASSESSMENT OF
RADIOECOLOGICAL EFFECTS OF IRRADIATION
Sarapultseva E.I.*,**,***, Morozova А.O.*, Kolesnikova N.I.*, Savina N.B.*,
Uskalova D.V.*, Ustenko K.V.***
* Obninsk Institute for Nuclear Power Engineering, NRNU MEPhI
1 Studgorodok, Obninsk, Kaluga Reg., 249040 Russia
** National Research Nuclear University «MEPhI»
31 Kashirskoye sh., Moscow, 115409, Russia
***A.F. Tsyb Medical Radiological Scientific Center – branch of the FSBI
«National Medical Research Radiological Center» of the Ministry of Health of
the Russian Federation
4 Koroleva Str, Obninsk, Kaluga reg., 249036 Russia

ABSTRACT
The purpose of the work was to test the method of low�coherence interference

microscopy as a new approach to analyzing the spatio�temporal characteristics of the
heart rate in a model test object, Daphniamagna (D.magna), and assessing the
radioecological effects of irradiation. As an affecter, acute external gamma irradiation
at a dose of 10 Gy was used.

D.magna is a semi�transparent crustacean widely used in radiobiology and
ecotoxicology. as a key model for analyzing the long�term effects of low doses and
concentrations of pollutants. The heart rate of D.magna is mainly studied in screening
of pharmaceutical substances at the stage of pre�clinical drug trials.

This study showed that the method of low�coherence interferometry is an effective
tool for studying the heart rate of D.magna as a physiological stress�exposure
function. The heart rate was measured at 2, 10, 14 and 19 days after irradiation
simultaneously in the control and experimental groups of D.magna. ANOVA analysis
showed a significant effect of time after gamma irradiation on changes in the heart
rate of the experimental animals. At the same time, according to our data, the
contribution of irradiation in the formation of a long�term effect in the period from
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2 to 19 days after exposure was not revealed.
Key words: gamma irradiation, method of interferometry of living systems, heart

rate, Daphniamagna, radioecology, long�term radiation�induced effect.
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