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При использовании животных разного воз-
раста (стадии 50-51 и 53-54) выяснено, что 
вне зависимости от стадии развития обоня-
тельного органа легкая вода быстрее выво-
дит растворенный в ней краситель по срав-
нению с контрольной водой. При этом более 
значительные отличия отмечались в группе 
второго возраста (стадии 53-54), что, вероят-
но, связано с развитием динамики процесса 
выведения по мере формирования дополни-
тельной средней камеры обонятельной ямки. 
Обнаружено также, что легкая вода способна 
синхронизировать процесс выведения краси-
теля, устраняя большую вариабельность в 
группе животных, инкубированных в конт-
рольной воде. Впервые разработанный нами 
метод может быть применен для проверки 
свойств воды, используемой для клиничес-
ких нужд. 

Введение

П риродная вода является смесью изото-
пологов – молекул, различающихся по 
изотопному составу входящих элемен-

тов [1]. Изотополог воды 1Н2
16О, представ-

ляет классическую или легкую воду. В естес-
твенных условиях легкой воды в виде 
моноизотопной композиции не существует. 
Ее содержание в природных водах находится 
в пределах 99,73–99,76 мол. %. Весовая кон-
центрация тяжелых изотопологов может 
достигать 2,97 г/кг, что является величиной, 
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сопоставимой с содержанием минеральных 
солей. 
Появление свидетельств действия легкой 
воды на биологические системы обусловило 
проведение в последние годы биологических 
и медицинских исследований [2-5]. Было 
показано, что тяжелые изотопологи в составе 
природной воды в природных концентраци-
ях ингибируют реакции дыхательной цепи 
митохондрий [6]. Легкая вода более одно-
родна, имеет меньшую структурированность, 
вязкость, плотность, что должно сказываться 
на ее транспортных свойствах. Для под-
тверждения этой гипотезы, которая может 
иметь большое практическое значение, необ-
ходимо иметь доказательства, полученные 
на живых системах и базирующиеся на твер-
дых количественных характеристиках. 
В работе впервые изучена динамика выведе-
ния красителя из обонятельных ямок личи-
нок альбиносов Xenopus laevis двух стадий 
развития, инкубированных в легкой и конт-
рольной воде. Эти животные являются про-
зрачными и по этой причине широко исполь-
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зуются в прижизненных экспериментах для 
изучения процессов развития [7, 8], а также 
в токсикологических исследованиях [9].
Для большей доказательности эффекта лег-
кой воды на выведение красителя исследова-
ние проведено на двух стадиях развития обо-
нятельной системы у Xenopus laevis. На 
ранних стадиях (50-51) обонятельные ямки 
не содержат средней камеры, а на поздних 
(53-54) ее появление обеспечивает поглоще-
ние и выведение жидкости в больших объ-
емах. 

Материалы и методы исследования

О
бразцы воды. Для изучения влияния 
изотопного состава воды на ее транс-
портные свойства в экспериментах 

использовали легкую воду АкваСЛЭП, 
полученную ЗАО «Легкая вода» методом 
вакуумной ректификации, в которой содер-
жание изотополога 1Н2

16О составляло 99.76 
мол. % (D/H=90 ppm, O18/O16=1844 ppm). 
Исследованный образец легкой воды соот-
ветствовал по изотопному составу природ-
ной воде из Антарктики. Контролем служи-
ла деионизованная вода, приготовленная 
путем очистки пирогенной дистиллирован-
ной воды на системе Milli-Q (Millipore, 
Великобритания) с концентрацией 1Н2

16О 
99.74 мол. % (D/H=140 ppm, O18/O16=1965 
ppm). Изотопный состав образцов опреде-
лялся методом лазерной абсорбционной 
спектроскопии [10].
Животные, насыщение красителем. Личинки 
шпорцевой лягушки Xenopus laevis (Daudin) 
были получены в аквариальной ИБР РАН. 
Стадии развития определяли в соответствии 
с установленными критериями [11], исполь-
зовали животных на стадиях 50-51 и 53-54. 
Содержание животных и их обработка про-
водились в соответствии с правилами РАН 
для работы на низших позвоночных живот-
ных.
Конечная концентрация красителя мети-
ленового синего (Feinchemie, Германия) 
составляла 1:50000. Выбор обонятельной 
ямки как системы для изучения динамики 
выведения красителя определялся тем, что в 
ней отсутствует активная циркуляция и не 
происходит спонтанного выталкивания жид-
кости. Наконец, обонятельная ямка имеет 
резкие, не размытые очертания и границы – 
условия, необходимые для получения четких 
изображений с помощью цифровой фототех-
ники.
Изучение выведения красителя. Эксперимент 
проводили при температуре 19-20 °С. Раст-
вор метиленового синего готовили на конт-

рольной воде непосредственно перед каж-
дым тестом. Фотографирование исходного 
состояния обонятельных ямок до инкубации 
животных в красителе проводили под бино-
кулярной лупой с увеличением 20х с помо-
щью камеры Webbers (MYscope 300M). 
Затем головастиков помещали на 30 мин в 
раствор метиленового синего и после отмы-
вания (2-3 мин) вновь фотографировали. 
После этого животных размещали в чашках 
Петри (диаметр 105 мм), куда наливали 
либо контрольную воду, либо опытный обра-
зец легкой воды АкваСЛЭП. Дальнейшее 
фотографирование проводили каждые 30 
мин в течение 210 мин для ранней возраст-
ной группы и 480 мин для личинок более 
позднего возраста. Фотографии были сдела-
ны по результатам 4-х тестов – по 2 на 50–51 
и 53-54 стадии развития. В каждом из тестов, 
как в контроле, так и в опыте, использовали 
по 4 головастика.
Весь отснятый материал далее подвергался 
компьютерной и математической обработке. 
Для этого использовали графический редак-
тор Adobe Photoshop CS3 Extended (version 
10.0) и выработанную последовательность 
команд (Actions) с применением инструмен-
тов редактора. Основными зонами анализа 
были выбраны обонятельные ямки, третьей 
зоной – область между ямками. Ее включе-
ние в подсчеты было необходимо для кор-
рекции снимков с различной интенсивнос-
тью. Не изменяя цветового режима RGB 
color, работали инструментами в Grayscale, 
что приводило все цветовые шумы и откло-
нения к единому знаменателю (рис. 1). 
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Цветовой эталон (Color Sampler), являющий-
ся вариантом инструмента Eyedropper, слу-
жил для размещения в изображении от одной 
до четырех реперных точек, чьи цветовые 
параметры постоянно отображались в палит-
ре Info. Это давало возможность непрерывно 
следить за изменением оттенков серого в 
основной и средней камерах обоня тельных 
ямок животных. C помощью инструментов 
находящегося в контекстной панели списка 
Sample Size получали усредненную интенсив-
ность насыщенности цвета по 50 пикселям 
вокруг точки. Выбирался размер инструмен-
та, соответствующий площадям исследуемых 
областей объектов. Единая палитра и фикси-
рованный размер инструмента обеспечивали 
точность оценки плотности цвета в каждом из 
случаев и со ответствие данных в группе 
животных. Насыщение измерялось в процен-
тах градации серого (Grayscale %). Из средне-
го значения плотности окрашивания левой и 
правой ямки вычиталось значение области 
между ямками. Статистическая обработка 
данных и построе ние графиков проводили с 
помощью Micro soft Office Excel 2007. 

 Рис. 1. Окно графического редактора с выбранными зонами 
количественной оценки и палитрой Info.

 Рис. 2. Изображения неокрашенных (а) и окрашенных мети-
леновым синим (б, в, г) обонятельных ямок личинок X. laevis 
50-51 стадии развития. «б» – 5 мин после окрашивания, «в» – в 
середине наблюдений и «г» – в конце исследования.
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Результаты и их обсуждение

У лягушек X. laevis обонятельная система 
адаптирована для восприятия запахов 
из водной среды, а у личинок обоня-

тельный эпителий основной камеры полно-
стью открыт для воды [12, 13]. Развитие обо-
нятельной системы шпорцевой лягушки 
берет начало от обонятельных плакод, кото-
рые до начала формирования обонятельных 
ямок остаются незамкнутыми [11]. На стади-
ях 37-38 обонятельные ямки дифференциру-
ются в основную камеру и вомероназальный 
орган [11, 14] и только на стадии 52 происхо-
дит формирование дополнительной средней 
камеры [14, 15]. На стадии 50-51 средняя 
камера еще не сформирована (рис. 2 а).
Метиленовый синий после присутствия 
животных в растворе красителя был распре-
делен по пространству основной камеры, и 
окрашивание в малой степени затрагивало 
вомероназальный орган. Через 5 мин после 
окрашивания у всех животных наблюдали 
максимально интенсивное включение мети-
ленового синего (рис. 2 б). Спустя 5 мин 
после инкубации в разных водах среднее 
значение интенсивности окрашивания обо-
нятельных ямок имело незначительные 
отличия, а уровень поглощения красителя 
составлял 26-27 %. В последующем на протя-
жении 210 мин инкубации животных, как в 
контрольной, так и легкой воде интенсив-
ность окрашивания постепенно снижалась 
(рис. 2 в, г). Динамика снижения по усред-
ненным значениям для животных каждой из 
групп представлена на рис. 3.
При этом в течение 210 мин понижение 
плотности окрашивания составляло пример-
но 10 % в обеих сериях (контрольная вода, 
вода АкваСЛЭП). Это свидетельствует о 
низкой скорости как насыщения красителем, 
так и его вымывания, что с наибольшей 
вероятностью обусловлено отсутствием в 
этот период дополнительной средней каме-
ры. При сравнении кривой контрольной 
воды с таковой для легкой воды отмечается 
большая скорость выведения красителя в 
легкой воде, как минимум в основном интер-
вале времени (от 30 до 150 мин).
Вымывание красителя, растворенного в кон-
трольной и легкой воде из обонятельных 
ямок головастиков позднего возраста. На 
стадиях 53-54 в обонятельных ямках голо-
вастика X. laevis средняя камера сформиро-
вана de novo. Ее эпителий является сенсор-
ным, покрыт ресничками и микровиллями, 
напоминает обонятельный эпителий рыб и 
отвечает, наряду с основной камерой, за обо-
няние в водной среде [15]. Было выдвинуто 
предположение, что формирование средней 

камеры должно привести к усилению как 
поглощения, так и вымывания красителя по 
сравнению с тем, что наблюдалось на стади-
ях 50-51. Кроме этого на данном этапе рабо-
ты было увеличено общее время наблюде-
ния, чтобы попытаться зарегистрировать 
полное вымывание красителя из обонятель-
ных ямок животных.
Как и ожидалось, в этой группе процесс пог-
лощения и выведения красителя оказался 
более активным. Плотность окрашивания 
обонятельных ямок после инкубации в рас-
творе метиленового синего была намного 
выше, чем в группе раннего возраста и спус-
тя 5 мин при отмывании после окрашивания 
составляла от 45 до 60 %, что примерно в два 
раза выше, чем у животных на стадиях 50-51. 
Уже в это время была отмечена разница 
между легкой и контрольной водой, свиде-
тельствующая о преимуществах последней в 
отношении скорости вымывания красителя. 
В период исследования вымывание красите-
ля в обеих группах было постепенным, как и 
у животных раннего возраста, но плотность 
окрашивания за 480 мин по усредненным 
значениям снижалась примерно в два раза.
При инкубации животных позднего возраста 
в легкой воде наблюдалась также синхрони-
зация процесса выведения красителя – 
индивидуальные отличия животных хотя и 
проявлялись, но были менее значительны, 
чем в контроле. В период времени до 240 
мин кривые понижения плотности красите-
ля в обонятельных ямках были близки, 
позже несколько расходились, но в сущест-
венно меньшей степени, чем в контроле.
Для ксенопусов раннего возраста (стадии 
50-51) отмечена та же закономерность синх-
ронизации процесса выведения метиленово-
го синего.
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Несмотря на колебания значений на протя-
жении всего срока наблюдения, при анализе 
объединенных результатов можно сделать 
еще одно заключение. При сравнении кри-
вой контрольной воды с кривой воды 
АкваСЛЭП отмечается большая скорость 
выведения красителя в легкой воде по срав-
нению с контролем на протяжении основно-
го времени (330 мин). Такая же тенденция 
наблюдалась и на стадиях 50-51, когда еще 
не была сформирована средняя камера обо-
нятельной ямки. Это свидетельствует о неза-
висимости феномена быстрого выведения 
красителя в присутствии легкой воды от сте-
пени развития и функционирования органа. 
Другими словами, можно уверенно говорить 
о свойствах воды, облегчающих выведение, и 
независимости этих свойств от индивиду-
альных физиологических отличий у живот-
ных, а также от влияний со стороны других 
систем развивающегося организма лягушек 
X. laevis. Таким образом, снижение содержа-
ния тяжелых изотопологов в воде до уровня, 
соответствующего нижней границе природ-
ных концентраций, сказывается на транспор-
тных свойствах воды – достоверно ускоряет-
ся процесс выведения растворенных в ней 
веществ. Предварительным объяснением 
обнаруженных в данном эксперименте 
свойств легкой воды может быть ее большая 
физиологичность: с одной стороны, она 
является приближенной к воде обитания 
животных, с другой – более легкой и чистой, 
обеспечивающей оптимально быстрое выве-
дение растворенных в ней веществ.

Заключение

Н
а оригинальной животной модели, 
позволяющей прижизненные наблю-
дения, и с помощью разработанного 

компьютерного сценария обработки резуль-
татов показано, что легкая вода способна 
быстрее выводить растворенный в ней кра-
ситель. При сравнении с контрольной водой 
выяснено также, что легкая вода существен-
но синхронизирует процесс выведения кра-
сителя из организма. Предложенный нами 
метод может применяться для проверки 
свойств воды, используемой для клиничес-
ких нужд.

Авторы выражают благодарность Вишен-
скому А.Н. за помощь в разработке компью-
терного сценария для обработки результа-
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The heavy water isotopologs 
effect on dynamic of dye 

“methylene blue” removal from 
olfactory system of Xenopus laevis 
tadpoles of two developmental 
stages has been analyzed. Method of 
supravital registration of staining 
density on made photo-images 
and following treatment of them by 
means of specially developed 
computer scripts has been used. 
Using of animals of different age 

(stages 50-51 and 53-54) it was found 
that independently of olfactory organ 
developmental stage the light water 
could much faster remove the dye 
solved in it as compared with the 
control water. It was observed in the 
animal group at the stage 53-54, 
what is possibly linked with a dynamic 
of dye removal processes facilitating 
by a formation of the additional 
middle cavity of tadpole olfactory 
system.It was found that the light 

water is capable to synchronize 
the process of dye removal, getting 
out of high variability in the animal 
group incubated in the control water. 
The method we developed for the 
first time could be used for approval 
of water properties for clinical 
needs.

Key words:  Xenopus laevis, olfactory 
organ, development, light water, 
removal, computer analysis
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