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ТОКСИЧНОСТЬ И ОПАСНОСТЬ 
ФТАЛАТОВ
(Анализ литературных сведений)

УДК 615.9 : 661.74
И.Е. Шкаева, С.А. Солнцева, 
О.С. Никулина, А.И. Николаев, 
С.А. Дулов, А.В. Земляной 

ФгУП «научно-исследовательский институт 
гигиены, профпатологии и экологии человека» 
ФМБа россии, 188663, г. Санкт-Петербург, 
российская Федерация

Проведен анализ литературных сведений по токсичности и опасности производных фтале-
вых кислот. Показано, что фталаты широко используются в различных отраслях хозяй-
ства в качестве пластификаторов.  При однократном поступлении в организм фталаты, 

как правило, являются малотоксичными и малоопасными веществами. Повторное воздействие 
этими соединениями приводит к их накоплению в организме, оказывая политропное действие, с 
поражением печени, почек, легких, обладают эмбриотоксическим и гонадотоксическим эффек-
том. 

Показано, что изученные фталаты представляют опасность для работающих при воздействии в ви-
де аэрозолей в воздухе производственных помещений.   По итогам анализа и обобщения литератур-
ных сведений сделаны основные выводы: для объективной оценки опасности производных фталевых 
кислот необходимо изучение токсического действия этих соединений в подостром и хроническом 
экспериментах. Установление класса опасности фталатов на основе изучения лишь острой токсично-
сти может привести к ошибочному заключению, с негативными последствиями для здоровья и жизни 
персонала и населения. 

Ключевые слова: фталаты, токсичность, опасность. 
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Фталаты по химической структуре являют-
ся производными фталевых кислот, по физи-
ко-химическим свойствам представляют собой, 
в основном, малолетучие, высококипящие жид-
кости, малорастворимые в воде [1 – 4].

Вследствие уникальных эксплуатационных ха-
рактеристик, эти вещества широко применяют-
ся в различных отраслях хозяйства в качестве 
пластификаторов в составе разнообразных по-
лимерных материалов (в косметике, медицине, 
в  производстве игрушек, обуви, строительных 
материалов и др.).

Столь широкое использование фталатов опре-
деляет необходимость оценки их опасности для 
человека на основе анализа и обобщения весьма 
разрозненных данных о токсическом действии 
этих соединений. 

Анализ литературных сведений об особенно-
стях проявления токсических свойств произво-
дных фталевых кислот [1 – 4] показал, что при 
однократном внутрижелудочном, внутрибрюш-
инном, накожном воздействии фталаты являют-
ся малотоксичными соединениями (табл. 1).

При этом фталаты с числом атомов углерода 
до 6 являются более токсичными по сравнению 
с  соединениями, содержащими более 6 атомов 
углерода в молекуле. Параметры острой ингаля-
ционной токсичности для большинства соедине-
ний фталевых кислот не установлены в связи с их 
низкой летучестью.

В условиях длительного поступления в орга-
низм фталаты способны накапливаться и вызы-
вать хроническую интоксикацию, иногда с ле-
тальным исходом [10]. Общетоксическое действие 
этих веществ характеризуется политропностью: 
нарушаются трофические процессы, функции 
печени, почек, системы крови, ЦНС. Некоторые 
из них хорошо проникают через неповрежден-
ную кожу.

Среди производных фталевых кислот наиболее 
выраженным токсическим действием обладают 
диметилфталат и  диметилтерефталат (первые 
члены ряда фталатов с 2 атомами углерода в мо-
лекуле). Эти соединения заслуживают внимания 
и в плане сравнительной оценки изомеров фта-
латов.
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Диметилфталат (ДМФ) представляет собой 
маслянистую жидкость, температура кипения 
282°С, плотность 1,189 (20°/4°), растворимость 
в воде 0,45 % (20°). 

При однократном воздействии ДМФ является 
малотоксичным, DL50 при внутрижелудочном вве-
дении составляет, по различным данным [1 – 3], от 
5500 до 9000 мг/кг для белых мышей и от 4390 до 
9000 мг/кг для крыс, причем самки более чувстви-
тельны к действию вещества. При 4-часовом инга-
ляционном воздействии CL50 установлена на уров-
не 10000 мг/м3. Клиническая картина при остром 
отравлении характеризуется снижением коорди-
нации движений, гиподинамией, кифозом, слезот-
ечением, сужением глазной щели, образованием 
красной корочки вокруг носа и глаз.

ДМФ оказывает кожно-резорбтивное действие. 
DL50 при однократном нанесении на кожу крыс – 
12000 – 14000 мг/кг [3], при повторных апплика-
циях (в течение 90 дней) > 4 мл/кг [2]. При субхро-

ническом внутрижелудочном введении крысам 
DL50 составила  3600 мг/кг, у подопытных жи-
вотных отмечали снижение массы тела, измене-
ние гемоглобина крови, увеличение массового 
коэффициента печени [1]. NOEL установлен на 
уровне 1862 мг/кг/день. 

Хроническое ингаляционное воздействие ДМФ 
(по 5 ч ежедневно в течение 4 месяцев) в концен-
трации 2 мг/м3 вызывало у животных функцио-
нальные сдвиги в нервной системе и печени, из-
менения периферической крови [3]. У кошек при 
ингаляционном воздействии вещества в концен-
трации 2000 мг/м3 (в виде тумана) – раздражение 
слизистых оболочек, слюнотечение, легкое воз-
буждение; при 10000 мг/м3 эти явления усилива-
лись, после окончания опыта – вялость, рвота. 

Диметилтерефталат (ДМТФ) представляет со-
бой белый порошок с кристаллами, температу-
ра плавления 140°С, температура кипения 288°С, 
в воде нерастворим.

Таблица 1
Параметры токсичности фталатов

Название вещества (по ИЮПАК), № СAS DL50, в/ж, (н/к ,в/в, мг/кг) СL50, мг/м3

Диметилфталат (диметилбензол-1,2-
дикарбоксилат),* 131-11-3

5500 -  9000, 6800 (н/к 12000 
-14000) 10000

Диметилтерефталат (диметилбензол 
1,4-дикарбоксилат), 120-61-6  3200  6000 

Диэтилфталат (диэтилбензол-1,2-дикарбоксилат), 
84-66-2 8600 - 6172 -

Дибутилфталат (дибутилбензол-1,2-дикарбоксилат), 
84-74-2 8000 – 23000, (в/б 3570, в/в – 720) 4250 -25000

Дипентилфталат (дипентилбензол-1,2-
дикарбоксилат), 131-18-0 - -

Дигексилфталат (дигексилбензол-1,2-
дикарбоксилат), 84-75-3 29600 -

Диоктилфталат (бис(2-этилгексил) бензол-1,2-
дикарбоксила),  53306-52-8 35500 -

Дигептилфталат (бис(3- метилгексил) бензол-1,2-
дикарбоксилат), 117-81-7

30000 - 36000 (в/б - 30700 - 14000, 
в/в - 250 – 1060) 10600

Диоктилтерефталат (бис(2-этилгексил) бензол-1,4-
дикарбоксилат), 6422-86-2 - -

Динонилфталат (динонилбензол-1,2-дикарбоксилат), 
84-76-4 21500 (н/к > 3160 ) > 4400

Примечание: * - в российской литературе фталаты ошибочно обозначены как бензолдикарбонаты. Эфиры терефталевой и 
фталевой кислот по номенклатуре ИЮПАК называются карбоксилатами.
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При внутрижелудочном введении крысам DL50, 
по одним данным [2],  3200 мг/кг, по другим [3] – 

 6500 мг/кг, LOEL установлен на уровне 86,4 мг/
кг в день. При внесении ДМТФ в конъюнктиваль-
ный мешок отмечается раздражение слизистых 
оболочек глаз. При однократном и четырехкрат-
ном ингаляционном воздействиях аэрозоля кон-
денсации и паров диметилтерефталата отмечено 
выраженное раздражающее действие на слизи-
стые оболочки глаза и дыхательных путей с уме-
ренными гемодинамическими расстройствами. 
Установлена CL50 для крыс 70 мг/м3 [2].

При хроническом воздействии ДМТФ в  кон-
центрациях 70 – 40 мг/м3 обнаружены нарушения 
функции нервной и сосудистой систем, печени, 
анемия, ретикулоцитоз и гипотония, в органах 
дыхания обнаружен хронический воспалитель-
ный процесс [11], 30 % животных погибали от 
нарушения кровообращения. Кроме этого, ве-
щество обладает репродуктивной токсичностью 
[24]. LOEL диметилтерефталата установлен на 
уровне 0,08 мг/м3, Limch – 1 мг/м3.

Показано также, что ДМТФ обладает раздра-
жающим действием. Повторное многократное 
нанесение на кожу кроликов вызывает измене-
ния типа дерматита; при проникновении через 
кожу появляются нарушения функций нервной 
системы и кровообращения.

Сравнительная характеристика ДМФ и ДМТФ 
показала, что по характеру проявлений острого 
и хронического отравлений эти соединения близ-
ки, однако диметилфталат несколько токсичнее 
диметилтерефталата (табл. 2).

Из соединений фталевых кислот с числом ато-
мов углерода более 6 заслуживает внимания ши-
роко используемый диоктилфталат (диоктило-
вый эфир ортофталевой кислоты, ДОФ), C24H38O4 
представляет собой прозрачную маслянистую 
жидкость, температура кипения 400оС, мало рас-
творим в воде. В экспериментах на лабораторных 

животных (мыши, крысы) при однократном вну-
трижелудочном введении показана низкая ток-
сичность ДОФ, DL50 > 9800 – > 40 000 мг/кг. CL50 
для мышей при однократном 4-часовом ингаля-
ционном воздействии превышала 10620  мг/м3. 
После экспозиции отмечали раздражение слизи-
стых оболочек, гиподинамию, нарушение коор-
динации движений. Восстановление подопытных 
животных происходило в течение 24 часов [16]. 
По данным других авторов у крыс при однократ-
ном ингаляционном воздействии ДОФ в течение 
4 часов обнаружено снижение массы тела, кро-
воизлияния в легких, пороговая концентрация – 
LOAEC составила 300 мг/м3 [11].

По мнению исследователей, при ингаляцион-
ном воздействии ДОФ обладает высокой прони-
кающей способностью – 75 % вещества прони-
кает в слизистые оболочки, 11 % в легкие, 2 % 
в другие ткани [24].

При внутривенном введении вещества сред-
несмертельная доза для крыс составила 250  – 
1060 мг/кг. Обнаружено также, что внутривенное 
введение ДОФ индуцировало отек альвеолярных 
стенок, кровоизлияния и лейкоцитарные инфиль-
трации в легочной ткани [24]. Через 4 часа после 
воздействия вещество и его метаболиты обнару-
живали в кишечнике мышей, желчном пузыре, 
легких, печени, жировой ткани. У крыс через 2 
часа после воздействия вещества метаболиты на-
ходились в крови, печени и легких (60 – 70 %). 

На основании полученных данных исследовате-
ли предположили, что ДОФ индуцирует патоло-
гию легких при внутрижелудочном, ингаляцион-
ном и внутривенном пути воздействия, вещество 
относится к соединениям, токсичным для орга-
нов дыхания.

Показана низкая проникающая через кожу 
способность ДОФ – 87 % вещества остается на 
коже, меньше 1,5 % проникает в кожу и мышеч-
ную ткань [32].

Таблица 2
Сравнительная характеристика параметров острой токсичности диметилфталата 

и диметилтерефталата

Показатели Диметилфталат Диметилтерефталат

LD50, мг/ кг, в/ж 5,840 - 4,390 > 6500

LD50, мг/кг, накожно 38000 -

CL50,  мг/м3 10000   6000 

NOEL, мг/кг/день, в/ж 1862 660
1277 мг/кг/день (F)
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Субхроническое ингаляционное воздействие 
аэрозоля ДОФ вызывало у крыс обратимое уве-
личение массы легких, изменение в альвеоляр-
ных перегородках, пролиферацию тучных кле-
ток, LOAEC = 1000 мг/м3, NOAEC = 50 мг/м3 [25]. 
Пороговые уровни – LOAELs по летальному эф-
фекту для крыс, кроликов и мышей при внутри-
желудочном введении ДОФ в течение 5 – 14 дней 
составляли от 1000 до 5000 мг/кг/день [26]. 

Хроническая энтеральная интоксикация 
ДОФ, путем добавления в  корм лаборатор-
ным животным, проявлялась дозозависи-
мым увеличением веса легких, LOAEL со-
ставила 146,6  – 1266,1  мг/кг/сут, NOAEL 
28,9 – 292,2 мг/кг/сут [27, 28]. По данным дру-
гих авторов, после 108 недель энтерального 
воздействия ДОФ на крыс NOAEL установле-
на на уровне 2000 мг/кг/день [29]. Сделано за-
ключение о низкой токсичности вещества при 
внутрижелудочном введении [3].

При оценке токсичности диоктилфталата на 
крысах, получавших вещество в концентрациях 
0,1, 0,5 и 1,0 % путем добавления в корм в тече-
ние 90 дней обнаружено снижение гемоглобина, 
гематокрита, глюкозы в сыворотке крови и уве-
личение относительной массы печени у всех жи-
вотных при воздействии ДОФ в высокой дозе [29]. 

Анализ литературных сведений по влиянию 
фталатов на репродуктивную функцию подо-
пытных животных позволил выявить гонадо-
тропный, эмбриотоксический эффекты, кото-
рые проявляются при относительно высоких 
дозах, что не позволяет оценивать их как специ-
фические [11]. Обнаружено также тератогенное, 
мутагенное действие отдельных фталатов [12]. 
Так, например, исследователи регистрирова-
ли изменения в семенниках плодов беремен-
ных крыс при воздействии ди-(н-бутил)фталата 
[14, 15].

Имеются сообщения о  нарушении фертиль-
ности крыс при потреблении питьевой воды, со-
держащей фталаты в концентрации 1 мг/л [18, 
20]. При изучении способности дибутилфталата 
(ДБФ) влиять на фертильность в опытах на сам-
ках крыс (в течение двух месяцев во время пубер-
татного периода вещество поступало с кормом 
в дозе 12 и 50 мг/кг массы тела в день) обнаружено 
нарушение полового созревания потомства (сни-
жение относительной массы семенников, задерж-
ка открытия влагалища и начала первого эстру-
са). В эксперименте на самках крыс и кроликов 
доказано, что под влиянием фталатов подавля-
ется секреция эстрадиола, происходит супрессия 
овуляции, расстройство эстрального цикла, нару-
шение фолликулогенеза с формированием поли-
кистоза яичников [20]. При применении диэтил-
гексил- и дибутилфталатов беременным самкам 
крыс и мышей обнаружено повышение частоты 

пренатальной гибели плодов, мертворождаемо-
сти, врожденных пороков, в том числе половой 
системы (крипторхизма и гипоспадии); снижение 
веса плодов, у самцов – веса яичек и эпидидими-
са; уменьшение диаметра семенных канальцев 
и числа клеток Сертоли; в дальнейшем сниже-
ние продукции сперматозоидов у потомства. Вве-
дение ДБФ в дозе 500 и 1000 мг/кг самцам крыс 
приводило к  существенному снижению массы 
яичек в течение 4 – 6 дней [19 – 22]. По мнению 
авторов, причиной нарушений половой системы 
самцов является снижение продукции тестосте-
рона эмбриональными яичками вследствие ан-
тиандрогенного действия производных фтале-
вой кислоты. Исследователи отмечают большую 
чувствительность беременных самок к действию 
ДОФ (снижение массы тела), LOAEL  – 666  – 
856 мг/кг/день, NOAEL – 357 мг/кг/день [29 – 31].

При изучении процесса трансформации фтала-
тов показано, что в организме эти соединения по-
степенно превращаются в метаболиты, которые, 
по мнению авторов, негативно влияют на печень, 
почки, органы дыхательной системы [13, 16, 17]. 
Так, например, ДОФ в высоких дозах накаплива-
ется в печени, почках, жировой ткани, в послед-
ствие подвергается трансформации с образова-
нием 15 – 29 метаболитов.

 Показано также, что из организма подопыт-
ных животных при однократном поступлении 
ДОФ выводится в течение 72 часов с мочой – 51 % 
и с фекалиями – 43 % [32, 33]. 

Вероятной точкой приложения фталатов ис-
следователи считают митохондриии, функция 
которых нарушается в результате изменения про-
ницаемости внутренней мембраны и ингибиро-
вания сукцинатдегидрогеназы.

У человека отравление фталатами в субклини-
ческой стадии проявляется снижением кожной 
чувствительности, особенно болевой, преиму-
щественно в дистальных отделах конечностей. 
Позже присоединяются боли в конечностях, су-
дороги, наступающие периодически в  состоя-
нии покоя. В дальнейшем формируется чувстви-
тельная форма полиневрита (полиневропатия). 
Наряду с этим, (например, при воздействии, ди-
бутилфталата) могут появляться вегетативно-со-
судистые нарушения: похолодание и синюшность 
кистей и стоп, потливость и др. 

Выраженные формы отравления фталатами 
сопровождаются гипотрофией мышц в дисталь-
ных отделах конечностей, парезами, фасцикуля-
цией, сгибательной контрактурой пальцев, на-
рушениями чувствительности. Отмечают также 
астению: головную боль, тяжесть в голове, на-
рушение памяти, внимания, сна, снижение рабо-
тоспособности. В ряде случаев обнаружено на-
рушение менструальной функции, уменьшение 
числа беременностей, повышение числа само-
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произвольных абортов [17 – 19]. У работающих 
с ДМФ выявлены полиневриты. В случае попа-
дания ДМФ в глаза человека возможен химиче-
ский ожог.

В воздухе производственных помещений фта-
латы могут представлять серьезную опасность 
для персонала, поскольку обладают широким 
диапазоном токсического действия. Выделение 
в воздух рабочих помещений резко усиливается 
при всех операциях, связанных с нагреванием, 
особенно до 200 °C и выше. Все изученные фта-
латы отнесены к высоко опасным соединениям 
(2 класс опасности).

При регламентировании производных фтале-
вых кислот в воздухе рабочей зоны установлены 
следующие гигиенические нормативы:

– ПДК максимальная разовая 1 – 1,5 мг/м3, ПДК 
среднесменная 0,5 – 0,3 мг/м3 для фталатов с чис-
лом атомов углерода менее 5;

– ПДК максимальная разовая 3,0 мг/м3, ПДК 
среднесменная – 1,0 мг/м3 для фталатов с числом 
атомов углерода в молекуле 5 и более за исключе-
нием диоктилфталата, для которого установлена 
максимальная разовая ПДК – 1,0 мг/м3 (табл.3). 

В атмосферном воздухе для этих соединений 
утвержден ОБУВ на уровне 0,1 мг/м3 [7].

Следует отметить, что 6 фталатов (ди-2-этилгек-
силфталат, дибутилфталат, бензилбутилфталат, 
диизононилфталат, ди-изодецилфталат, ди-н-ок-
тилфталат) запрещены Европейским союзом (с 
июля 2005 г.) к использованию при изготовлении 
продукции для детей и  ограничены к  примене-
нию – не более 0,1 % в другой продукции.

По результатам проведенного анализа литера-
турных сведений сделаны следующие выводы:

– фталаты представляют опасность при посту-
плении через дыхательные пути (воздействие на 
легкие) в виде аэрозоля;

Таблица 3 
Гигиенические нормативы фталатов в воздухе рабочей зоны (р.з.), атмосферном воздухе (а.в.)

Название вещества
№ СAS

ПДКр.з. мг/м3 м.р./
с.с, кл. опасн. Утв. № ГН

ПДК а.в. мг/м3

м.р./с.с,
кл. опасн.

Утв. № ГН

Диметилфталат 
131-11-3

1/0,3, п+а,
 2 кл. 2.1.5.3532-18 №743 0,03 /0,007, рефл.–

рез., 2 кл. 2.1.6.3492-17 №198

Диметилтерефталат
120-61-6

0,1, п+а,
 2 кл. 2.1.5.3532-18 №745 0,05 /0,01, рефл–

рез., 2 кл 2.1.6.3492-17 №200

Диэтилфталат 
84-66-2

1,5/0,5, п+а, 
2 кл. 2.1.5.3532-18 №1001 ОБУВ 0,01 2.1.6.2309-07 №603

Дибутилфталат 
84-74-2

1,5/0,5, п+а,
 2 кл.

2.1.5.3532-18
№668 ОБУВ 0,1 2.1.6.2309-07 №396 

Дипентилфталат
131-18-0

3/1, п+а, 
2 кл. 2.1.5.3532-18 №892 - -

Дигексилфталат 
84-75-3

3/1, п+а, 
2 кл. 2.1.5.3532-18 №674 ОБУВ 0,01 2.1.6.2309-07 №400

Дигептилфталат
 53306-52-8

1, п+а,
 2 кл. 2.1.5.3532-18 №1004 - -

Диалкил (С8-С10) 
фталаты

3/1, п+а,
 2 кл. 2.1.5.3532-18 №639 - -

Диоктилфталат 
117-81-7

1, п+а,
2 кл. 2.1.5.3532-18 №327 - -

Диоктилтерефталат 
6422-86-2

3, п+а, 
3 кл. - ОБУВ 0,1 2.1.6.2309-07 №606

Динонилфталат 
84-76-4

3/1, п+а,
2 кл. 2.1.5.3532-18 №883 - -
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- наибольшую опасность фталаты представля-
ют при длительном поступлении в организм;

- большинство фталатов оказывают негатив-
ное влияние на репродуктивную функцию жи-
вотных и человека;

- для объективной оценки опасности произ-
водных фталевых кислот необходимо изучение 
токсического действия этих соединений в подо-
стром и хроническом экспериментах;

- установление класса опасности фталатов 
на основе изучения лишь острой токсичности 
может привести к ошибочному заключению, 
с  негативными последствиями для здоровья 
персонала и населения. Полученные данные 
определяют тактику проведения исследова-
ний при гигиеническом регламентировании 
фталатов в условиях производства и приме-
нения.
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В работе представлены данные по изменениям модельных биомембран (липосомы, тени 
эритроцитов, эритроциты), используемых, как тест-объекты, для определения тех обла-
стей концентраций биологически активных веществ, в которых не происходит наруше-

ния структуры или функции экспериментальных объектов. В качестве биологически активных 
веществ отобрали синтетические: регулятор роста растений - мелафен, применяемый в малых 
дозах в предпосевной обработке семян и производные антиоксиданта – фенозана, феноксан и 
ИХФАНы. Показали методом ДСК, что производные фенозана в концентрациях равных 10-5 
М и более, разрушают микродоменную организацию в бислоях фосфолипидных мультиламел-
лярных липосом и переформировывают белковые микродомены в тенях эритроцитов. Мела-
фен в малых и больших концентрациях полимодально изменяет микродоменную организацию 
в бислоях фосфолипидных мультиламеллярных липосом, не разрушая структуру, и не влияет на 
белковые микродомены в тенях. Спектральным анализом выявили увеличение проницаемости 
мембран в изолированных целых эритроцитах при действии мелафена в больших и малых кон-
центрациях. Методом малоуглового дифракционного рассеяния показали отсутствие влияния 
мелафена в широком диапазоне концентраций на толщину фосфолипидных бислоев и порядок 
их упаковки в мультиламеллярных липосомах.

Ключевые слова: фосфолипиды, мультиламеллярные липосомы, биологически активные веще-
ства, тени эритроцитов, эритроциты, ДСК, малоугловое дифракционное рассеяние.
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Список сокращений: биологически активные 
вещества – БАВ; Фенол-Завод-Академия-Наук – 
фенозан; Институт-Химической-Физики-Акаде-
мии-Наук – ИХФАН; димиристоилфосфатидил-
холин – ДМФХ; дифференциальная сканирующая 
микрокалориметрия – ДСК; МУРР – малоугло-
вое рентгеновское рассеяние; электронно-па-
рамагнитный резонанс – ЭПР; атомно силовая 

микроскопия – АСМ; динамическое светорассея-
ние – ДСР; перекисное окисление липидов – ПОЛ.

Введение. Необходимость определения кон-
центрационных ограничений при применении 
биологически активных веществ (БАВ) вызвана 
тем, что использование в «терапевтических» кон-
центрациях, обычно миллимолярных и  более, 
вызывает и побочные эффекты. Отслеживание 
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на клеточном и субклеточном уровне мишеней 
и  механизмов действия БАВ может позволить 
предупредить негативное влияние. На примере 
синтетических БАВ: регулятора роста растений 
гидрофильного мелафена [1] и производных ан-
тиоксиданта фенозана: его калиевой соли – ги-
дрофильного феноксана, и гидрофобизованных 
ИХФАНов [2,3], было исследовано действие БАВ 
в  широком диапазоне концентраций (разведе-
ний) на структуру и функции модельных и био-
логических экспериментальных объектов разно-
го уровня организации. 

В качестве первых наиболее простых липид-
ных модельных мембранных объектов использо-
вались фосфолипидные мультиламеллярные ли-
посомы [4]. Устойчивые липосомы в виде взвеси 
в фосфатном буфере были сформированы или из 
синтетического индивидуального фосфолипида 
димиристоилфосфатидилхолина (ДМФХ), или из 
смеси природных фосфолипидов – яичного леци-
тина. Мультиламеллярные липосомы формиро-
вали с единообразным фосфолипидным составом 
для того, чтобы исследовать методом ДСК влия-
ние БАВ на структурном уровне микродоменов 
в бислое. Тестирование влияния БАВ на следую-
щем структурном уровне – организации упаков-
ки бислоев в многослойной липосоме и толщи-
нах этих бислоев, проводили методом МУРР во 
взвеси мультиламеллярных липосом, состоящих 
из упорядоченной смеси природных фосфолипи-
дов. Схематическая структура фосфолипидных 
мультиламеллярных липосом показана на рисун-
ке 1. Как модель мультиламмелярные липосомы 
отражают многослойное строение или взаимное 
расположение внутриклеточных органелл (мито-
хондрий, аппарата Гольджи, ядерной оболочки, 
эндоплазматического ретикулума, плазмалем-
мы). 

Необходимо отметить, что, так как в исследо-
вании использовались БАВ разной природы: ги-
дрофобные ИХФАНы и гидрофильные фенок-
сан и  мелафен, то мы обосновали насыщение 
всей структуры мультиламеллярной липосомы 
этими веществами, основываясь на работах Ан-
тонова В.Ф. с соавторами [5], в которых было по-
казано образование нанопор при определенных 
структурных состояниях бислоя. 

По данным электронной микроскопии и ДСК 
известно, что в фосфолипидном бислое, состо-
ящем только из ДМФХ, во временном и  тем-
пературном промежутке между эндотермиче-
скими фазовыми переходами: предпереходом 
и  основным фазовым переходом, существует 
риппл-фаза [6]. Предпереход – это неярко выра-
женный одиночный пик на кривых плавления 
в области 14-15оС, при котором происходит пе-
рестройка упорядоченной упаковки фосфолипи-
дов в гель-фазе в риппл-фазу (рифленую фазу). 

При повышении температуры до 24,3 оС дости-
гается основной фазовый переход ДМФХ – это 
одиночный пик с большой амплитудой, отража-
ющий кооперативную перестройку в менее упо-
рядоченное состояние – фазу жидкого кристалла. 
Методом электронной микроскопии риппл-фазу 
наблюдали для ДМФХ и ДПФХ (дипальмимтоил-
фосфатидилхолина) с характерным для каждого 
вида липидов перио дом волнистости. Периодич-
ность волнистости и ее амплитуда меняется в за-
висимости от факторов, влияющих на бислой [6]. 
С точки зрения воздействия БАВ на мембраны 
риппл-фаза представляет большой интерес, т.к. 
в  этот период сосуществуют фосфолипидные 
микродомены, находящиеся в состоянии гель-фа-
зы и микродомены – в состоянии жидкого кри-
сталла. Это и обуславливает рифленую картину 
при электронной микроскопии. На стыке меж-
ду микродоменами образуются короткоживу-
щие гидрофильные наноразмерные поры [5], че-
рез которые гидрофильное вещество проникает 
ко всем внутренним липосомам, составляющим 
мультиламеллярную липосому (рис. 1). Гидро-
фобные вещества накапливаются в гидрофоб-
ных областях бислоев. Поэтому влияние БАВ на 
липидный бислой в настоящей работе тестирова-
ли методом ДСК по изменениям параметров пика 
основного фазового перехода ДМФХ.

В максимуме основного фазового перехода при 
24,3 оС, по площади пика определяется тепло-
емкость эндотермического пика, на полувысо-
те пика определяется полуширина – величина, 
обратная кооперативности перехода. В присут-
ствии БАВ максимум перехода может сдвигать-
ся по температурной шкале, что свидетельствует 
о влиянии БАВ на бислой, также и другие пара-
метры могут быть изменены. Эксперименталь-
ный объект и ДСК метод в случае тестирования 
ДМФХ липосом – это адекватная модель для ис-
следования действия БАВ на липидную составля-
ющую биомембран. БАВ могут оказывать суще-
ственное влияние на липидный бислой, изменяя 
параметры фазовых переходов липидов, что ука-
зывает на локализацию БАВ в бислое, и позво-
ляет предположить механизмы взаимодействия 
с липидами. Плавление бислоя в нашей работе 
происходит при физиологических температурах. 

Итак, во время риппл-фазы происходит на-
рушение регулярности структуры (нарушение 
дальнего порядка) – одновременно с микродо-
менами, находящимися в  состоянии жидкого 
кристалла, имеются и  микродомены в  состо-
янии гель-фазы. Между этими разнородны-
ми микродоменами образуются короткоживу-
щие нанопоры с гидрофильными каналами [5]. 
В результате малые гидрофильные молекулы 
проникают во все внутренние водные прослой-
ки мультиламеллярной липосомы и могут ока-
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зывать на бислои поверхностное влияние. Ги-
дрофобные вещества насыщают гидрофобные 
области каждого бислоя. В  результате БАВ, 
действуя снаружи бислоев и внутри, изменяют 
параметры во всей многослойной липосоме. 
По ДСК параметрам кривых плавления инди-
видуального фосфолипида с ярко выраженным 
пиком основного фазового перехода при воз-
действии БАВ, добавленного в  разных кон-
центрациях, четко выявляется доза-зависимая 
способность вещества встраиваться в фосфо-
липидный бислой или же действовать с поверх-
ности бислоя. При определенных концентраци-
ях либо разрушается микродоменная структура 
бислоя, либо укрепляется для противодействия 
различным факторам внешней среды.

Исследования влияния БАВ на липидные бис-
лои проводятся уже достаточно давно. Акту-
альность таких исследований обосновал Ха-
ракоз Д.П. [7]. В  этой работе рассматривалась 
возможная физиологическая роль фазового пе-
рехода «жидкое-твердое» в биологических мем-
бранах. По-видимому, сдвиг температуры тела 
животного при гибернации или обычном сне вы-
зывает перестройки микродоменов в бислойных 
мембранах, что способствует упорядочиванию 
состава и структуры биомембран. Задача мно-
гочисленных работ по исследованию влияния 
БАВ на биомембраны состоит в выявлении воз-
можностей регуляции фазового перехода «жид-
кое-твердое». В мембране, находящейся в состоя-
нии жидкого кристалла, ее белковые компоненты 
(ионные каналы, ионные обменники, ионные на-
сосы, рецепторы, ферменты) конформационно 
подвижны, и их функции могут быть активиро-

ваны. При твердом состоянии мембра-
ны функции белков угнетены. Необ-
ходимо отметить, что термограммы 
фазового перехода в  мембранах, со-
стоящих из единственного фосфоли-
пида, имеют четко выраженные пред-
переход и основной переход. Поэтому 
достаточно просто определять воздей-
ствие БАВ на термоиндуцированные 
параметры липидного бислоя. Мето-
дом ДСК в мультиламеллярных фос-
фолипидных липосомах отслеживают 
влияние БАВ разной природы на ор-
ганизацию и перестройки микродоме-
нов.

Для тестирования методом МУРР 
следующего организационного уров-
ня экспериментальных объектов 
были использованы липосомы, со-
держащие смесь фосфолипидов. В со-
став мультиламеллярных липосом, 
сформированных из яичного леци-
тина, входят природные фосфолипи-

ды: фосфодитилхолин, фосфатидилэтаноламин 
и  в малых количествах фосфатидилинозитол 
и  сфинголипиды. Их молекулы различны по 
строению и  составу. Они содержат полярные 
группы: холин, этаноламин, инозит, а также жир-
нокислотные остатки разной величины и степе-
ни насыщенности. С точки зрения адекватности 
модели отметим, что такие фосфолипиды име-
ются практически во всех мембранах клеток жи-
вотного происхождения. Необходимо отметить, 
что именно наличие заряда, длина молекул и их 
насыщенность позволяет образовывать мозаич-
ную мембрану. Это играет основную роль в ста-
билизации клеточных мембран, их структурной 
целостности и обеспечении функционирования 
мембранных компонентов. В  клетках молеку-
лы, составляя бислой, взаимно располагаются 
соответственно своим стереоспецифическим ха-
рактеристикам, осуществляя белок-липидные 
взаимодействия. Так, для активной работы ин-
тегрированных и ассоциированных мембранных 
белков: рецепторов, каналов, ионных обменни-
ков, насосов и ферментов, необходим определен-
ный состав липидного окружения этих белковых 
структур. 

Температуры плавления природных фосфоли-
пидов в сложной смеси в значительной степени 
перекрываются, выделить отдельные индиви-
дуальные пики можно только с помощью мате-
матических методов, что может и не отражать 
реального структурного состояния микродоме-
нов. Домены могут быть смешанными по соста-
ву. БАВ, встраиваясь или разрушая, будут влиять 
на состав микродоменов. При плавлении из-за 
разной стереоспецифичности липиды проявля-

Рис.1. Схема строения мультиламеллярных липосом, сформированных 
из фосфолипидов. Во время «риппл-фазы» образуются наноразмерные 
гидрофильные поры [5], и гидрофильные БАВ проникают к поверхности 
всех бислойных липосом в составе мультиламеллярных липосом. 
Гидрофобные БАВ насыщают бислои, встраиваясь среди фосфолипидов.
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ют разную способность к латеральной диффузии 
и  «флип-флоп»-перескокам в  листках бислоев 
[8,9]. 

Картина термограмм при ДСК плавлении полу-
чится сложная, и количественная обработка и ин-
терпретация будут затруднены. Поэтому нами 
был использован один из методов рентгенодиф-
ракционного анализа – малоугловое рентгенов-
ское рассеяние МУРР [10]. Этот метод позволя-
ет, проведя анализ измеренной интенсивности 
малоуглового рентгеновского рассеяния суспен-
зией многослойных липосом, получить инфор-
мацию о пространственной структуре липидных 
мембран и характере их взаимного расположе-
ния (укладке) в мультиламеллярных липосомах. 
Есть возможность определить механизм влияния 
БАВ по разрыхлению и уширению бислоев или 
уплотнению и сужению толщин бислоев, а также 
изменению пространства между бислоями. Это 
важно, т.к. в процессе жизнедеятельности клеток 
происходит слияние мембран, образование пере-
мычек, разрыв и расхождение мембран [6]. Соот-
ветственно БАВ могут выступать в роли регуля-
торов этих процессов.

Для тестирования влияния БАВ на белок-ли-
пидные взаимодействия были использованы мо-
дели биомембран на следующем организацион-
ном уровне – тени эритроцитов. Это замкнутые 
оболочки эритроцитов, лишенные гемоглобина, 
но содержащие весь цитоскелет [11-13]. Если мо-
дели мультиламеллярных фосфолипидных ли-
посом имитируют структуры клеточных орга-
нелл, то тени эритроцитов отражают основные 
элементы клетки – оболочку и цитоскелет. Для 
тестирования влияния БАВ на такой модели так-
же применили метод ДСК, но с другими параме-
трами. Кривые эндотермических термограмм 
при прогревании взвеси теней эритроцитов по-
казывают характеристики термоиндуцирован-
ной денатурации всех белковых микродоменов. 
Отражается влияние БАВ на перестройку ион-
ных каналов, их компонентов и структурных бел-
ков. БАВ либо усиливают устойчивость к дена-
турации, либо ослабляют. В работах Akoev V.R. 
с соавторами [14] были обнаружены перестройки 
в белковых микродоменах теней эритроцитов че-
ловека при оксидативном стрессе, характерном 
для многих патологий. По-видимому, ДСК тести-
рование мембран и цитоскелета эритроцитов мо-
жет помочь в диагностике. 

Следующую ступень усложнения организа-
ции экспериментального объекта обеспечили 
изолированные клетки. Моделью были целые, 
полученные из кровяного русла, эритроциты. 
Ранее в работах Генделя Л.Я. с соавторами [15] 
было показано, что под влиянием синтетическо-
го антиоксиданта фенозана происходят измене-
ния поверхностной архитектоники эритроцитов. 

При этом антиоксидант встраивается преимуще-
ственно в верхний листок бислоя и меняет мор-
фологию эритроцитов. В  работах Бурлаковой 
Е.Б. с соавторами [16] подтверждено не только 
воздействие фенозана на структурные свойства – 
микровязкость мембран, но и  влияние на био-
химические свойства ферментов. В настоящей 
работе, учитывая эти данные по модификации 
мембраны, провели исследование влияния БАВ 
на целостность мембраны эритроцитов. Ее оце-
нивали по проницаемости мембраны, характери-
зующейся степенью утечки гемоглобина из эри-
троцитов [17]. 

В настоящей работе все исследования воздей-
ствий биологически активных веществ: мелафе-
на и производных фенозана, проводились в ши-
роком диапазоне концентраций. Такой подход 
к  исследованиям был обусловлен тем, что не-
обходимость исследований малых доз (концен-
траций или разведений, если нельзя точно опре-
делить) достаточно актуальна. Известно, что 
гидрофобные вещества, добавленные к экспери-
ментальным объектам в малых концентрациях, 
накапливаются в  гидрофобных областях мем-
бран и в гидрофобных карманах белков до сред-
них и больших концентраций. Во многих случаях 
БАВ не выводятся из организма, и далее могут 
возникать побочные эффекты. Гидрофильные 
БАВ также могут накапливаться в гидратных об-
ластях. Кроме того, происходит метаболизм или 
катаболизм БАВ в организме животных. В рабо-
тах Прокопова А.А. и соавторов [18] при изуче-
нии метаболизма адаптогена фенозан-кислоты 
в  организме кроликов обнаружено, что фено-
зан расщепляется на 2 метаболита, обладающих 
большей гепатопротекторной способностью, 
чем исходное вещество. Как показано в  рабо-
тах Бурлаковой Е.Б. с соавторами [19] репарация 
повреждений, нанесенных малыми дозами, как 
БАВ, так и радиации, может не активироваться, 
что представляет дальнейшую опасность. В ито-
ге на основании перечисленных выше обоснова-
ний использования экспериментальных моделей, 
и  тестирования влияния биологически актив-
ных веществ указанными методами целью на-
стоящей работы явилось определение концен-
трационных границ для применения указанных 
биологически активных веществ без деструкции 
биологических объектов. 

Материалы и  исследования. ДМФХ  – дими-
ристоилфосфатидилхолин, яичный лецитин 
(Sigma); NaCl, KCl, KH2PO4, Na2HPO4, (Sigma); ме-
лафен – меламиновая соль бис (оксиметил) фос-
финовой кислоты, синтезирован в ИОФХ РАН 
им. А.Е. Арбузова; феноксан – калиевая соль фе-
нозана – -(4-гидрокси-3,5-ди-трет-бутилфенил) 
пропионовая кислота, синтезирована в  ИХФ 
РАН им. Н.Н. Семенова; ИХФАНы – сложноэ-
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фирные производные (метилокса) (3,5 ди-трет- 
бутил-4-гидроксифенилпропановой кислоты) 
и этаноламина (коламина), замещенного алкиль-
ными заместителями с разной длиной цепи 8; 10; 
12; 16 углеродных атомов, синтезированы в ИБ-
ХФ РАН им. Н.М. Эмануэля. 

Приготовление многослойных везикул. Для 
приготовления водной дисперсии многослойных 
везикул из ДМФХ (0,2-0,3 мМ) использовали фос-
фолипид и хлороформ без дополнительной очист-
ки согласно методу, предложенному McMullen 
T.P.W. [20]. Для получения липосом ДМФХ рас-
творяли в хлороформе 1 мг/мл, под аргоном вы-
сушивали до состояния тонкой пленки на стенках 
колбы. На 12 часов для полного удаления раство-
рителя колбу помещали под вакуум. Затем добав-
ляли 10мМ фосфатный буфер рН 7,4 и 60 мин на-
гревали на водяной бане при температуре выше 
фазового перехода (45-50о С), и 30 мин при ком-
натной температуре гидратировали на шейке-
ре. По данным электронной микроскопии полу-
ченные липосомы имеют мультиламмелярную 
структуру и достигают размеров до 2000  [4]. 

Приготовление водных растворов и суспен-
зий биологически активных веществ. Водные 
растворы БАВ: мелафена или феноксана, в широ-
ком диапазоне концентраций (10-17 -10-2 М) приго-
тавливали методом последовательных разбавле-
ний с интенсивным перемешиванием с помощью 
вортекса. Суспензии ИХФАНов приготовили 
также методом последовательных разбавлений 
с интенсивным перемешиванием с помощью вор-
текса. Исходный концентрированный раствор 
ИХФАНов готовили в  этаноле. Перед измере-
ниями раствор БАВ добавляли в образец срав-
нения, содержащий фосфатный буфер, образец 
вносили в контрольную ячейку. Для приготовле-
ния экспериментального образца раствор БАВ 
добавляли в приготовленную дисперсию ДМФХ 
до необходимого молярного соотношения. Затем 
образец вносили в ячейку для измерения.

Получение эритроцитов и теней эритроци-
тов проводилось по методам дифференциально-
го центрифугирования с соблюдением темпера-
турного режима [11-15].

Измерение выхода гемоглобина проводилось 
спектрофотометрическим методом [21].

Микрокалориметрическое исследование. Тем-
пературная зависимость избыточного удельного 
теплопоглощения экспериментальных модель-
ных объектов отражалась в виде кинетической 
кривой  – термограммы. Термограммы водных 
дисперсий многослойных везикул, сформирован-
ных из ДМФХ, регистрировали на дифференци-
альном адиабатном сканирующем микрокалори-
метре ДАСМ-4 (Специальное Конструкторское 
Бюро АН СССР, г. Пущино). Устройство, прин-
цип работы и  основные характеристики ДА-

СМ-4 описаны в работах Privalov P.L., Plotnikov 
V.V. [22]. Измерительная и сравнительная ячейки 
выполнены из платины и имеют объем 0,47 мл. 
Все измерения проведены в фосфатном буфере 
при скорости прогрева 1 град/мин. При модифи-
кации ДСК метода скорости прогрева составля-
ли 0,125  град/мин; 0,25 град/мин; 0,5 град/мин; 
1 град/мин. Уровень шума не превышал 30 Дж/К, 
воспроизводимость базовой линии 160 Дж/K.

Температурную зависимость избыточного мо-
лярного теплопоглощения (термограммы) каждого 
образца водной суспензии многослойных везикул, 
сформированных из ДМФХ в смеси с БАВ регистри-
ровали в режиме цикла не менее трех раз. Аналогич-
но проводили регистрацию термоиндуцированной 
денатурации белковых микродоменов в суспензии 
теней эритроцитов. Мелафен и феноксан добавляли 
к теням, ИХФАН-10 добавляли в процессе получения 
препарата теней из эритроцитов.

Анализ термограмм проводили с  помощью 
программного пакета MicroСal Origin 5 («Microcal 
Software», Northampton, MA). Относительную 
удельную энтальпию мембран (DHcal) определя-
ли после вычитания базовой линии путем срав-
нения нормированной на концентрацию мембран 
площади под термограммой образца (от 10° до 
90°С) с площадью электрической калибровочной 
метки прибора. Для получения базовой линии 
обе ячейки (измерительную и сравнительную) 
заполняли раствором, в котором в дальнейшем 
проводили измерение мембран, и проводили за-
пись. Относительную интенсивность перехода 
определяли как величину удельной теплоемко-
сти (DCpmax) в максимуме пика теплопоглоще-
ния при соответствующей температуре максиму-
ма (Tmax). Относительную молярную энтальпию 
фазовых переходов многослойных везикул из 
ДМФХ и теней эритроцитов (DH), интенсивность 
переходов (DCpmax), температуру максимумов 
(Tmax) и полуширины (DT1/2) переходов опреде-
ляли, по методу Акоева В.Р. [14].

Рентгеновское дифракционное исследова-
ние липосом проводили на автоматизированном 
рентгеновском малоугловом дифрактометре 
с  линейным координатным детектором, изго-
товленном на основе конструкции малоуглового 
рентгеновского дифрактометра АМУР-К (Ин-
ститут кристаллографии РАН) [23]. Дифракто-
граммы регистрировали при комнатной темпе-
ратуре (21-22оC). Дисперсию липосом помещали 
в тонкостенный стеклянный капилляр. Источни-
ком рентгеновского излучения служила трубка 
БСВ29Cu с Ni-фильтром. Рентгеновский пучок 
фокусировался стеклянным зеркалом по схеме 
Франкса и коллимировался при помощи щелей. 
Для учета вклада фонового рассеяния измеряли 
рассеяние капилляром с буфером без липосом. 
Для капилляра с дисперсией липосом и для ка-
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пилляра с буфером были измерены коэффициен-
ты поглощения рентгеновского излучения. Эти 
коэффициенты в пределах точности эксперимен-
та имели одинаковые значения. Для определения 
«чистого» рассеяния липосомами из эксперимен-
тальных интенсивностей рассеяния капилляром 
с дисперсией липосом вычитали интенсивность 
рассеяния капилляром с буфером. Затем вводи-
ли коллимационную поправку на высоту рент-
геновского пучка и ширину приемного окна де-
тектора. Дифрактограммы представляли в виде 
функций от модуля дифракционного вектора 
S = (2sin )/ , где  – длина волны рентгеновского 
излучения (0.154 нм для CuKα),  – половина угла 
рассеяния. Период повторяемости мембран в ли-
посомах D определяли по формуле Вульфа-Брэ-
гга D = /(2sin max), где max – половина угла рас-
сеяния, соответствующего положению первого 
дифракционного максимума. 

Профиль электронной плотности мембран ρ(x) 
в  направлении перпендикулярном плоскости 
мембран рассчитывали преобразованием Фурье 
по интегральным интенсивностям дифракцион-
ных максимумов на дифрактограммах липосом 
(после введения коллимационной поправки) по 
формуле:

 
     , (1)

где h – номер дифракционного максимума, S(h) 
и I(h) – фазовый знак (+ или –) и интегральная ин-
тенсивность дифракционного максимума с номе-
ром h, N – число дифракционных максимумов. 
Множитель h в формуле (1) является поправкой 
в  интенсивность дифракционных максимумов, 
связанной с разориентацией мембран в диспер-
сии липосом (фактор Лоренца) [10]. Дифракто-
граммы каждого образца водной суспензии мно-
гослойных везикул, сформированных из яичного 
лецитина с добавлением БАВ, регистрировали не 
менее трех раз. 

Результаты и обсуждение. На основании пере-
численных во введении предпосылок были вы-
полнены исследования воздействия БАВ – ме-
лафена и производных фенозана, на модельные 
биообъекты животного происхождения. Экс-
периментальные объекты можно расположить 
в ряд по степени усложнения структуры: мульти-
ламеллярные фосфолипидные липосомы, сфор-
мированные из индивидуального синтетическо-
го фосфолипида – ДМФХ; мультиламеллярные 
фосфолипидные липосомы, сформированные из 
смеси природных фосфолипидов – яичного леци-
тина; тени эритроцитов; эритроциты. Для выяс-
нения границ концентрационных диапазонов для 
БАВ, в которых применение не вызывает раз-
рушения структуры экспериментальные объек-
тов, тестирование проводили используя широкий 

концентрационный диапазон этих экзогенных 
веществ. 

Исследование воздействия БАВ  – мелафе-
на и производных фенозана, на мембраны с ис-
пользованием первой модели – мультиламел-
лярных липосом, сформированных из ДМФХ. 
Изменение термоиндуцированных параметров 
фосфолипидных мультиламеллярных липосом 
при действии БАВ отражается на термограммах 
плавления ДМФХ. В зависимости от концентра-
ции применяемого вещества может выявляться 
сдвиг по температуре максимума основного эн-
дотермического фазового перехода, изменяться 
амплитуда пика и происходить его уширение или 
сужение. 

При регистрации ДСК термограмм плавле-
ния ДМФХ в присутствии мелафена в большой 
концентрации 10-5 М было обнаружено, что пик 
основного эндотермического фазового перехо-
да остается единственным, по сравнению с кон-
трольной термограммой добавочных пиков не 
появляется (рис. 2). Это указывает на то, что 
все бислои в многослойной липосоме претерпе-
ли изменения, и мелафен проник ко всем слоям 
мультиламеллярных липосом. Однако параме-
тры термоиндуцированных основных переходов 
практически не различаются. Возможно, что ме-
лафен в использованной концентрации не оказал 
влияния на микродоменную организацию бисло-
ев ДМФХ.

Для выявления вероятного воздействия ме-
лафена на структуру ДМФХ фосфолипидных 

Рис. 2. Влияние мелафена на структуру фосфолипидных 
мембран в мультиламеллярных липосомах. Термограммы 
плавления ДМФХ мультиламмелярных липосом. Основной 
термоиндуцированный эндотермический фазовый 
переход. Обозначения: 1 – контроль, 2 - 10-5 М. Все 
измерения проведены в фосфатном буфере при скорости 
прогрева 1 град/мин. 
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мембран в  мультиламеллярных липосом бы-
ла применена модификация ДСК метода. По-
мимо стандартного измерения в  фосфатном 
буфере при скорости прогрева 1 град/мин бы-
ли проведены измерения при разных скоростях 
плавления. При этом скорости прогрева ячеек 
с контрольным и опытными образцами состав-
ляли 0,125 град/мин; 0,25 град/мин; 0,5 град/мин; 
1 град/мин. Таким образом, устойчивую структу-
ру бислоев можно вывести из состояния равнове-
сия. Снижение скорости подачи тепла к ячейкам 
с  контрольным и  опытным образцами значи-
тельно меняет параметры основного термоинду-
цированного фазового перехода ДМФХ. По-ви-
димому, релаксационные процессы в этом случае 
происходят по-разному. Действительно, и в кон-
трольных образцах суспензией ДМФХ в буфер-
ном растворе в отсутствии БАВ были отмече-
ны изменения. При уменьшении скорости подачи 
тепла к ячейкам значительно снижается энталь-
пия, незначительно – температура фазового пе-
рехода, кооперативность незначительно увели-
чивается. 

Изменив параметры плавления, мы выявили, 
что поверхностное воздействие мелафена меняет 
термоиндуцированные параметры бислоев ДМ-
ФХ. В этом случае измерения провели, применяя 
разведения мелафена в широком диапазоне кон-
центраций от 10-4 М до 10-16 М. Отметим, что при 
добавлении к ДМФХ – липосомам раствора ме-
лафена во всем диапазоне концентраций во всех 
зарегистрированных термограммах выявлялся 
единственный пик основного термоиндуцирован-
ного перехода. Таким образом, можно считать, 
что мелафен проник ко всем бислоям в мультис-

лойной липосоме и поверхностно промодифици-
ровал бислои. Эти данные представлены на ре-
зультирующем графике зависимости энтальпии 
основного термоиндуцированного перехода ДМ-
ФХ от концентрации добавленного раствора ме-
лафена и скоростей прогрева эксперименталь-
ных ячеек ДАСМ-4 (рис. 3). Помимо энтальпии 
таким же изменениям подверглась кооператив-
ность основного фазового перехода. Произошли 
сдвиги максимума температуры основного фазо-
вого перехода. На графиках зависимостей термо-
динамических параметров плавления ДМФХ от 
концентрации мелафена при всех исследованных 
скоростях плавления наблюдались экстремумы 
в области концентраций мелафена 10-14 – 10-8 М. 
В настоящей работе исследования проводились 
на моделях, имитирующих мембраны животно-
го происхождения, как раз эти концентрации яв-
ляются действующими для стимуляции развития 
и роста растительных организмов [24].

Так же для исследования влияния на структуру 
фосфолипидных микродоменов в мультиламел-
лярных липосомах применили другое экзогенное 
синтетическое вещество – феноксан. Это гидро-
фильное производное антиоксиданта феноза-
на – калиевая соль фенозан-кислоты. В работах 
Кривандина А.В. и соавторов [23] методом МУРР 
было показано, что большие (процентные) кон-
центрации фенозана и  феноксана разрушают 
регулярную структуру липидной мембраны: из-
меняется ширина бислоя и нарушается порядок 
упаковки бислоев в мультиламеллярных липосо-
мах, сформированных из природных липидов. 

В настоящей работе методом ДСК протестиро-
вали воздействие водных растворов в широком 

Рис. 3. Влияние мелафена на структуру фосфолипидных микродоменов в мультиламеллярных 
липосомах. Энтальпия индуцированного основного перехода ДМФХ при разных скоростях 
прогрева  ячеек с образцами. При модификации ДСК метода скорости прогрева 
0,125 град/мин; 0,25 град/мин; 0,5 град/мин; 1 град/мин.
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диапазоне концентраций феноксана на структу-
ру мембраны, сформированной из ДМФХ. Это 
другой организационный уровень – влияние на 
микродомены в бислоях. Как и в случае с мела-
феном, также выявляется только единственный 
эндотермический пик основного фазового пе-
рехода, что указывает на то, что на все бислои, 
входящие в состав многослойной мультиламел-
лярной липосомы, действует феноксан. Было 
обнаружено, что высокие концентрации фенок-
сана, в отличие от мелафена, деструктурируют 
бислой, нарушая его микродоменную структуру. 
На это указывает исчезновение пика основного 
эндотермического фазового перехода. При до-
бавлении водного раствора феноксана в концен-
трации 10-4 М пик основного эндотермического 
перехода ДМФХ значительно уменьшается. При 
более высокой концентрации мелафена пик не 
выявляется, и энтальпия не высчитывается, что 
отражено в таблице 1.

Соответственно можно говорить о  том, что 
если фенозан-кислота значительно разрушает 
структуру фосфолипидных мембран, то ее ги-
дрофильное производное феноксан деструктив-
но влияет только в больших концентрациях – бо-
лее 10-4 М.

Разрушение микродоменной структуры мем-
браны, сформированной из ДМФХ, происходит 
и при тестировании воздействий других произ-
водных фенозана – гибридных антиоксидантов 
ИХФАНов. Это сложные молекулы, имеющие 

полярную часть с зарядом на атоме азота и гидро-
фобные алкильные остатки, разной длины. Соот-
ветственно, заряженная часть молекул распола-
гается в гидратной оболочке, находящейся вокруг 
липосом, а  гидрофобные остатки внедряются 
в бислой и располагаются среди жирнокислот-
ных хвостов фосфолипидов. В настоящей работе 
применяли эмульсию ИХФАНов в среде этанол – 
вода. Использовали также поэтапное разведение 
для получения меньших концентраций. Получен-
ные данные представлены на рисунке 4. При кон-
центрации феноксана 10-3 М и ИХФАНов в кон-
центрации 10-5 М термоиндуцированный переход 
ДМФХ не выявляется, по-видимому, периодиче-
ская структура мембраны липосом значительно 
нарушается, что согласуется с  литературными 
данными, полученными для больших концентра-
ций фенозана и феноксана [23]. Видно, что ИХ-
ФАНы в концентрации 10-5 – 10-6 М значительно 
деструктурируют ДМФХ – бислой, пик основно-
го фазового перехода практически исчезает по 
сравнению с контролем. ИХФАН с самым длин-
ным алкильным остатком формирует собствен-
ный пик перехода в бислое. Можно сделать ввод, 
что гибридные антиоксиданты группы ИХФА-
Нов могут применяться только в малых концен-
трациях. 

Это согласуется и с данными Кривандина А.В. 
с соавторами [25], полученными по методу МУРР, 
из которых следует, что ИХФАН-10 значительно 
меняет толщины бислоев и порядок их упаковки 

 Таблица 1
Влияние феноксана на термоиндуцированные параметры мембран в фосфолипидных 

мультиламеллярных липосомах, сформированных из ДМФХ. Все измерения проведены 
в фосфатном буфере при скорости прогрева 1 град/мин. 

Концентрация феноксана 
(М)

Энтальпия ДМФХ 
(отн. ед.)

Температура максимума 
перехода ДМФХ (оС) 

Кооперативность (отн.ед.) 
H ½ ДМФХ

В 10-3 0 0 0

10-4 67,4 24,3 0,7

10-5 417,9 24,3 0,8

10-6 420,9 24,3 1

10-7 184,3 24,3 0,8

10-8 273,2 24,3 0,8

10-9 465,8 24,3 1

10-10 431,2 24,3 1

10-11 411,2 24,3 0,7

10-12 410,8 24,3 0,7

10-13 434,4 24,3 0,8

10-14 436,6 24,3 0,8
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в мультиламеллярных липосомах, сформирован-
ных из природных фосфолипидов. 

Исследование воздействия БАВ – мелафена, 
на мембраны с использованием второй модели – 
мультиламеллярных липосом, сформирован-
ных из яичного лецитина. Это более сложный 
экспериментальный объект и в большей степени 
приближенный к строению и составу к природ-
ным био мембранам. Благодаря стереоспецифи-
ческим особенностям природных фосфолипидов 
бислои в таких мультиламеллярных липосомах 
имеют мозаичную устойчивую упаковку. Вы-
страивание бислоя происходит соответственно 
зарядам молекул, размерам их гидрофильных го-
ловок, насыщенности и длине жирнокислотных 
остатков, а также форме молекул (цилиндриче-
ская, трапециевидная). Поэтому такие бислои 
оказываются более устойчивыми к воздействию 
БАВ. 

В настоящей работе с  применением метода 
МУРР было выяснено, что на структурные ха-
рактеристики: толщины бислоев и упорядочен-
ность их упаковки мультиламеллярных липо-
сомах, мелафен в широком концентрационном 
диапазоне (10-18, 10-12, 10-6 М) не влияет. Дифракто-
грамма исследованных дисперсий липосом при-
ведена на рисунке 5. На дифрактограммах всех 
исследованных суспензий липосом наблюдают-
ся два дифракционных пика с максимумами при 
S≈0.14 нм–1 и S≈0.29 нм–1, которые являются пер-

вым и вторым порядками отражения от упорядо-
ченных мультислоев липидных мембран в муль-
тиламеллярных липосомах. 

Дифрактограммы всех исследованных диспер-
сий липосом с добавлением растворов мелафена 
в широком диапазоне концентраций – от ультра 
малых до больших, абсолютно одинаковы. Диф-
рактограммы всех исследованных дисперсий ли-
посом с БАВ и контрольных совпадают. Следо-
вательно, структура мембран в этих липосомах 
одинаковая. Период повторяемости мембран 
в липосомах D составляла 6.9 нм. При расчете по 
формуле (1) профиля электронной плотности ли-
пидных мембран в липосоме толщина одной мем-
браны, определенная как расстояние между пика-
ми электронной плотности, соответствующими 
положению полярных групп липидов, составляет 
около 4 нм. Результаты проведенного рентгенов-
ского дифракционного анализа показывают, что 
мелафен в широком диапазоне концентраций не 
изменяет организацию бислоев в фосфолипид-
ных мультиламеллярных липосомах.

Фенозан, феноксан и ИХФАН-10, примененные 
в больших концентрациях, при встраивании в ли-
посомы значительно изменяли структуру бисло-
ев и упаковку в мультиламеллярных липосомах. 

Исследование воздействия БАВ  – мелафе-
на и производных фенозана, на мембраны с ис-
пользованием третьей модели – теней эритроци-
тов. Методом ДСК тестировали влияние БАВ на 
структуру теней эритроцитов. Тени эритроцитов 
это белок-липидная модель строения плазмати-
ческой мембраны и  цитоскелета большинства 
клеток животного организма. Известно, что бел-
ки плазматической мембраны и цитоскелета эри-
троцитов тесно взаимодействуют друг с другом 

Рис. 4. Термограммы плавления ДМФХ 
мультиламмелярных липосом в присутствии гидрофобных 
БАВ – ИХФАНов с разной длиной гидрофобной части 
молекул от С8 до С12. ИХФАН-16 формирует 
собственную фазу доменов в бислое при концентрациях 
10-5 – 10-6 М (отмечено овалом). Большие концентрации 
С10 и С12 максимально меняют бислой, С8 и С16 влияют 
меньше. Оптимальная длина проникающих в бислой 
алкильных остатков С10, С12. Все измерения проведены 
в фосфатном буфере при скорости прогрева 1 град/мин. 

Рис. 5. Малоугловая дифрактограмма дисперсии липосом, 
сформированных из яичного лецитина, после введения 
коллимационной поправки. 
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и  образуют мембранные домены, денатурация 
которых формирует структурные тепловые пе-
реходы [13,14]. Это 5 идентифицированных струк-
турных денатурационных переходов (А-, В1-, В2-, 
С- и D- переходы). А-пик соответствует денату-
рации белков цитоскелета – спектрина и актина, 
которые обеспечивают способность эритроци-
тов к деформации, что является важнейшей ха-
рактеристикой. В1-пик соответствует денатура-
ции белков цитоскелета – анкирина и демантина 
и белков электрофоретических полос 4,1 и 4,2, 
которые являются мембранными фрагментами 
ионных каналов. В2-пик соответствует денату-
рации белков электрофоретической полосы 3, 
которые являются цитоплазматических фраг-
ментами ионных каналов. С-пик соответствует 
денатурации 55 кDа белка в электрофоретиче-
ской полосе 3, этот белок является мембранным 
фрагментом ионных каналов. D–пик соответ-
ствует денатурации не идентифицированных 
белков, приводящей к разрушению мембраны.

Для исследования воздействия мелафена на те-
ни эритроцитов, учитывая устойчивость преды-
дущих моделей к воздействию этого БАВ в ши-
роком диапазоне концентраций, тени подвергли 
состариванию. Известно, что при хранении бе-
лок-липидных везикул происходит разрыхление 
структуры, она становится менее упорядоченной 
и более уязвимой для воздействий. Тени эритро-
цитов подвергались термоиндуцированной дена-
турации сразу после их получения и на второй 
день, т.е. состаренные. Кривые термоиндуциро-

ванной денатурации – термограммы теней в при-
сутствии разных концентраций мелафена (10-8 
М – 10-3 М) представлены на рисунке 6. 

Данные, полученные при денатурации теней 
эритроцитов, указывают на устойчивость всех 
белковых компонентов плазматической мембра-
ны и  цитоскелета эритроцитов к  воздействию 
больших и малых концентраций мелафена. Если 
гидрофильный мелафен не влиял на структуру 
белковых микродоменов теней, то производные 
фенозана вызывали перегруппировку белко-
вых микродоменов. Доза-зависимо менялась их 
устойчивость к термоденатурации. На рисунке 7 
представлены термограммы теней эритроцитов 
в первый день после получения. Видно, что кон-
трольная термограмма проявляет все 5 термоде-
натурационных пика. Добавление во время проце-
дуры получения теней из эритроцитов ИХФАН-10 
в концентрации10-5 М вызывает слияние пиков В1 
и В2, изменение температур максимумов перехо-
дов по сравнению с контролем. Но в присутствии 
ИХФАН-10 в концентрации10-6 М вид термограм-
мы возвращается к контрольному. По-видимому, 
происходит встраивание ИХФАН-10, нарушаю-
щее распределение белковых микродоменов при 
больших концентрациях БАВ, и стабилизирую-
щее – при меньших концентрациях.

Обнаружено, что ИХФАН-10, в меньших по 
сравнению с феноксаном (данные не указаны 
на рисунках) концентрациях, деструктурирует 
мембранные белки. Однако белковые домены 
оказываются более устойчивыми к действию 

Рис. 6. Влияние мелафена на структуру белковых микродоменов при старении мембран теней эритроцитов. 
Слева термограммы денатурационных переходов в первый день после получения теней, справа во второй 
день. Все измерения проведены в фосфатном буфере при скорости прогрева 1 град/мин. Обозначения: 
1-й день – 1- контроль; 2- 10-5 М мелафен; 3- 10-3 М мелафен. 2-й день – 1- контроль; 2- 10-8 М мелафен; 
3- 10-6 М мелафен; 4- 10-4 М мелафен. A, B1, B2, C, D – пики термоденатурационных переходов белковых 
микродоменов теней эритроцитов. 
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производных фенозана, чем чисто липид-
ные. ИХФАН-10 и феноксан смещают А-пере-
ход в  область более высоких температур, В2, 
С  и  D-переходы смещаются в  область более 
низких температур. На термограммах видно, 
что цитоскелетные белки теней эритроцитов: 
5 структурных переходов на термограммах, не 
меняют своей формы при действии фенокса-
на в  концентрации10-5 М и  ИХФАН-10 в  кон-
центрации 10-6 М. Феноксан в  концентрации 
10-5 М также не менял форму термограмм. Но 
ИХФАН-10 в  концентрации 10-5 М вызывает 
слияние В1 и В2 переходов) и происходит сме-
щение температуры максимумов переходов. 
Сдвиги максимальных значений термоинду-
цированных переходов свидетельствуют о пе-
рестройках в организации белковых доменов 
в присутствии феноксана и ИХФАН-10 в кон-
центрации 10-5 М. При воздействии фенокса-
на и ИХФАН-10 в концентрации 10-6 М домены 
сохраняются, но меняются их термодинамиче-
ские параметры.

Полученные данные коррелируют с исследова-
ниями, проведенными для фенозана, феноксана 
и ИХФАН-10 Кривандиным А.В. с соавторами [23, 
25], в которых методом МУРР были показаны зна-
чительные деформирующие воздействия на орга-
низацию мембран в мультиламеллярных липосо-
мах. Фаткуллина Л.Д. с соавторами [26] показала, 
что малые концентрации ИХФАН-10 стабилизиру-
ют бислой, встраиваясь между жирнокислотными 

остатками фосфолипидной фазы, а также тормо-
зят процессы перекисного окисления.

Исследование воздействия БАВ – мелафена, 
на мембраны с использованием четвертой мо-
дели – изолированных из кровяного русла эри-
троцитов. Помимо тестирования воздействия 
на мембраны липидные, белок-липидные необхо-
димо было также провести и наблюдение за пове-
дением целых клеток в присутствии изучаемого 
БАВ. Ранее уже было показано влияние фено-
зана и его производных на морфологию и струк-
турные свойства клеток – эритроцитов [15, 26]. 
В настоящей работе с учетом того, что наряду 
с воздействием экзогенного вещества может ме-
няться и окружающая среда, рассмотрели соче-
тание воздействия мелафена и физико-химиче-
ского изменения экспериментальной среды. При 
изменении ионной силы среды, в  которую по-
мещались эритроциты и добавлялись растворы 
мелафена в широком диапазоне концентраций, 
была проведена спектрофотометрическая реги-
страция освобождения гемоглобина из эритроци-
тов. Известно, что изменение ионной силы среды 
посредством добавления растворов NaCl значи-
тельно меняет проницаемость [27] эритроцитов. 
На рисунке 8 приведен график изменения прони-
цаемости мембран эритроцитов в зависимости от 
концентрации мелафена и NaCl. 

Было обнаружено, что мелафен в  концен-
трациях 10-3 М, 10-5 М, 10-7 М, 10-9 М значитель-
но увеличивает проницаемость эритроцитов 

Рис. 7. Влияние ИХФАН-10 на структуру белковых микродоменов мембран теней эритроцитов. 
Обозначения термограмм денатурационных переходов: 1 – с добавлением 10-5 М ИХФАН-10; 
2 – с добавлением 10-6 М ИХФАН-10; 3 – контрольный образец с добавлением фосфатного буфера 
с этанолом. Все измерения проведены в фосфатном буфере при скорости прогрева 1 град/мин. 
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Рис. 8. Влияние мелафена на гипо- и гиперосмотический гемолиз эритроцитов. Обозначения: 
1 – контроль; 2 – 10-3 М мелафен; 3 – 10-5 М мелафен; 4 – 10-7 М мелафен; 5 – 10-9 М мелафен.

для гемоглобина, что вызывает добавочное по-
вреждение мембран по сравнению с контролем 
в присутствии разных значений ионной силы экс-
периментальной среды. Таким образом, было по-
казано, что в целых клетках – эритроцитах мела-
фен вызывает дополнительную проницаемость 
мембран в условиях осмотического стресса. По-
этому не может применяться, как протектор для 
защиты целостности клеточной мембраны.

В итоге проведенных исследований выяснили, 
что в зависимости от степени усложнения экс-
периментального объекта менялся и вид воздей-
ствия мелафена и производных фенозана. Биоло-
гически активные вещества изменяли структуру 
синтетических мультиламеллярных липосом. 
Липосомы из смеси природных фосфолипидов 
проявили большую устойчивость структуры 
к воздействию биологически активных веществ. 
Далее исследования воздействия веществ прово-
дились на экспериментальных моделях с более 
высокими уровнями организации структуры: те-
ни эритроцитов, и целые клетки – эритроциты, 
Эффекты веществ на строение более сложные 
объектов носили не просто структурное воздей-
ствие, но влияли и на функционирование орга-
нелл и клеток.

Необходимо отметить, что представленные 
в настоящей работе данные являются лишь не-
большим фрагментом в  огромном массиве ис-
следований, посвященных воздействию биоло-
гически активных веществ – регулятора роста 

растений мелафена, и антиоксидантов: фенозана 
и его производных, в структурных и функцио-
нальных процессах, происходящих в организмах 
животного или растительного происхождения.

Для оценки клинической значимости полу-
ченных данных представим сведения о  фе-
номенах, полученных в  фундаментальных 
исследованиях воздействия фенозана и его про-
изводных и мелафена на объекты более высо-
ких уровней биологической организации – на 
организменном уровне. Однако данных клини-
ческих исследований в настоящий момент нет 
возможности предоставить. 

Необходимо также отметить, что для понима-
ния взаимодействия тестируемых БАВ с клет-
кой, представленные модели эксперименталь-
ных объектов достаточно адекватны. Но при 
действии БАВ на уровне организма, исходная 
молекула БАВ может значительно подвергнуть-
ся метаболизму, катаболизму, и  возникнут но-
вые вещества с новыми свойствами и мишенями 
и эффектами воздействия. Такой пример указан 
в работах Прокопова А.А. [18].

Под руководством Е.Б. Бурлаковой в  ИБХФ 
РАН были проведены многочисленные фунда-
ментальные исследования действия фенозана 
и его производных. Во-первых – на уровне ор-
ганизма теплокровных животных, как здоро-
вых, так и имеющих генетические особенности. 
Выявлялось действие на поведенческие особен-
ности животных. Были сделаны попытки кор-
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реляции с воздействием на рецепторы. Прово-
дились эксперименты с  сочетанным влиянием 
фенозанов с  фармакологическим воздействи-
ем. Во-вторых – на уровне тканей проводились 
опыты с влиянием на контрактуру фрагментов 
кишки. В третьих, во многих работах из организ-
ма животных, подвергнутых стрессовым фак-
торам различной природы, выделялись клет-
ки (эритроциты) или органеллы – митохондрии, 
эндоплазматический ретикулум, синаптосо-
мы, плазматические мембраны. На этих объек-
тах контролировалась проницаемость мембран, 
которая коррелировала с изменениями микро-
вязкости, уровнем перекисного окисления. Для 
выяснения мишеней действия фенозанов про-
водилось сравнение методами атомно-силовой 
микроскопии и ДСК эффектов воздействия на 
плазматическую мембрану, на липосомы, сфор-
мированные из смеси фосфолипидов, получен-
ных из этих плазматических мембран. Действие 
фенозанов тестировалось в широком диапазоне 
концентраций в связи с тем, что были выявлены 
особенности действия БАВ в сверхмалых дозах: 
полимодальность кривых зависимости эффектов 
от дозы БАВ. Выяснялась природа полимодаль-
ности. Были предложены объяснения эффектов 
формированием супрамолекулярных комплек-
сов БАВ-вода, которые вступают во взаимодей-
ствие с объектом иными способами, нарушая ги-
дратные оболочки. Вопрос остался достаточно 
дискуссионным. 

Для обсуждения эффектов, вызываемых при-
менением мелафена, укажем, что тестированию 
действия мелафена на экспериментальных объ-
ектах посвящена монография «Мелафен: меха-
низм действия и  области применения».Под ру-
ководством создателя этого стимулятора роста 
растений Фаттахова С.Г. были выполнены мно-
гочисленные исследования на разных уровнях 
организации [28]. 

В качестве экспериментальных объектов бы-
ли представлены как объекты животного проис-
хождения, что представляет интерес в настоящей 
работе, так и  растения сельскохозяйственного 
назначения, водоросли, микроорганизмы. Тести-
рование выполнялось также на разных уровнях 
организации экспериментальных объектов – от 
свойств водной среды до функционирования ор-
ганизмов в норме, патологии, при воздействии 
стрессовых факторов. В некоторых работах про-
водились одновременные исследования и сравне-
ние эффектов фенозана, его производных и ме-
лафена.

Изучению влияния мелафена на уровне ор-
ганизма теплокровного животного посвящена 
работа Алексеевой О.М. и Ерохина В.Н. с соав-
торами [29]. Было показано, что повторные инъ-
екции растворов мелафена в широком диапазоне 

разведений мышам с перевитой солидной опу-
холью Льис затормаживали рост опухоли, но не 
влияли на продолжительность жизни животных. 
Этой работе предшествовали данные, получен-
ные в работе Алексеевой О.М. [30] по влиянию 
растворов мелафена в широком диапазоне разве-
дений на изолированные клетки асцитной карци-
номы Эрлиха, перевитой мышам. Было показано 
угнетение пурин-зависимой кальциевой сигна-
лизации, проходящей по метаботропному пути. 
[30]. Однако эти работы не получили продолже-
ния в клинических исследованиях. Также инги-
бирующее влияние мелафена было показано для 
пурин-зависимой кальциевой сигнализации, про-
ходящей по неметаботропному пути в тимоцитах 
и лимфоцитах [30].

Действие фенозана на уровне организма бы-
ло показано в работе Ерохина В.Н. и Кременцо-
вой А.В., с соавтоами [31] на мышах линии AKR 
со спонтанно развивающемся лейкозом. Проя-
вилось противоопухолевое действие при четы-
рехкратном введении сверх малых (10-14 моль/кг) 
и терапевтических дозах (10-4 моль/кг) растворов 
фенозана. Продолжительность жизни животных 
увеличилась. Большая доза продлила жизнь ко-
роткоживущей субпопуляции, малая – долгожи-
вущей. Авторы предположили, что фенозан мо-
жет быть перспективным противоопухолевым 
препаратом.

На уровне организма были проведены опыты 
по сочетанному влиянию радиации и БАВ. При 
действии радиации применение фенозана уси-
ливает процессы репарации, как показано в ра-
ботах Миль Е.М. и Бурлаковой Е.Б. с соавтора-
ми [32,33]. Низкоинтенсивное -облучение дозой 
1,2 сГр (0,6 сГр в сутки) мышей линии АКР при-
водило к снижению р53 и ускорению лейкозного 
процесса. Фенозан при концентрации 10-14 моль/кг 
и 10-4 моль/кг увеличивал содержание регулятор-
ных белков в сыворотке крови мышей низкора-
ковой линии F1(CBAC57Bl) и мышей лейкозной 
линии AKR.Увеличение содержания белка кон-
троллера апоптоза р53 и антиапоптозного белка 
bcl-2 указывает на преобладание процессов ре-
парации над процессами апоптоза. Авторы счи-
тают, что к активации белка p53, вызванной фе-
нозаном или действием облучения в малой дозе, 
приводят различные сигнальные пути. И указы-
вают на корреляцию с данными по снижению со-
держания двунитевых разрывов ДНК в клетках 
мышей линии АКР и F1 после воздействия фе-
нозана, полученными в работах Жижиной Г.П 
и Милль Е.М с соавторами [34]. Было показано, 
что при введении животным антиоксиданта фе-
нозана в дозах 10-14 моль/кг и 10-4 моль/кг и воз-
действии  -излучения в малой дозе 1.2 сГр сни-
жается количество двунитевых разрывов ДНК. 
Авторы считают, что введение фенозана оказы-
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вает защитное действие на структуру ДНК. При 
сочетанном воздействии облучения и введения 
фенозана в  широком диапазоне концентраций 
(10-17 М – 10-5 М) также обнаружено влияние и на 
структуры мозга. В работе Трещенковой Ю.А. 
с соавторами [35] показаны изменения активно-
сти фермента лактатдегидрогеназы, коррелиру-
ющее с  изменением микровязкости микросом, 
выделенных из разных областей мозга. Авторы 
полагают, что структурные изменение микросо-
мам влияют на связывание фермента с мембра-
нами. 

При действии стрессов на уровне целого орга-
низма мелафен может оказывать антистрессовое 
действие, снижая уровень образования продук-
тов перекисного окисления липидов, что было 
прослежено по уровням флуоресценции продук-
тов ПОЛ. Так были показаны антирадикальные 
свойства мелафена. В результате изменялась ми-
кровязкость митохондрий, выделенных из пече-
ни животных, подвергнутых холодовому стрес-
су. Мелафен оказывал влияние и на ферменты 
дыхательной цепи митохондрий. Отметим, что 
в этой работе Жигачевой И.В. и Фаткуллиной 
Л.Д. с соавторами [36] такие изменения были по-
казаны и для растительных объектов. 

Роль не только мелафена, но и феноксана, как 
адаптогена, была также доказана в работе Жи-
гачевой И.В. и  Бурлаковой Е.Б. с  соавторами 
[37] на митохондриях растения или печени жи-
вотного после действия стресса. Было показано 
снижение ПОЛ до контрольного уровня, имею-
щее значение для сохранения функциональной 
активности митохондрий. Авторы делают вы-
вод о том, что таким образом можно повысить 
устойчивость организмов растений или живот-
ных к воздействию стрессовых факторов. В ка-
честве стрессовых факторов использовали ги-
поксию крыс, алкогольное отравление мышей. 
Подобные исследования провели и для митохон-
дрий гороха после холодового стресса и засухи. 
Такому же антистрессовому действию мелафена 
посвящена работа Жигачевой И.В. и Фаткулли-
ной Л.Д. с соавторами [38]. Было показано, что 
мелафен является антиоксидантом. При приме-
нении растворов мелафена малых концентраций 
предотвращалось изменение в жирно-кислотном 
составе митохондрий, изменялись микровязкость 
и уровень ПОЛ, активировался перенос электро-
нов при окислении НАД-зависимых субстратов. 
Было показано влияние мелафена в широкой об-
ласти концентраций (от 10-22 М до 10-7М) на уро-
вень перекисного окисления липидов, скорость 
транспорта электронов в митохондриях печени. 
В эритроцитах, в микросомах и в митохондриях 
печени мелафен изменяет микровязкость анну-
лярных липидов, снижает уровень флуоресцен-
ции продуктов перекисного окисления липидов.

Сочетанное исследование влияния БАВ 
в сверхмалых дозах на поведенческие реакции 
животных с попыткой отслеживания влияния 
на ткани организма и рецепторные активности 
представляет большой интерес. Такая работа 
по изучение эффектов сверхмалых доз фенок-
сана на уровне организма и на уровне рецепто-
ров гладких мышц была проведена Горбатовой 
Е.Н. и соавторами [39]. Было обнаружено вли-
яние феноксана на краткосрочную образную 
память и сон животных. Угнетение памяти, вы-
званное транквилизатором амизилом, введение 
феноксана снижало. Срок нарушения кратко-
срочной образной памяти у собак сокращался. 
Изменение сна барбитуратом гексаналом пре-
дотвращалось – введение феноксана вызывало 
пробуждающее действие. Влияние сверхмалых 
доз феноксана на функционирование рецепто-
ров исследовали по контрактуре препаратов 
изолированных мышц – отрезках тонкой киш-
ки. Не наблюдалось ни расслабления, ни сокра-
щения тест-объектов. При этом функциониро-
вание холинорецепторов, адренорецепторов, 
дофаминовых рецепторов не изменялось, Ав-
торы пришли к выводу, что феноксан в сверх-
малых концентрациях оказывает влияние на 
процессы высшей нервной деятельности. Он 
проявляет антиамнезирующее действие и из-
меняет чувствительность животных к  дей-
ствию барбитуратов.

Продуктивные исследования ферментативной 
активности, проведенные одновременно в опы-
тах по изучению влияния на ферменты in vitro 
и in vivo были представлены в работах Молочки-
ной Е.М. с соавторами [40]. Действие феноксана 
и экзогенного ацетилхолина на ацетилхолинэсте-
разу и систему липидной пероксидации в мембра-
нах клеток головного мозга. Авторы указывают, 
что феноксан и  эндогенный медиатор ацетил-
холин действуют в сверхмалых дозах, проявляя 
характерные для эффектов сверхмалых доз за-
кономерности. Действуют на кристаллический 
фермент ацетилхолинэстеразу и  на сложную 
надмолекулярную структуру – мембраны клеток 
головного мозга мышей in vitro и in vivo. Фенок-
сан влияет на систему пероксидного окисления 
липидов в биологических мембранах. 

На культуре клеток в работах Пальминой Н.П. 
с соавторами [41]. было изучено действие фенок-
сана на активность протеинкиназы С в нормаль-
ных и опухолевых клетках, растущих в культуре 
в условиях, приближенных к in vivo. В качестве 
биологических моделей были выбраны гладко-
мышечные клетки аорты крыс. Было обнаруже-
но, что фенозан действует как активатор проте-
инкиназы С.

Тестирование эффектов феноксана на вы-
деленных органеллах  – эндоплазматическом 
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ретикулуме было проведено в  работе Паль-
миной Н.П., и Кледовой Л.В с соавторами [42]. 
В сравнении с действием природного антиокси-
данта – -токоферола, было показано влияние 
феноксана в широком диапазоне концентраций 
на перекисное окисление липидов и коррелиру-
ющее с ним изменение структуры эндоплазмати-
ческого ретикулума. При тестировании эффек-
тов феноксана на выделенных плазматических 
мембранах в работах Пальминой Н.П. и Часов-
ской Т.Е. с соавторами [43,44] было установлено, 
что основной мишенью в клетке для воздействия 
феноксана являются липиды. Методом ЭПР бы-
ло показано, что феноксан полимодально в двух 
диапазонах концентраций: 10-6 М, 10-7 М и 10-13 М, 
10-15 М, увеличивает упорядоченность липидов 
плазматических мембран клеток печени. В липо-
сомах, сформированных из липидов, выделенных 
из плазматических мембран в большей степени 
увеличивает упорядоченность структуры. Мето-
дом ДСК выявили дополнительный термоинду-
цированный переход в липидном бислое и сдвиги 
и уширения переходов в плазматической мембра-
не и в липосомах при действии феноксана в кон-
центрациях 10-14 М, 10-15 М. Методами АСМ и ДСР 
было показано изменение формы и размеров ли-
посом (увеличение среднего диаметра; отноше-
ние длина/ширина; превращение шарообразной 
формы в  палочкообразную), коррелирующее 
с изменением степени упорядоченности областей 
липидов. Авторами выдвинуто предположение, 
что при низких концентрациях феноксана в во-
де образуются наноассоциатные комплексы фе-
ноксана с водой. Эффекты таких растворов фе-
ноксана обусловлены их физико-химическими 
свойствами (электропроводностью). На уров-
не воздействия на клетки при тестировании эф-
фектов ИХФАНов на выделенных эритроцитах 
в работах Паршиной Е.Ю. и Генделя Л.Я., с соав-
торами [45,46] методом ЭПР было определено из-
менение микровязкости на разных глубинах ло-
кализации парамагнитных зондов в мембране. 
С помощью электронной микроскопии описали 
изменения морфологии эритроцитов. И  спек-
тральными методами определили влияние на 
целостность мембраны по уровню освобожде-
ния гемоглобина. Было обнаружено, что влия-
ние ИХФАНов на структурные свойства, затра-
гивает и функциональные свойства эритроцитов. 
Так, встраиваясь преимущественно в липидные 
локусы эритроцитарной мембраны, ИХФАНы 
уменьшали микровязкость внутримембранного 
пространства на различной глубине, изменяли 
морфологию эритроцитов и вызывали гемолиз.

Интересные данные получены при исследова-
ниях физико-химических особенностей водных 
растворов и  эмульсий исследуемых нами ве-
ществ в работах Коновалова А.И. и Рыжкиной 

И.С. с соавторами [47]. Необходимо указать, что 
многие исследования были выполнены на широ-
ком диапазоне концентрации БАВ. Уменьшаю-
щиеся концентрации БАВ готовили из концен-
трированного водного или водно-этанольного 
раствора БАВ последовательным разведением. 
Количество БАВ, контактирующего с экспери-
ментальным объектом, при этом не контролиро-
вались. Еще раз напомним, что в объекте велика 
вероятность концентрирования и, соответствен-
но, значительное повышение количества БАВ.

По мере усложнения экспериментального 
био-объекта усиливается его защищенность от 
деструктивного воздействия протестированных 
БАВ. Однако, влияние на функционирование 
клеток, тканей, организма со стороны экзоген-
ных БАВ остается существенным и зависит от 
концентрационных диапазонов и от присутствия 
других физико-химических факторов: состава 
и ионной силы окружающей среды, радиацион-
ного облучения, фармакологически активных 
веществ. Также в значительной мере эффекты 
указанных в данной работе БАВ зависят от ис-
ходного состояния организма животного и  от 
воздействия стрессовых факторов.

Как ранее было показано в работах Бурлаковой 
Е.Б с соавторами [19] эффекты БАВ, протести-
рованных в широких диапазонах концентраций, 
четко демонстрируют полимодальность на кри-
вых зависимостей доза-эффект. Обычно выявля-
ются экстремумы в областях сверх низких и сверх 
высоких концентраций БАВ с «молчащей зоной» 
между ними. Интерпретация подобных феноме-
нов остается дискуссионной. Однако это можно 
объяснить, например, для гидрофобных экзоген-
ных веществ тем, что в больших концентрациях 
они просто «пробивают» клеточную оболочку, 
либо встраиваются в оболочку, либо проходят 
внутрь клетки. При этом происходит нарушении 
всего структурного и функционального баланса 
клетки. На уровне организма огромные дозы эк-
зогенного БАВ улавливаются первыми мишеня-
ми, а далее уже идут либо малые дозы, либо про-
исходит изменение химической структуры БАВ 
в  результате катаболизма, метаболизма. Пер-
вые мишени получают значительное поражение 
структуры и функции и элиминируются из орга-
низма. Включаются также процессы репарации. 
Эффект «молчащей зоны» – это, по-видимому 
эффект отложенной реакции. Эффект сверхма-
лых доз – это воздействие на точечные мише-
ни, вызывающие изменение функционирования 
биообъекта без деструкции. Процесс репарации 
в случае малых доз, вероятно, не активируется. 
Однако отложенный эффект малых доз в силу 
накопления воздействия может быть значитель-
ным. Исследование феноменов малых и больших 
доз БАВ нуждаются в дальнейшем исследовании 
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и подробном рассмотрении отложенного во вре-
мени последействия.

В работах Рыжкиной И.С., и Пальминой Н.П 
с соавторами [48,49] были предприняты попытки 
объяснения действия сверхмалых концентраций 
БАВ (мелафена, феноксана, ИХФАН-10) с точки 
зрения взаимодействия указанных БАВ с водной 
средой, окружающей биообъект. Авторы утвер-
ждают, что при значительных разведениях в во-
дных растворах образуются супрамолекулярные 
структуры вода-БАВ.

И именно эти супрамолекулярные комплексы 
и оказывают влияние на структурные и функ-
циональные свойства экспериментальных объ-
ектов. Описаны физико-химические характери-
стики растворов и эмульсий, указывающие, по 
мнению авторов, на формирование супрамоле-
кулярных комплексов биологически активных 
веществ – вода Показано изменение светорассе-
яния, размеров наноассоциатов, удельной элек-
тропроводности, -потенциала в  зависимости 
от разведения БАВ. Кривые зависимостей фи-
зико-химических характеристик от концентра-
ции БАВ коррелируют с кривые зависимостей 
для био-эффектов. Феномен наличия супрамо-
лекулярных комплексов обсуждался. И остал-
ся в значительной степени не выясненным. Как 
указывали в  своих работах Сиротюк М.Г. [50] 
и Гаврилов Л.Р. [51] в водных растворах существу-
ют некавитирующие газовые пузырьки, кото-
рые могут обуславливать эффекты светорассе-
яния и электропроводимости в таких растворах. 
Было показано, что поверхность таких газовых 
пузырьков гидрофобна и может адсорбировать 
и ионы, и вещества. Так, добавление БАВ будет 
менять растворимость газов, кавитацию и, сле-
довательно, физико-химические свойства тако-

го раствора. И это также может служить факто-
ром для воздействия на биологические объекты. 
Вопрос остается дискуссионным и в настоящее 
время. 

 Заключение. В  результате представленной 
нами работы было показано, что экзогенные 
синтетические вещества: мелафен и  произво-
дные фенозана при применении в определенных 
концентрациях не разрушают чисто липидные 
мембраны и белок – липидный цитоскелет те-
ней эритроцитов. В этом случае они могут ис-
пользоваться, как регуляторы активностей 
природных объектов при воздействии на уров-
не липидных и белковых компонентов клеток. 
Экспериментальные объекты могут представ-
лять интерес и как переносчики веществ. Фос-
фолипидные мультиламеллярные липосомы 
насыщаются, как гидрофобными, так и гидро-
фильными веществами. Температура перехо-
дов из жидко-кристаллического состояния в ге-
лиевое может регулироваться веществами, что 
важно для формирования гидрофильных нано-
пор и понимания структуры биомембран при ох-
лаждении и нагревании. Изменения структуры 
цитоскелета под действием веществ также будет 
оказывать влияние на функционирование клет-
ки. Проницаемость мембран органелл и клеток, 
обеспечивающая активацию мембранных ком-
понентов, может быть регулируемой не только 
эндогенными, но и экзогенными (синтетически-
ми и природными) веществами. Полученные ре-
зультаты с  применением биологически актив-
ных веществ позволяют увидеть дальнейшие 
перспективы в регуляции структуры клеточных 
объектов и их компонентов, без разрушения, что 
приведет к возможности регуляции функций.
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The paper presents data on changes in model biomembranes (liposomes, erythrocyte shadows, erythrocytes) used 
as test objects for determining those areas of concentrations of biologically active substances in which these is no 
violation of the structure or function of experimental objects. As biologically active substances synthetic ones were 
selected: plant growth regulator-melafen used in small doses in pre-sowing seed treatment and antioxidant derivatives 
-phenosan, phenoxan and Ihfans. It was shown by DSC method that phenosan derivatives in concentrations equal 
to 10-5 M and more destroy microdomain organization in bilayers of phospholipid multilamellar liposomes and 
reform protein microdomains in the shadows of erythrocytes. Melafen in small and large concentrations changes 
polymodally the microdomain organization in the bilayers of phospholipid multilamellar liposomes without 
destroying the structure and does not affect the protein microdomains in the shadows. Spectral analysis revealed 
an increase in membrane permeability in isolated whole erythrocytes under the action of melafen in large and 
small concentrations. The method of small-angle diffraction scattering showed the absence of melafen influence 
in a wide range of concentrations on the thickness of phospholipid bilayers and the order of their packing in 
multilamellar liposomes.
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Введение. Неспецифические биохимические 
реакции обмена веществ, протекающие во всех 
живых клетках, определяют реактивность орга-
низма и его адаптационные возможности. Одним 
из регуляторных метаболических механизмов 
этих реакций является антиоксидантная систе-
ма, представленная в виде баланса перекисного 
окисления липидов и антиоксидантной защиты 
(ПОЛ – АОЗ). Процессы ПОЛ, изменяя струк-
туру и фосфолипидный состав мембран клеток, 
могут влиять на существо ответа иммунокомпе-
тентных клеток. Активация ПОЛ ведет и к иска-
жению информации от внеклеточных регулято-
ров к внутриклеточным эффекторным системам, 
а следствием этого может быть нарушение адап-
тационных способностей клетки [1]. Баланс меж-
ду ПОЛ и АОЗ не только отражает, но и опре-
деляет адаптационные возможности организма, 
а также позволяет определить риски развития 
метаболических расстройств [2]. Нарушение рав-
новесия между процессами ПОЛ и антиоксидант-
ной системой могут приводить к преобладанию 
реакции переокисления, заканчивающейся гибе-
лью клетки [1]. 

Усиление интенсивности процессов перекис-
ного окисления липидов, в  настоящее время, 
принято рассматривать в качестве универсаль-
ного неспецифического звена в патогенезе мно-
гих заболеваний. Известно, что воспаление, раз-
вивающееся при туберкулезной инфекции, как 
правило, протекает на фоне избытка продуктов 
ПОЛ (окислительный стресс), ответственных 
за повреждение мембран, капилляров и за вос-
палительную реакцию [3, 4]. Ежедневное введе-
ние изониазида в дозах 50 мг/кг и 100 мг/кг в те-
чение 3 месяцев вызывало у подопытных крыс 
активацию процессов ПОЛ [5]. Активация ПОЛ 
была отмечена и при совместном введении кры-
сам изониазида в  дозе 30,85 мг/кг + рифампи-
цина – 61,7 мг/кг + пиразинамида – 132,65 мг/кг 
в течение 28 дней [6]. Установлено, что длитель-
ное повышение активности ПОЛ является уни-
версальным механизмом повреждения и гибели 
клеток, подавления репаративных процессов при 
повреждении органов и тканей, оказывая тем са-
мым отрицательное влияние на эффективность 
лечения туберкулеза и на прогноз исхода заболе-
вания [5, 7, 8].

КОНКУРС НАУЧНЫХ РАБОТ МОЛОДЫХ 
УЧЕНЫХ И СПЕЦИАЛИСТОВ 


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При развитии побочных реакций на проти-
вотуберкулезные препараты (ПТП), активное 
участие принимают системы ПОЛ и АОЗ. Ток-
сическое действие ПТП проявляется в увеличе-
нии в крови содержания малонового диальдеги-
да и в снижении альфа-токоферола, что может 
служить прогностическим признаком тяжести 
лекарственных осложнений и требует назначе-
ния не менее двух антиоксидантов [9, 10]. Одним 
из нежелательных свойств ПТП является их ге-
патотоксичность. Установлено, что применение 
Адеметионина (АМ) снижает гепатотоксичность 
ПТП [11]. Однако АМ обладает также антиокси-
дантной активностью, в связи с чем, представля-
ло интерес изучение влияния этого препарата на 
состояние антиоксидантной системы при приме-
нении ПТП.

Цель исследования. Выявить возможное вли-
яние АМ на показатели антиоксидантной систе-
мы у крыс при введении ПТП в гепатотоксиче-
ских дозах.

Материалы и  методы исследования. Иссле-
дования проведены на белых нелинейных кры-
сах-самцах 4 месячного возраста, массой 180-200 г. 
Все животные содержались в условиях специали-
зированной экспериментально-биологической 
клиники (вивария), ветеринарное удостоверение 
238 № 0019817. Эксперименты были проведены 
в соответствии с этическими требованиями [13, 
14] к работам с экспериментальными животными 
и разрешены локальным этическим комитетом.

В экспериментах использовали следующие 
ПТП: Изониазид (форма выпуска: таблетки, 0,3 
г); препарат Рифампицин (форма выпуска: капсу-
лы, 0,15 г); препарат Пиразинамид (форма вы-
пуска: таблетки, 0,5 г); препарат Гептор, МНН: 
адеметионин (форма выпуска: таблетки, 0,4 г). 
Препараты вводили per os в желудок в виде су-
спензии в  дистиллированной воде с  помощью 
металлического атравматичного зонда. Дозиро-
вание препаратов выполняли по количеству ак-
тивного вещества в лекарственной форме, инди-
видуально для каждого подопытного животного 
с мониторированием массы тела ежедневно перед 
введением препаратов. Содержимое капсул и та-
блеток растиралось в ступке. Однократный объ-
ем вводимой суспензии для крыс не превышал 5 
мл, максимальная продолжительность ежеднев-
ного введения не более 60 суток, в зависимости от 
схемы введения. 

В условиях эксперимента применяли 3 схемы 
введения препаратов. Первая схема представля-
ла собой двухэтапное введение исследуемых ле-
карственных средств. Первый этап заключался 
во введении ПТП в токсичных дозах до момен-
та выявления лекарственного осложнения в виде 
признаков тяжелых гепатотоксических реакций, 
с последующей отменой ПТП. Второй этап – на-

значение препарата АМ на следующие сутки, 
сразу после отмены ПТП. Вторая схема пред-
ставляла собой одноэтапное сочетанное приме-
нение ПТП с  АМ. Применение АМ во второй 
схеме начинали с первого дня введения препара-
тов. Третья схема: в эксперимент была включена 
группа крыс, которым на протяжении всего сро-
ка наблюдений вводили только АМ. Для срав-
нения показателей, полученных от подопытных 
групп, была сформирована группа динамическо-
го контроля, куда были включены крысы, кото-
рым ежедневно вводили только питьевую воду, 
предварительно прокипяченную и охлажденную 
в течение 30 минут. 

Гепатопротекторное средство – АМ во всех по-
допытных группах применяли в дозе 120 мг/кг. 
Выбор такой дозы был обоснован результатами 
ранее проведенного исследования эффективно-
сти АМ [15] при поражении печени крыс ПТП. 
Введение АМ осуществляли за 2 часа до введе-
ния ПТП, ежедневно, начиная с 8 часов утра. При 
всех схемах эксперимента препараты вводили 
животным ежедневно, одномоментно, совмест-
но, начиная с 10 часов утра, в дозах, значительно 
превышающих максимально суточные (МСД) : 
изониазид – 120 мг/кг (1/10 от DL50, что в 21 раз 
превышает МСД), пиразинамид – 190 мг/кг (1/20 
от DL50, что в 7 раз превышает МСД), рифампи-
цин – 634 мг/кг (1/30 от DL50, что в 60 раз превы-
шает МСД). Токсические дозы ПТП использова-
ны с целью моделирования процесса развития 
тяжелых гепатотоксических реакций у подопыт-
ных крыс. В группе динамического контроля жи-
вотные ежедневно получали только дистиллиро-
ванную воду в дозе 12,5 мл/кг.

 Изучали процессы антиоксидантной системы: 
перекисное окисление липидов (ПОЛ), антиокси-
дантная защита (АОЗ). Определяли показатели 
ПОЛ: гидроперекиси липидов (ГПЛ), диеновые 
конъюгаты (ДК), тиобарбитуровой кислоты  – 
активные продукты процессов ПОЛ (ТБК-АП); 
показатели АОЗ: восстановленный глутатион 
(GSH), каталазу, пероксидазу [16-19]. 

Для обработки полученных результатов при-
менялись методы математической статисти-
ки, реализованные в  табличном процессоре 
Microsoft Office Excel 2010, входящем в состав 
лицензионного пакета офисных приложений 
для комплексной обработки данных Microsoft 
Office 2010 (Microsoft Co., США); правооблада-
тель лицензии ФГБОУ ВПО «Ангарский госу-
дарственный технический университет». Вы-
числяли среднее арифметическое значение 
(М), стандартную ошибку среднего арифмети-
ческого значения (m), производили оценку зна-
чимости различий средних величин по t-крите-
рию. Достоверными считались результаты при 
p ≤ 0,05. Методики расчета величин соответ-
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Таблица 
Показатели состояния антиоксидантной системы крыс 
при гепатотоксичности ПТП с АМ и без него (n = 120) 

Определяемые 
показатели

Препараты  и продолжительность  
их приема

Сроки регистрации показателей

3 сутки 30 сутки 60 сутки

Диеновые 
конъюгаты, в 

сыворотке крови, 
∆Е/мл

ПТП с 1-30 сутки, АМ с 31-60 сутки 
после прекращения приема ПТП 0,26 ± 0,02* 0,52 ± 0,04*** 0,40 ± 0,03**

ПТП с АМ, с 1-60 сутки 0,24 ± 0,02 0,31 ± 0,04 0,45 ± 0,03***

АМ, с 1-60 сутки 0,22 ± 0,03 0,22 ± 0,05 0,24 ± 0,04

Динамический контроль 0,21 ± 0,03 0,22 ± 0,03 0,24 ± 0,05

Гидроперекиси 
липидов, в 

сыворотке крови, 
∆Е/мл

ПТП с 1-30 сутки, АМ с 31-60 сутки 
после прекращения приема ПТП 1,23 ± 0,12 1,72 ± 0,08*** 1,46 ± 0,08**

ПТП с АМ, с 1-60 сутки 1,19 ± 0,06 1,33 ± 0,09** 1,52 ± 0,08**

АМ, с 1-60 сутки 1,07 ± 0,06 1,08 ± 0,08 1,16 ± 0,13

Динамический контроль 1,11 ± 0,10 1,08 ± 0,06 1,14 ± 0,09

Тиобарбитуровой 
кислоты активные 
продукты ПОЛ, в 

сыворотке крови, 
нмоль/мл

ПТП с 1-30 сутки, 
АМ с 31-60 сутки после 

прекращения приема ПТП
6,31 ± 0,47* 10,2 ± 0,56*** 7,3 ± 0,49**

ПТП с АМ, с 1-60 сутки 5,91 ± 0,52 6,9 ± 0,50 6,8 ± 0,52

АМ, с 1-60 сутки 5,42 ± 0,60 5,41 ± 0,56 5,56 ± 0,53

Динамический контроль 4,85 ± 0,51 5,42 ± 0,55 5,51 ± 0,51

SH – глутатион, в 
гомогенате печени, 

мкмоль/л

ПТП с 1-30 сутки, 
АМ с 31-60 сутки после 

прекращения приема ПТП
0,80 ± 0,04* 0,51 ± 0,05*** 0,69 ± 0,02***

ПТП с АМ, с 1-60 сутки 0,93 ± 0,03 0,79 ± 0,04** 0,75 ± 0,04***

АМ, с 1-60 сутки 0,96 ± 0,03 0,98 ± 0,07 0,93 ± 0,05

Динамический контроль 0,96 ± 0,06 0,95 ± 0,04 0,97 ± 0,04

Каталаза, в 
гемолизате 

эритроцитов, 
каталазное число

ПТП с 1-30 сутки, 
АМ с 31-60 сутки после 

прекращения приема ПТП
6,32 ± 0,64 3,52 ± 0,48*** 6,29 ± 0,58

ПТП с АМ, с 1-60 сутки 6,99 ± 0,54 5,86 ± 0,56 5,42 ± 0,52

АМ, с 1-60 сутки 7,82 ± 0,58 7,98 ± 0,62 8,11 ± 0,54

Динамический контроль 7,39 ± 0,52 7,21 ± 0,50 6,89 ± 0,61

Пероксидаза, 
в гемолизате 
эритроцитов,  

мкмоль 
индигокармина/ 

мин · мл

ПТП с 1-30 сутки, 
АМ с 31-60 сутки после 

прекращения приема ПТП
148 ± 23*** 171 ± 14** 201 ± 18*

ПТП с АМ, с 1-60 сутки 156 ± 19*** 191 ± 16 195 ± 22*

АМ, с 1-60 сутки 269 ± 13 255 ± 18 261 ± 26

Динамический контроль 255 ± 17 239 ± 20 273 ± 23

Примечание: уровень значимости различий по отношению к величинам динамического контроля, 
при  *р < 0,05; ** р < 0,01; *** р < 0,001.
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ствуют требованиям, изложенным в руковод-
стве по математической статистике для меди-
ко-биологических исследований [13, 20].

Результаты и обсуждение. При введении ПТП 
с АМ и без него были получены изменения кон-
тролируемых показателей по отношению к груп-
пе динамического контроля, результаты пред-
ставлены в таблице. 

К 30 суткам эксперимента введение ПТП ока-
зывало максимальное влияние на процессы пе-
роксидации, что проявлялось существенным 
повышением показателя ДК в  2,4 раза, ГПЛ 
в 1,6 раза (введение только ПТП), и в 1,2 раза 
(введение ПТП + АМ), ТБК-АП в 1,8 раз. По-
нижение величин показателей ТБК-АП и ДК 
выявлялось уже на 3 сутки введения ПТП, что 
свидетельствовало об их высокой диагности-
ческой информативности для установления 
самых первых признаков развития нежела-
тельных побочных реакций на введение ПТП. 
Отмена ПТП с 31 суток эксперимента и назна-
чение АМ с 31-60 сутки не приводило к полно-
му восстановлению определяемых показателей 
(таблица). 

Ежедневное введение ПТП с АМ в течение 60 
суток сопровождалось повышением ДК в 1,9 раза 
только на 60 сутки введения, что свидетельству-
ет о положительной роли АМ, как средства те-

рапии сопровождения на фоне длительного при-
менения ПТП. Независимо от включения АМ, 
введение ПТП вызывало значительное снижение 
уровня пероксидаз на 3 сутки эксперимента, к 30 
суткам снижение уровня пероксидаз было ха-
рактерно для группы крыс, получавших только 
ПТП, что может свидетельствовать об усилении 
эффективности АМ в зависимости от длитель-
ности его применения. Уровень GSH был пони-
жен на всех сроках наблюдения для подопытных 
крыс из первой подопытной группы, а для крыс, 
получавших АМ с ПТП, снижение показателя 
наблюдалось только с  30 суток эксперимента. 
Активность каталазы снижалась в 2 раза, только 
на 30 сутки эксперимента для крыс, получавших 
только ПТП с 1 по 30 сутки.  

Выводы: 
1. Применение АМ, в качестве средства сопро-

вождения с первых дней введения ПТП оказыва-
ло положительное влияние на показатели анти-
оксидантной системы по сравнению с данными, 
полученными от подопытных групп, которым 
вводились только ПТП без АМ. 

2. Полученные результаты дают основание ре-
комендовать применение адеметионина в каче-
стве средства терапии сопровождения при пер-
вичном включении ПТП в схемы химиотерапии 
туберкулеза. 

1. Зборовская И.а., Банникова М.в. 
Антиоксидантная система организма, её 
значение в метаболизме. Клинические 
аспекты. Вестник российской академии 
медицинских наук;  1995; (6):  53-60.
2. Agarwal A, Aponte-Mellado A, 
Premkumar BJ, Shaman A, Gupta S. 
(2012). The effects of oxidative stress on 
female reproduction: a review.  Reprod Biol 
Endocrinol, (10): 49-80. 
3. волчегорский И.а., новоселов П.н., 
Болотов а.а. Показатели системы 
перекисное окисление липидов – ан-
тиоксидантная защита как предикторы 
неблагоприятного течения инфильтра-
тивного туберкулеза легких; Проблемы 
туберкулеза и болезни легких; 2008; 85, 
(4): 28-32 
4. Amaral E. P., Conceição E. L., Costa D. 
L., Rocha M. S., Marinho J. M., Cordeiro-
Santos M., D’Império-Lima M. R., Barbosa 
T., Sher A., Andrade B. B. N-acetyl-cysteine 
exhibits potent anti-mycobacterial activity 
in addition to its known anti-oxidative 
functions. Amaral et al. BMC Microbiology; 
2016 (1): 1-10. 
5. Усов К.И., Юшков г.г., Шульгина н.а., 
Седых е.о. Сравнительное исследование 
биохимических процессов нарушения 
метаболизма триптофана при воздей-

ствии изониазидом и изониазидом в 
комбинации с витамином В6 в условиях 
эксперимента. Вестник ангарской 
государственной технической академии; 
2009; 3, (1): 140-143.
6. Sharma R, Goyal N, Singla M, Sharma 
V.L. Berberis aristata Ameliorates Testicular 
Toxicity Induced by Combination of First-
Line Tuberculosis Drugs (Rifampicin + 
Isoniazid + Pyrazinamide) in Normal Wistar 
Rats. J. Diet Suppl; 2018 Jun (28): 1-14. 
7. есимова И. е. Состояние липидной 
фазы мембраны мононуклеарных клеток 
крови при туберкулезе легких: автореф. 
дис. … канд. мед. наук. И. Е. Есимова. 
Томск, 2007. – 42 с. 
8. Зиновьев И. П. При стандартной 
химиотерапии больных туберкулезом ле-
карственная устойчивость Mycobacterium 
tuberculosis возникает внутри фагоцита. 
Тезисы докладов XII Российского 
национального конгресса «Человек и 
лекарство». М., 2005. – С. 121.
9. гурьева И. г., андржеюк н. И., 
Смирнова н. а. Биохимическое обосно-
вание применения патогенетической те-
рапии при туберкулезе легких. Проблемы 
туберкулеза; 1978; (11): 27-30. 
10. Челнокова н.в., Мишин в.Ю., 
васильева И.а. Частота и характер по-

бочных реакций при различных режимах 
химиотерапии // 3 съезд научно-ме-
дицинской ассоциации фтизиатров. 
Сборник резюме.  Екатеринбург; 1997. 
– С.37
11. Усов К. И., гуськова т. а., Юшков 
г. г., гришина л. П.,  Гущин А. С. 
Экспериментальное обоснование 
терапии сопровождения с применением 
адеметионина для снижения гепатоток-
сических реакций противотуберкулезных 
препаратов. Токсикологический вестник; 
2018; (6): 12-21. 
12. топчий н.в., топорков а.С. Гепа-
тотоксичность – наиболее вероятные 
причины и возможности оптимальной 
коррекции гептралом. РМЖ; 2013; 21 
(5): 249-257
13. Руководство по проведению докли-
нических исследований лекарственных 
средств. Часть первая. Под ред. А.Н. 
Миронова; М.: Гриф и К, 2012. – 944 с.
14. гуськова т. а.  Токсикология 
лекарственных средств.  М.: МДВ.,  2008. 
– 196 с.
15. Суханов д.С., виноградова т.И., 
Заболотных н.в., витовская М.л., 
Коваленко а.л. Гепатотропное дей-
ствие рунихола и адеметионина при 
повреждении печени противотубер-

кулезными препаратами основного 
ряда в эксперименте. Архив патоло-
гии. 2014;  76 (2): 26-31.
16. гаврилов в.Б., Мишкорудная М.И. 
Спектрофотометрическое определение 
содержания гидроперекисей липидов 
в плазме крови. Лабораторное дело; 
1983; (3): 33-36.
17. Стальная И.д., гаришвили т.г. Метод 
определения малонового диальдегида 
с помощью тиобарбитуровой кислоты. 
Современные методы в биохимии. Под 
ред. В.Н. Ореховича; М.: Медицина, 
1977. – С. 66-68
18. Портяная н.И., осипенко Б.г., 
Москадынова П.а. Биохимические 
исследования в токсикологическом экс-
перименте. Под ред. М.Ф. Савченкова, 
В.М. Прусакова. – Иркутск: Изд-во ИГУ, 
1990. – 216 с. 
19. Sedlak J., Lindsay R.H. Estimation 
of total proteinbound and non-protein 
sulfhydryl groups in tissue with Ellman’s 
reagent. Anal. Biochem; 1968; (25): 
192-205
20. Festing MF.W., Altman D.G. Guodelines 
for the Design and Statistical Analysis of 
Experiments Using Laboratory Animals. ILAR 
Journal; 2002; 43 (4): 244-258.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Zborovskaya I.A., Bannikova M.V. 
Antioxidant system of the body, its 
importance in metabolism. Clinical aspects. 
Bulletin of the Russian Academy of Medical 
Sciences, 1995. – Vol. 6. - Pp. 53 – 60 (in 
Russian).
2. Agarwal A., Aponte-Mellado A., 

Premkumar B.J., Shaman A., Gupta S. 
The effect of oxidative stress on female 
reproduction: a review. Reprod. Biol. 
Endocrinol., 2012. – Vol. 10. – Pp. 49 – 80.
3. Volchegorsky I.A., Novoselov P.N., 
Bolotov A.A. Parameters of the system lipid 
peroxidation - antioxidant protection as 

predictors of adverse course of infiltrative 
pulmonary tuberculosis. Problems of 
Tuberculosis and Lung Disease, 2008. – 
Vol. 85. – Iss. 4. Pp. 28 - 32 (in Russian).
4. Amaral E.P., Conceição E.L., Costa D.L., 
Rocha M.S., Marinho J.M., Cordeiro-Santos 
M., D’Império-Lima M.R., Barbosa T., 

Sher A., Andrade B.B. N-Acetyl-cysteine 
exhibits potent anti-mycobacterial activity 
in addition to its known anti-oxidative 
functions. Amaral et al. BMC Microbiology, 
2016. - Vol. 1. – Pp. 1 - 10.
5. Usov K.I., Yushkov G.G., Shul’gina 
N.A., Sedykh E.O. Comparative study 

REFERENCES:



32

K.I. Usov1,2, T.A. Gus’kova3, G.G. Jushkov1

ANTIOXIDANT EFFECTS OF ADEMETIONINE UNDER ADMINISTRATION OF ANTI-
TUBERCULOSIS DRUGS IN TOXIC DOSES TO RATS

1Research Institute of Biophysics, Laboratory of Toxicological Tests and Researches, Test Laboratory Center, Angarsk State 
Technical University, 665835, Angarsk, Russian Federation
2M.V. Dorogov Yaroslavl Center for the Transfer of Pharmaceutical Technologies, 150010, Yaroslavl, Russian Federation

The article presents the results of the experimental toxicological study on the use of ademetionine as an 
antioxidant defense in rats under administration of anti-tuberculosis drugs.

Keywords: antioxidant system, lipid peroxidation, antioxidant protection, adverse reactions, heptor (ademetionine), 
anti-TB drugs, isoniazid, rifampicin, pyrazinamide, ethambutol, chemotherapy.

                                                           Материал поступил в редакцию 22.04.2019 г.

of biochemical processes of metabolic 
disorders of tryptophan under the influence 
of isoniazid and isoniazid in combination 
with vitamin B6 in experimental conditions. 
Bulletin of the Angarsk State Technical 
Academy, 2009. – Vol. 3. – Iss. 1. Pp. 140 - 
143 (in Russian).
6. Sharma R., Goyal N., Singla M., Sharma 
V.L. Berberis aristata ameliorates testicular 
toxicity induced by combination of first-line 
tuberculosis drugs (rifampicin + isoniazid + 
pyrazinamide) in normal Wistar Rats. J. Diet 
Suppl, 2018. – Vol. 28. – Pp. 1-14.
7. Yesimova I.E. Status of the lipid phase of 
a membrane of mononuclear blood cells in 
pulmonary tuberculosis. PhD thesis, 2007. 
- Tomsk. - 42 p. (in Russian).
8. Zinov’ev I.P. With standard chemotherapy 
of tuberculosis patients, drug resistance of 
Mycobacterium tuberculosis occurs inside 
the phagocyte. Abstracts of the XII Russian 
National Congress “Man and Medicine”, 

2005. Moscow. – P. 121 (in Russian).
9. Gur’eva I.G., Andrzheyuk N.I., Smirnova 
N.A. Biochemical substantiation of the 
use of pathogenetic therapy in pulmonary 
tuberculosis. Problems of Tuberculosis, 
1978. – Vol. 11.- Pp. 27 – 30 (in Russian).
10. Chelnokova N.V., Mishin V.Yu., Vasilyeva 
I.A. Frequency and nature of adverse 
reactions in different chemotherapy 
regimens. Abstracts of the 3rd Congress 
of the Scientific Medical Association of 
Phthisiologists. Ekaterinburg, 1997. – P. 37 
(in Russian).
11. Usov K.I., Gus’kova T.A., Yushkov G.G., 
Grishina L.P., Gushchin A.S. Experimental 
substantiation of accompaniment therapy 
with the use of ademetionine to reduce 
hepatotoxic reactions of anti-tuberculosis 
drugs. Toxicological Bulletin, 2018. Vol. 6. 
-Pp. 12-21 (in Russian).
12. Topchiy N.V., Toporkov A.S. 
Hepatotoxicity – the most probable causes 

and possibilities of optimal correction with 
heptral. Russian Medical Journal, 2013.- 
Vol. 21. – Iss. – 5. – Pp. 249 – 257 (in 
Russian).
13. The guidelines for preclinical studies 
of pharmaceuticals. Part one. Edited by 
Mironov A.N. M.: Grif and K, 2012. - 944 p 
(in Russian).
14. Gus’kova T. A. Toxicology of drugs.  M.: 
MDV., 2008. - 196 p. (in Russian).
15. Sukhanov D.S., Vinogradova T.I., 
Zabolotnykh N.V., Vitovskaya M.L., 
Kovalenko A.L. Hepatotropic effect of 
runichol and ademetionin in liver damage 
with anti-tuberculosis drugs of the main 
series in the experiment. Archives of 
pathology, 2014. – Vol. 76. – Iss. 2. Pp. 26 
– 31 (in Russian).
16. Gavrilov V.B., Mishkorudnaya M.I. 
Spectrophotometric determination of lipid 
hydroperoxides in blood plasma. Laboratory 
Practice, 1983.- Vol. 3. Pp. 33 – 36 (in 

Russian).
17. Stal’naya I.D., Garishvili T.G. Method 
of the determination of malon dialdehyde 
using thiobarbituric acid. Modern Methods 
in Biochemistry. Edited by Orekhovich 
V.N. M.: Medicine, 1977. - Pp. 66 – 68 (in 
Russian).
18. Portyanaya N.I., Osipenko B.G., 
Moskadynova P.A. Biochemical studies 
in toxicological experiment. Edited by 
Savchenkov M.F., Prusakov V.M. Irkutsk: 
ISU, 1990. - 216 p. (in Russian).
19. Sedlak J., Lindsay R.H. Estimation 
of total proteinbound and non-protein 
sulfhydryl groups in tissue with Ellman’s 
reagent. Anal. Biochem., 1968. – Vol. 25.- 
Pp. 192 – 205 (in Russian).
20. Festing MF.W., Altman D.G. Guodelines 
for the Design and Statistical Analysis of 
Experiments Using Laboratory Animals. ILAR 
Journal, 2002. – Vol. 43. – Iss. 4.- Pp. 244 
– 258 (in Russian).



33

СНИЖЕНИЕ 
НЕФРОТОКСИЧНОСТИ 
ПРОВЕДЕНИЕМ 
ПЕРИТОНЕАЛЬНОГО 
ДИАЛИЗА С ВКЛЮЧЕНИЕМ 
ГИДРОКАРБОНАТА НАТРИЯ 
ПРИ ОТРАВЛЕНИИ КРЫС 
УРАНИЛ АЦЕТАТОМ 
ДИГИДРАТОМ

УДК 615.254.4 : 547.854.4
К.В. Сивак 1, 
Т.Н. Саватеева-Любимова1, 
Т.А. Гуськова2, Р.Г. Гусейнов3 

1Федеральное государственное бюджетное 
учреждение «научно-исследовательский институт 
гриппа имени а.а. Смородинцева» Министерства 
здравоохранения российской Федерации (ФгБУ 
«нИИ гриппа им. а.а. Смородинцева» Минздрава 
россии), 197376, г. Санкт-Петербург, российская 
Федерация
2Центр трансфера фармацевтических технологий 
им. М.в. дорогова Ярославского государственного 
педагогического университета им. К.д. Ушинского, 
150010, г. Ярославль, российская Федерация
3Санкт-Петербургское государственное бюджетное 
учреждение здравоохранения Клиническая 
больница Святителя луки (СПб гБУЗ Клиническая 
больница Святителя луки), 194044, Санкт-
Петербург, российская Федерация

В статье представлены результаты экспериментального исследования при отравлении крыс 
уранил ацетатом дигидратом (1 LD50). Целью данной работы являлось изучение эффек-
тивности включения гидрокарбоната натрия в состав раствора для перитонеального диа-

лиза в отношении клиренса урана и выживаемости крыс. Процедуру перитонеального диализа 
проводили в «остром» режиме 1 день в течение 5 часов. Каждая крыса получала суммарно 6 за-
полнений брюшного пространства и 6 сливов ультрафильтрата. Разница при включении в состав 
стандартного раствора гидрокарбоната натрия (Б, 1,5%) составила для рН ∆=1,71, ЕС ∆=5055 
мкСм/см и TDS ∆=2527 мг/л. Введение раствора Б привело к увеличению скорости перитоне-
ального клиренса урана PCl[238U] на 276,2% (р=0,0286, критерий Манна-Уитни) по сравнению со 
стандартным раствором А без натрия гидрокарбоната. Динамика ультрафильтрации характе-
ризовалась линейным ростом от 1 до 3 сеанса (угол наклона линейной регрессии 70°) с выходом 
на плато к 3 сеансу. Величина URR составила 65,4% в 1-е сутки, 65% в 3-е сутки и 69,1% на 7-е 
сутки наблюдения. Результаты теста Мантела-Кокса показали, что перитонеальный диализ с 
добавлением гидрокарбоната натрия в качестве антидота (раствор Б) способствовал достовер-
ному увеличению постдиализной выживаемости крыс (р=0,0018 по сравнению с группой нега-
тивного контроля, р=0,0425 по сравнению с диализом раствором А).
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Введение. Ренальная форма острого повреж-
дения почек (ОПП) при воздействии прямых 
нефротоксинов характеризуется развитием ток-
сического острого канальцевого некроза [1], пато-
генетически наиболее близкого к ишемическому 
повреждению почек [2]. Уранил ацетат дигидрат 
(УАД) представляет собой политропный яд с 

максимальным действием на проксимальные 
канальцы нефронов почек [3, 4, 5, 6]. Уран инги-
бирует натрий-зависимый транспорт глюкозы и 
неорганического фосфата, активность АТФ-аз, 
гексокиназы в клетках S3-зоны почечных каналь-
цев. В результате поражения почечных каналь-
цев нефронов развивается острое повреждение 
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почек (ОПП) [3 - 8]. В отличие от меркаптосодер-
жащих, гидроксипиридонатных (HOPO) соеди-
нений и диэтилентриаминпентаацетата (ДТПА) 
наибольшую клиническую эффективность при 
инкорпорации ураном проявил гидрокарбонат 
натрия (внутривенное и пероральное введение), 
включенный в стандарт лечения радиационным 
центром экстренной помощи REAC/TS [9 - 11]. 
Экспериментально эффективность натрия ги-
дрокарбоната была выявлена в диапазоне доз 
от 0,1 до 1 г/сут у крыс при отравлении нитра-
том уранила [9]. Гидрокарбонат ион связывается 
с ураном в крови, способствует его выведению и 
предотвращает реабсорбцию урана в почечных 
канальцах [9, 10, 11]. Одним из перспективных 
методов интракорпоральной детоксикации при 
экзогенных отравлениях является «острый» пе-
ритонеальный диализ (ПД) [1, 12], при котором 
в качестве полупроницаемой диализной мембра-
ны выступает собственная брюшина пациента. 
Однако эффективность включения антидотов в 
раствор для диализа с целью увеличения скоро-
сти выведения токсикантов или их метаболитов 
через брюшину практически не изучена.

Целью данного исследования являлось изуче-
ние эффективности ПД в отношении клиренса 
урана при включении в раствор гидрокарбоната 
натрия. Для достижения поставленной цели были 
сформулированы следующие задачи: смоделиро-
вать острое отравление нефротоксином УАД на 
лабораторных животных; провести сеансы ПД, 
забор сливов и образцов крови, пробоподготовку 
и анализ уровня урана в диализате; оценить по-
казатели эффективности ПД; провести сравни-
тельную оценку выживаемости животных.

Материалы и методы исследования. Для про-
ведения ПД приготавливали стандартный рас-
твор (А), содержащий стерильные фармакопей-
ные субстанции: глюкозы моногидрат, калия 
хлорид, натрия хлорид, натрия ацетат тригидрат, 
и раствор (Б), содержащий, помимо вышеуказан-
ных компонентов, субстанцию натрия гидрокар-
боната (Медполимер фирма, ПФК АО, Россия). 
Растворы готовили из навесок порошков суб-
станций. Точность весов GR-300 устанавлива-
ли до процедуры взвешивания. В асептических 
условиях навески помещали в мерные колбы, 
растворяли и доводили до метки водой очищен-
ной. После этого растворы фильтровали через 
шприц-фильтр с диаметром пор 0,22 мкм и по-
мещали в стерильные маркированные контей-
неры. Для опытных серий растворов проводили 
физико-химическое исследование сходимости 
результатов с потенциометрическим измерением 
уровня рН (ед.), кондуктометрическим опреде-
лением электропроводности ЕС (мкСм/см) и об-
щего солесодержания TDS (ppm = мг/л) (Hanna 
Instruments). Эксперимент in vivo выполнен на 

самцах крыс Sprague-Dawley с массой тела 260-
320 г, полученных из питомника лабораторных 
животных «Пущино». Экспериментальное иссле-
дование проведено в соответствии с этическими 
принципами обращения с лабораторными жи-
вотными и регулирующими актами. Категория 
боли: D – боль и страдания, облегчаемые над-
лежащим способом (применялся ксилазин, 10 и 
золетил, 50 мг/кг) [13]. Крысы были разделены 
на 3 группы: 1 группа – животные, получавшие 
УАД в дозе 20 мг/кг однократно внутрибрюш-
инно (в/б) (негативный контроль, n=8); 2 груп-
па – животные, получавшие УАД в дозе 20 мг/кг 
однократно в/б за 43 часа до начала стандартно-
го ПД (раствор А) (n=20), 3 группа – животные, 
получавшие УАД в дозе 20 мг/кг однократно в/б 
за 43 часа до начала ПД с добавлением гидрокар-
боната натрия (раствор Б) (n=20). Для модели-
рования ОПП животных за 10 ч лишали корма 
и вводили однократно в/б раствор УАД в дозе 20 
мг/кг (1  LD50). Наркотизированным животным 
растворы А и Б вливали (V in) в брюшное про-
странство правого нижнего квадрата через иглу 
N25G и силиконовый гепаринизированный ка-
тетер с двумя полиэфирными манжетами по си-
стеме термостата с температурой 38°С (Shellab) с 
помощью перистальтического насоса Pharmacia 
(Uppsala) со скоростью 2 мл/мин в эффективном 
объеме 100 мл/кг и времени экспозиции 40 минут 
(каждый сеанс) с последующим обратным слива-
нием через насос в емкости для сбора диализата 
(V ex). Объемы измеряли. Процедуру ПД прово-
дили в «остром» режиме 1 день в течение 5 часов. 
Каждая крыса получала суммарно 6 заполнений 
брюшного пространства и 6 сливов ультрафиль-
трата. Величину относительной ультрафильтра-
ции вычисляли по соотношению объемов V ex к 
V in по каждому сеансу, а затем строили графи-
ки линейной регрессии. При необходимости до-
зу наркотизирующих веществ вводили повторно. 
Концентрацию изотопа урана-238 [238U] определя-
ли в суммарном перитонеальном диализате после 
его СВЧ-минерализации (Start D, MileStone) на 
масс-спектрометре с индуктивно связанной плаз-
мой ИСП-МС высокого разрешения (Element 2, 
ThermoScientific) в лаборатории токсикологиче-
ской химии неорганических соединений (ФГБУН 
ИТ ФМБА России) под руководством к.х.н. Ива-
ненко Натальи Борисовны. Концентрацию ура-
на 238U выражали в мкг/л, рассчитывали пери-
тонеальный клиренс урана (PCl[238U]) в мкг за 6 
сеансов диализа по уравнению PCl[238U] = C[238U], 
мкг/л  V ex, л. С целью проведения биохимиче-
ских исследований у этих же животных отбира-
ли образцы крови из хвостовой вены до начала 
диализа и после 6-го сеанса диализа, а также на 
3-е и 7-е сутки наблюдения. В сыворотке крови и 
перитонеальном диализате мочевину определяли 
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энзиматическим УФ-методом с помощью набора 
Fluitest UREA фирмы Analyticon на автоматиче-
ском биохимическом анализаторе Keylab (BPC 
BioSed srl). Расчет URR (доля снижения уровня 
мочевины, %) проводили по уравнению URR = 
(1 – Urpost/Urpre) 100%, где Urpre концентрация мо-
чевины в крови до начала диализа, Urpost концен-
трация мочевины в крови после диализа. Живот-
ных выводили из эксперимента путем плановой 
эвтаназии, которую проводили на 10-е сутки 
путем одномоментной декапитации под лег-
ким наркозом (применялся ксилазин и золетил). 
Для погибших животных проводили вскрытие с 
установлением причин смерти. Обработку дан-
ных выполняли с использованием пакета стати-
стических программ GraphPad Prism 6.0 (США). 
Для регистрируемых количественных перемен-
ных рассчитывали параметры описательной ста-
тистики. Данные представлены в виде среднего 
(M) и его ошибки (±SE), 95% доверительного ин-
тервала (95% C.I.). В фармацевтических исследо-
ваниях оценивали коэффициент вариации 10-ти 
последовательных измерений (CV10). Отличия 
между выборками оценивали с помощью непа-
раметрических критериев Краскела-Уоллиса и 
Данна (при неравных выборках), Манна-Уитни 
для парных сравнений и считали значимыми при 
уровне р<0,05. Для оценки выживаемости стро-
или графики Каплана-Мейера. Достоверность 
различий кривых выживаемости оценивали с по-
мощью log-rank теста Мантела-Кокса и считали 
значимыми при уровне р<0,05.

Результаты и обсуждение. Были приготовле-
ны и протестированы растворы А и Б по анало-
гии с известным раствором «Дианил», в котором 
лактат натрия заменен на ацетат и исключены 
соли магния и кальция: раствор А (2,3% глюко-
зы, 0,04% калия хлорида, 0,55% натрия хлорида, 
0,50% натрия ацетата) и раствор Б (2,3% глюко-
зы, 0,04% калия хлорида, 0,55% натрия хлорида, 
0,50% натрия ацетата + 1,50% натрия гидрокар-
боната). Анализ физико-химических параметров 
растворов А и Б показал, что величины их по-
казателей находятся в приемлемом диапазо-
не (рН 6-7,6, ЕС 12-16 мСм/см). Так, рН соста-
вил 5,97±0,004 (95% C.I.=5,94-6,00, CV10=0,24%) 
для раствора А и 7,68±0,01 (95% C.I.=7,61-7,75, 
CV10=0,43%) для раствора Б. Электропроводность 
ЕС составила для раствора А 11093,4±44,4 (95% 
C.I.=10812-11374, CV10=1,27%), а для Б – 16148±49,2 
(95% C.I.=15836-16458, CV10=0,96%) мкСм/см. Об-
щее солесодержание TDS, с учетом гашения от 
присутствия глюкозы, для раствора А состави-
ло 5546,5±22,2 (95% C.I.=5405-5687, CV10=1,27%) и 
Б – 8073,4±24,6 (95% C.I.=7917-8228, CV10=0,96%) 
мг/л. Разница при введении в состав раствора Б 
гидрокарбоната натрия составила для рН ∆=1,71, 
ЕС ∆=5055 мкСм/см и TDS ∆=2527 мг/л. С учетом 

более щелочной реакции раствора Б ожидалось 
получение терапевтически значимого влияния 
на состояние метаболического ацидоза, сопро-
вождающего ОПП токсического генеза [1, 5, 7], 
повышения величины ультрафильтрации за счет 
более высокой осмолярности, увеличения выжи-
ваемости животных, а также предупреждение 
развития инкапсулированного перитонеального 
склероза [14].

Для оценки эффективности процедуру ПД 
проводили, начиная с 43 часа после отравления, 
когда большая часть урана, поступившего в си-
стемный кровоток, подвергается 1 фазе элими-
нации через почки (быстро выводящаяся фрак-
ция с Тбиол = 1,8 дня). Данные временные условия 
воспроизводят клиническую ситуацию у людей. 
Сравнительный анализ эффективности удале-
ния урана [238U] из организма за 6 сеансов ПД к 
48 часам после отравления показал, что включе-
ние в состав раствора Б гидрокарбоната натрия 
приводит к увеличению скорости выведения 
токсичного элемента PCl[238U] (перитонеальный 
клиренс) на 276,2% (р=0,0286, критерий Манна-
Уитни) по сравнению с раствором А. Получен-
ные данные представлены на рисунке 1.

Динамика ультрафильтрации (Vex/Vin, отн.
ед.) во 2-й группе животных характеризовалась 
среднечасовой скоростью 1,06 отн.ед., линейным 
ростом от 1 до 3 сеанса (угол наклона линейной 
регрессии 40°) с выходом на плато к 4 сеансу ПД 
(+27,4% ко 2-му сеансу, +41,1% к 3-му сеансу и 

Рис. 1. Величина перитонеального клиренса PCl[238U] у 
крыс с острым повреждением почек токсического генеза 
через 48 часов после отравления УАД на фоне введения 
растворов А (стандартный ПД) и Б (ПД с антидотом). По 
оси абсцисс экспериментальные группы, по оси ординат – 
суммарное количество удаленного урана [238U] за сеансы 
диализа.
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+62,3% к 4-му сеансу). В 3-й группе крыс, полу-
чавших ПД раствором Б, динамика ультрафиль-
трации (рис. 2) характеризовалась среднечасовой 
скоростью 1,12 отн.ед., линейным ростом от 1 до 
3 сеанса (угол наклона линейной регрессии 70°) с 
выходом на плато к 3 сеансу ПД (+48,7% ко 2-му 
сеансу, +68,5,1% к 3-му сеансу). Статистически 
достоверные различия отмечали при сравнении 
групп ПД раствором А, 1-й сеанс vs. ПД раство-
ром Б, 3-й сеанс (р=0,026), ПД раствором А, 1-й 
сеанс vs. ПД раствором Б, 6-й сеанс (р=0,018), ПД 
раствором Б, 1-й сеанс vs. ПД раствором Б, 3-й се-
анс (р=0,024), и ПД раствором Б, 1-й сеанс vs. ПД 
раствором Б, 6-й сеанс (р=0,016). 

Доля снижения уровня мочевины (URR) соста-
вила более 60% (рис. 2). Так, в группе № 2 у крыс, 
получавших ПД раствором А, величина URR в 
1-е сутки составила 64,8%, что рассматривалось 
как адекватный режим диализа. При наблюдении 
на 3-е сутки величина URR несколько снижалась 
и составила 57,8%, а при наблюдении на 7-е сут-
ки снова увеличивалась до 68,5%. Во 3-ей груп-
пе крыс, получавших ПД раствором Б, величина 
URR составила 65,4% в 1-е сутки, 65% в 3-е сутки 
и 69,1% на 7-е сутки наблюдения. При этом ста-

тистически значимые различия были выявлены 
при сравнении групп ПД раствором А, 3-е сутки 
vs. ПД раствором Б, 7-е сутки (р=0,029). Получен-
ные результаты представлены на рисунке 2.

Результаты теста Мантела-Кокса показа-
ли, что в отличие от диализа раствором А (по-
гибло 10 из 20 крыс, р=0,0452 по сравнению с 
группой негативного контроля) ПД с добавле-
нием гидрокарбоната натрия (раствор Б) спо-
собствовал достоверному увеличению постди-
ализной выживаемости крыс (погибло 4 из 20, 
р=0,0018 по сравнению с группой негативного 
контроля, р=0,0425 по сравнению с диализом 
раствором А). Данные отражены на рисунке 
3. Смертность животных в группе негативно-
го контроля (без лечения) составила 75% (6/8), 
что соответствовало ожидаемой смертности от 
введения расчетной дозы токсиканта. Концен-
трация мочевины в крови отравленных крыс 
в премортальный период составляла более 40 
ммоль/л. При вскрытии погибших крыс из всех 
экспериментальных групп были отмечены при-
знаки гипергидратации легких, дилатация ка-
мер сердца, отек головного мозга, развившиеся 
вследствие симметричного кортикального не-
кроза почек. Нами высказано предположение, 
что при базальном высоком уровне мочевины 
к концу вторых суток после острого отравле-
ния ураном (>40 ммоль/л) эффективность лю-
бых методов интра- или экстракорпорального 
очищения не будет способствовать увеличе-
нию выживаемости из-за индивидуальной по-
вышенной восприимчивости к действию данно-
го нефротоксина.

Полученные результаты продемонстрировали, 
что включение гидрокарбоната натрия в состав 
диализирующего раствора способствует увели-
чению доли удаляемого урана [238U] из организ-
ма животных в 4 раза за счет связывания в бо-
лее прочный гидрокарбонатный комплекс урана 
(константа стабильности уранил-бикарбоната 
Kstab = 1,1 × 1018), а также повышения скорости 
ультрафильтрации и удаления мочевины за счет 
большей осмолярности раствора. В свою очередь 
увеличение перитонеального клиренса урана 
способствует повышению уровня выживаемости 
отравленных животных. Таким образом, гидро-
карбонат натрия можно считать эффективным 
антидотом в схеме применения при перитонеаль-
ном диализе в случае острого отравления УАД.  

Заключение. При отравлении соединениями 
урана токсический элемент находится в цирку-
ляции в виде равновесного соотношения ком-
плексов с альбумином, липопротеинами и гидро-
карбонатом плазмы крови. Последний комплекс 
является наиболее стабильным, что лежит в ос-
нове использования гидрокарбоната натрия в 
качестве антидота при отравлении нефроток-

Рис. 2. Динамика ультрафильтрации в первый день 
диализа (D) и доля снижения уровня мочевины URR, 
% на 1, 3 и 7 сутки (U) у крыс с острым повреждением 
почек токсического генеза на фоне введения растворов 
А (стандартный ПД) и Б (ПД с антидотом). По оси абсцисс 
в D число сеансов диализа, в U – величина URR, по 
оси ординат – в D индекс ультрафильтрации, в U – 
экспериментальные группы.
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сичным ураном. При удалении комплекса с ги-
дрокарбонатом, например, при фильтрации в 
почках, равновесное соотношение нарушается, 
и новые порции токсиканта при продолжении 
введения гидрокарбоната натрия отщепляются 
из комплексов с альбумином и липопротеинами, 
в результате чего снижается степень поврежде-
ния органов-мишеней. Введение в состав рас-

твора для ПД гидрокарбоната натрия в качестве 
антидота способствовало увеличению перито-
неального клиренса урана PCl[238U] на 276,2% по 
сравнению со стандартным раствором, линейно-
му росту ультрафильтрации, снижению уровня 
гиперазотемии, что сопровождалось достовер-
ным увеличением постдиализной выживаемости 
крыс.

Рис. 3. Графики выживаемости Каплана-Мейера крыс с острым повреждением почек 
токсического генеза на фоне введения растворов А (стандартный ПД) и Б (ПД с антидотом). По 
оси абсцисс дни эксперимента, по оси ординат – доля выживших крыс в %.
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REDUCTION OF NEPHROTOXICITY BY PERITONEAL DIALYSIS 
WITH ADDITION OF SODIUM HYDROCARBONATE DURING POISONING WITH URANIUM 

ACETATE DIHYDRATE IN RAT

1A.A. Smorodintsev Research Institute of Infl uenza, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 197376, Saint Petersburg, 
Russian Federation
2M.V. Dorogov Yaroslavl Center for the Transfer of Pharmaceutical Technologies, K.D. Ushinsky Yaroslavl State Pedagogical 
University, 150010, Yaroslavl, Russian Federation
3Clinical Hospital of St. Luka (Saint Petersburg Clinical Hospital of St. Luka), 194044, Saint Petersburg, Russian Federation

The article presents the results of an experimental study on rats’ poisoning with uranyl acetate dihydrate (1  DL50). 
The aim of this work was to investigate the effectiveness to the sodium bicarbonate additive to the composition 
of the solution for peritoneal dialysis in relation to uranium clearance and survival of rats. The procedure of 
peritoneal dialysis was carried out in the “acute” mode in 1 day for 5 hours. Each rat received a total of 6 abdominal 
fillings and 6 ultrafiltration drains. The differences for pH ∆=1.71, EC ∆=5055 µS / cm and TDS ∆=2527 mg / L 
have been observed by addition of sodium bicarbonate (B, 1.5%) to the standard solution. The administration of 
solution B led to an increase in the rate of peritoneal clearance of uranium PCl 238U by 276.2% (p=0.0286, Mann-
Whitney criterion) compared to standard solution A without sodium bicarbonate. The dynamics of ultrafiltration 
were characterized by a linear growth from 1 to 3 sessions (the slope of the linear regression is 70°) to an exit to the 
plateau by 3 sessions. The URR was 65.4% in the 1st day, 65% in the 3rd day, and 69.1% in the 7th day. The results 
of the Mantel-Cox test have showed that peritoneal dialysis with the addition of sodium bicarbonate as an antidote 
(solution B) contributed to a significant increase in postdialysis survival of rats (p=0.0018 compared to the negative 
control group, p=0.0425 compared to dialysis solution A).

Keywords: uranium, 238U, rats, acute kidney injury, “acute” peritoneal dialysis, peritoneal clearance, ultrafiltration, 
PCl 238U, URR.
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ОЦЕНКА КАНЦЕРОГЕННОГО РИСКА 
ЗДОРОВЬЮ НАСЕЛЕНИЯ ПРИ 
ИСПОЛЬЗОВАНИИ ПОДЗЕМНЫХ 
ВОД С ВЫСОКИМ СОДЕРЖАНИЕМ 
МЫШЬЯКА В КАЧЕСТВЕ 
ИСТОЧНИКОВ ПИТЬЕВОГО 
ВОДОСНАБЖЕНИЯ НА ПРИМЕРЕ 
РЕСПУБЛИКИ ДАГЕСТАН

УДК 614.2 : 615.277.4 : 661.64 : 628.1

Т.О. Абдулмуталимова

ФгБУн Институт геологии 
дагестанского научного 
центра российской 
академии наук, 367030, 
г. Махачкала, российская 
Федерация

Проведена гигиеническая оценка питьевых подземных вод, используемых для питьево-
го водоснабжения населением северной части Республики Дагестан  на протяжении не-
скольких десятилетий. Выявлено содержание мышьяка в источниках питьевого водоснаб-

жения выше допустимого норматива ВОЗ до 50 раз. Использование региональных факторов 
водопотребления позволило рассчитать индивидуальный и популяционный канцерогенные ри-
ски для населения при длительном использовании подземных вод для питьевого водоснабже-
ния. Показано, что индивидуальный канцерогенный риск составил при минимальной концен-
трации (0,01мг/л) – 4,3E-4;  при максимальной концентрации (0,5 мг/л) – 2,1E-2, соответственно, 
при среднем значении 0,14 мг/ л – 6,0E-3. Выявленные уровни пожизненных индивидуальных 
канцерогенных рисков (в течение 70 лет) превышают «допустимый» (целевой) уровень (10-5) 
и оцениваются как неприемлемые для сохранения здоровья населения. Для экспонированного 
населения исследованных районов Северного Дагестана (309,7 тыс. чел) величины популяцион-
ных годовых канцерогенных рисков, отражающих дополнительное (к фоновому) число случаев 
злокачественных новообразований, способных возникнуть в течение года, составили от 1 до 95 
случаев.  Результаты данного исследования позволили выявить территории с высоким уровнем 
содержания мышьяка в питьевой воде и определить экспонируемую часть населения для осу-
ществления мер по снижению риска. Для оценки экспозиции населения и установления связи 
между воздействием мышьяка и его кумуляцией в организме человека был проведен биомони-
торинг, результаты которого позволили установить достоверную корреляцию между содержа-
нием мышьяка в волосах экспонируемых жителей и его содержанием в потребляемой питьевой 
воде.

Ключевые слова: мышьяк, подземные воды, питьевая вода, канцерогенный риск.

Абдулмуталимова Тамила Омариевна (Abdulmutalimova Tamila Omarievna), кандидат биологических наук, научный сотрудник лаборатории гидрогеологии 
и геоэкологии ФгБУн Института геологии дагестанского научного центра российской академии наук

Введение. Проблема неблагоприятного влия-
ния факторов окружающей среды на состояние 
здоровья населения в последнее время приобре-
тает всё большую актуальность. Содержание не-
которых токсичных контаминантов в объектах 
окружающей среды определяет необходимость 
оценки их воздействия на здоровье населения для 
своевременного принятия необходимых управ-

ленческих мер с целью предотвращения и про-
филактики заболеваний, связанных с дисбалан-
сом микроэлементного статуса населения.

Известно, что уровень общественного здоро-
вья и качество окружающей среды на различных 
территориях в значительной степени определя-
ются биогеохимической ситуацией, в т.ч. геохи-
мическим составом подземных вод. В северной 

КОНКУРС НАУЧНЫХ РАБОТ МОЛОДЫХ 
УЧЕНЫХ И СПЕЦИАЛИСТОВ 
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части Дагестана подземные артезианские воды 
являются единственным источником питьевого 
водоснабжения. Эти воды имеют стабильный хи-
мический состав и хорошие вкусовые качества, 
однако, не соответствуют гигиеническим требо-
ваниям по содержанию мышьяка, накоплению 
которого способствуют особенности геологиче-
ского строения данной территории [1-3]. 

В литературе накоплен достаточно большой 
материал по воздействию мышьяка на здоровье 
человека [4-7]. Установлено, что при повышен-
ном его содержании в среде обитания и хрони-
ческом поступлении в организм, происходит ку-
муляция мышьяка в тканях и органах человека, 
способствуя развитию предпатологических и па-
тологических состояний. Более того, основыва-
ясь на достоверных сведениях, подтверждающих 
канцерогенный характер воздействия мышьяка 
на человека, МАИР включило мышьяк и его со-
единения в первую, наиболее опасную для здо-
ровья группу канцерогенов [8], поэтому оценка 
риска хронического перорального воздействия 
мышьяка здоровью населения Северного Даге-
стана крайне актуальна. 

В международной практике, в том числе и в 
России, методология оценки риска широко ис-
пользуется как аналитический инструмент 
управления качеством окружающей среды 
и здоровьем населения. Применение методоло-
гии оценки риска для выявления ущерба здо-
ровью населения, вызванного пероральным 
воздействием мышьяка, необходимо для разра-
ботки и обоснования выбора приоритетных пу-
тей управления рисками [9-17]. 

В связи с вышеизложенным, была обоснована 
актуальность исследований, которые велись с це-
лью оценки воздействия артезианских питьевых 
вод с высоким уровнем содержания мышьяка на 
здоровье населения с использованием методоло-
гии оценки риска. Для подтверждения кумуля-
ции мышьяка в организме экспонированных жи-
телей использовался метод биомониторинга. 

Материалы и методы исследования. Для опре-
деления содержания мышьяка в питьевых водах 
и  биосубстратах (волосах) использовался метод 
атомно-абсорбционной спектрометрии с гидридной 
приставкой (ААС-ГГ), который отличается высо-
кой чувствительностью и селективностью [18]. 

В основу гигиенической характеристики каче-
ства артезианских вод по содержанию мышьяка, 
положены лабораторные исследования, резуль-
таты которых оценивались в соответствии с тре-
бованиями нормативных документов ВОЗ, ГН 
2.1.5.1315-03 [19,20].

Для количественной оценки влияния питьевых 
вод с высоким содержанием мышьяка на состо-
яние здоровья населения использовалась мето-
дология оценки риска для здоровья населения, 

в рамках которой задействован алгоритм, реко-
мендованный ВОЗ и  другими ведущими меж-
дународными организациями. Оценка риска 
для здоровья населения проводилась в соответ-
ствии с «Руководством по оценке риска для здо-
ровья населения при воздействии химических 
веществ, загрязняющих окружающую среду» 
(Р 2.1.10.1920-04). Канцерогенная опасность оце-
нена в отношении индивидуальных и популяци-
онных канцерогенных рисков при хроническом 
пероральном воздействии. 

Для проведения биомониторинга методом слу-
чайной выборки были выбраны жители старше 
30 лет, постоянно проживающие в исследован-
ных населённых пунктах Северного Дагеста-
на с различным уровнем содержания мышьяка 
в питьевых артезианских водах. 

Результаты и обсуждение. Проведенный ана-
лиз содержания мышьяка в питьевой воде выя-
вил:

- Диапазон определяемых концентраций 
мышьяка, который варьирует от 0,01 до 0,5 мг/л, 
в 97 % образцах воды – превышение гигиениче-
ского норматива 0,01 мг/л. 

- Высокое содержание мышьяка в питьевой во-
де (от 0,4 до 0,5 мг/л), обнаруженное в 4,8% образ-
цах питьевой воды; в 79,4 % образцах питьевой 
воды содержание мышьяка – на уровне 0,05-0,3 
мг/л; в 15,8 % образцах воды – низкое содержа-
ние мышьяка (0,01 – 0,04 мг/л). Среднее содержа-
ние мышьяка по районам исследований, состав-
ляющее 0,19 мг/л, что превышает нормативный 
уровень в 19 раз.

- Превышение гигиенического норматива в 20 
и  более раз в  12 населенных пунктах с  общей 
численностью населения  – 15,8 тыс. человек, 
что составляет 3% от общей численности насе-
ления исследованных населенных пунктов (на 
01.01.2014г. – 309,7 тыс. человек). 

На основании полученных данных было про-
ведено ранжирование территории исследований 
по уровню содержания мышьяка в питьевой во-
де. В зависимости от уровня загрязнения питье-
вой воды мышьяком, исследованная территория 
разделена на 5 групп: группа с низкими концен-
трациями мышьяка в диапазоне 0,01 – 0,04 мг/л 
и 4 группы с концентрациями от 0,05 мг/л и вы-
ше (0,05 – 0,09 мг/л; 0,1 – 0,19 мг/л; 0,2 – 0,3 мг/л; 
0,4 -0,5 мг/л). Экспонированная часть населения 
также дифференцирована по уровню содержа-
ния мышьяка в питьевой воде (табл. 1). 

Большая часть населения (53,9 %) потребля-
ет питьевую воду с  содержанием мышьяка до 
0,04 мг/л и около 3 % населения используют для 
питья воду с содержанием мышьяка в 40-50 раз 
выше норматива.

Анализ водопотребления в результате опроса 
460 человек выявил приблизительную структу-
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ру суточного потребления воды населением рай-
онов исследований: 11 % опрошенных респон-
дентов потребляют 1,5 литра воды в день; 74 % 
потребляют 2 литра воды; 15 % – 2,5 литра. По 
оценке органолептических свойств питьевой во-
ды 5 % респондентов отмечают примеси в воде 
и иногда неприятный запах, 11 % опрошенных 
отмечают хорошие органолептические свойства 
воды и  осведомлены неофициально о  несоот-
ветствии потребляемой ими питьевой воды ги-
гиеническому нормативу содержания мышьяка, 
84 % респондентов отмечают высокое качество 
и считают воду пригодной (и даже полезной) для 
потребления. Низкий уровень претензий к ка-
честву связан, прежде всего, с тем, что мышьяк 
даже в концентрации 100 мг/л не меняет органо-
лептические свойства воды и у населения не воз-
никает настороженности в отношении её каче-
ства. Результаты водопотребления, полученные 
в ходе опроса населения, использовались в ходе 
проведения оценки перорального воздействия 
мышьяка на здоровье населения. Индивидуаль-
ный канцерогенный риск (ICR) для жителей ис-
следованных населенных пунктов Северного 
Дагестана в  условиях перорального поступле-
ния мышьяка с питьевой водой составляет: при 
минимальной концентрации (0,01 мг/л) ICRmin – 
4,3E-4; на уровне максимальной концентрации 
(0,5мг/л) ICRmax – 2,1E-2, при среднем значении 
(0,19 мг/л)  – 8,1E-3. Популяционные канцеро-
генные риски для экспонированного населения 
численностью 309,7 тыс. человек при наиболее 
низких (0,01-0,5 мг/л) и  высоких(0,4  – 0,5 мг/л) 
концентрациях мышьяка в питьевой воде соста-
вят от 2 до 95 дополнительных случаев рака в год, 
при средней концентрации мышьяка (0,19 мг/л) – 
36 дополнительных случаев заболеваний в год. 

Фактически численность жителей Северно-
го Дагестана, потребляющих питьевую воду 

с высоким содержанием мышьяка, значительно 
выше, и, следовательно, при экстраполяции на 
все население популяционные риски также бу-
дут на порядок выше. При сохранении уровней 
экспозиции мышьяка, полученных нами в ходе 
исследований, популяционные канцерогенные 
риски для всего экспонированного населения 
Северного Дагестана, численность которого 
510,9 тыс.человек, составят: при минимальном 
уровне содержания мышьяка в  питьевой во-
де (0,01 мг/л) – 3 дополнительных случая забо-
леваний в  год, при максимальном уровне (0,5 
мг/л)  – 125 случаев и  при средней концентра-
ции мышьяка (0,19 мг/л) – 48 дополнительных 
случая заболеваний в год. Полученные в ходе 
данного исследования результаты оценки кан-
церогенного риска находятся на уровне выше 
допустимого согласно Руководству ВОЗ по ка-
честву питьевой воды, который установлен на 
уровне 10-5.

Таким образом, высокие концентрации мышья-
ка в питьевых водах артезианского бассейна об-
уславливают высокие риски развития заболе-
ваний неинфекционной природы, что, в  свою 
очередь, определяет эти воды как непригодные 
для хозяйственно-питьевого использования насе-
лением. 

Уровень мышьяка в волосах является одним 
из показателей его поступления в  организм. 
Концентрация мышьяка в волосах прямо про-
порциональна его концентрации в  питьевой 
воде. Используя волосы в качестве диагности-
ческого биосубстрата и, учитывая кумулятив-
ные свойства мышьяка, можно определить, 
подвергается ли население длительной экспо-
зиции соединений мышьяка. Фоновый уровень 
содержания мышьяка в волосах людей, не под-
вергающихся экспозиции мышьяка, находит-
ся в диапазоне 0,1 – 0,2 мкг/г. При содержании 

Таблица 1
Содержание мышьяка в питьевой воде подземных источников водоснабжения и численность 

экспонированного населения

Район
Содержание мышьяка 
в питьевой воде, мг/л

(ГН-0,01 мг/л)

Частота распределения 
концентраций мышьяка,

%

Численность 
экспонированного 

населения,
тыс. чел.

Доля от общей 
численности населения 
исследованных районов 

Северного Дагестана
(309,7 тыс. чел.), %

1 0,01-0,04 15,8 167134 53,9

2 0,05-0,09 24,7 16985 5,5

3 0,1 – 0,19 36,8 108147 34,9

4 0,2 – 0,3 17,9 9023 2,9

5 0,4 – 0,5 4,8 8444 2,8
6 0,01 – 0,5 100 309733 100
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мышьяка в  волосах более 1,0 мкг/г возмож-
но проявление признаков хронической инток-
сикации и этот показатель рекомендуется как 
пороговый. При данном уровне содержания 
мышьяка в волосах у экспонированных лиц от-
мечались признаки арсенозов.

В ходе проводимого исследования для прове-
дения биомониторинга были выбраны жители, 
постоянно проживающие на территории насе-
ленных пунктов с различным уровнем содержа-
ния мышьяка в питьевых водах и потребляющих 
для питья воду из артезианских скважин. Кон-
центрация мышьяка в питьевой артезианской во-
де данных населенных пунктов составляла: 0,01-
0,04 мг/л; 0,05-0,09 мг/л; 0,1-0,19 мг/л; 0,2 – 0,3 мг/л; 
0,4-0,5 мг/л, соответственно. Выборка состояла 
из 97 человек, из которых 73 (75 %) женщины 
и 24 (25 %) мужчины. Средний возраст жителей 
составил – 51 год.

Результаты анализа содержания мышьяка в во-
лосах представлены в таблице 2.

Таким образом, 10% обследованных жителей 
могут быть отнесены в группу риска по арсенозу, 
так как содержание мышьяка в волосах превы-
шает пороговые значения и подтверждается на-
копление мышьяка в организме. Следует отме-
тить, что содержание мышьяка в волосах выше 
1 мкг/г обнаружено у лиц, потребляющих воду 
с содержанием мышьяка 0,5 мг/л. 

При выявлении зависимости содержания 
мышьяка в волосах обследованных лиц от его 
содержания в питьевой воде, получено уравне-
ние регрессии: y = 1,3661x + 0,1395 (рис.). Соглас-
но приведенному уравнению, при значении кон-
центрации мышьяка (As) в воде, равной 0,1 мг/л 
(значение – х), концентрация мышьяка в волосах 
может составить примерно 0,28 мкг/г (значение – 
у). Или при увеличении концентрации мышьяка 

Таблица 2
Распределение содержания мышьяка в волосах жителей Северного Дагестана

Содержание мышьяка в волосах, мкг/г Число образцов Частота встречаемости, %

< 0,5 56 57,7

0,5 – 0,9 31 32

≥ 1 10 10,3

Рис. Зависимость содержанием мышьяка в волосах обследованных лиц от его концентрации 
в потребляемой питьевой воде.
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в воде на 0,1 мг/л содержание мышьяка в волосах 
возрастает на 0,14 мкг/г.

Выводы.
1. Численность населения исследованной тер-

ритории северной части республики Дагестан, 
использующего артезианскую воду с  превы-
шением нормативной величины мышьяка (0,01 
мг/л), достигает 309,7 тыс. человек. Концентрации 
мышьяка колеблются в пределах 0,01- 0,5 мг/л. 
В 97 % образцах питьевой воды превышен гигие-
нический норматив 0,01 мг/л. 

2. Индивидуальный канцерогенный риск для 
населения районов Северного Дагестана нахо-
дится в диапазоне от 4,3Е-4 до 2,1Е-2, при сред-
нем значении содержания мышьяка (0,19 мг/л) – 
8,14Е-03, т.е. выше приемлемого и  недопустим 
для населения. При сохраняющихся уровнях кон-
центрации мышьяка в питьевой воде 0,01-0,5 мг/л 
популяционные канцерогенные риски составят 
для экспонированного населения численностью 
309,7 тыс. человек:

- при наиболее низких (0,01-0,5 мг/л) и высоких 
(0,4 – 0,5 мг/л) концентрациях мышьяка от 2 до 95 
дополнительных случаев рака в год;

- при среднем уровне содержания мышьяка 
(0,19 мг/л) – 36 дополнительных случаев заболе-
ваний в год. 

3. Результаты определения мышьяка в волосах 
подтверждают предположение о его кумуляции 
в организме вследствие хронической перораль-
ной экспозиции. Была выявлена достоверная 
корреляция между уровнем содержания мышья-
ка в воде и волосах экспонированного населения. 
Среди 57,7% обследованных лиц, содержание 
мышьяка в волосах составляет менее 0,5 мкг/г; 
у 32% – в пределах 0,5-0,9 мкг/г и у 10,3% обсле-
дованных выше 1,0 мкг/г (выше порогового зна-
чения в волосах при котором могут наблюдаться 
симптомы арсенозов). 

4. Необходим постоянный мониторинг каче-
ства питьевых вод по содержанию мышьяка; 
проведение углубленных эпидемиологических 
исследований в районах, приуроченных к арте-
зианскому бассейну; инвентаризация существую-
щих артезианских скважин и организация их зон 
санитарной охраны; обеспечение режима эксплу-
атации самоизливающихся артезианских сква-
жин; разработка технологий очистки питьевых 
вод от мышьяка, оптимальных для региональ-
ных особенностей территории, эффективных, 
экономически выгодных и удобных в эксплуата-
ции для обеспечения санитарно-эпидемиологиче-
ского благополучия населения. 
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T.O. Abdulmutalimova

ASSESSMENT OF CARCINOGENIC RISK TO PUBLIC HEALTH WHEN USING 
GROUNDWATER WITH HIGH ARSENIC CONTENT AS SOURCES OF DRINKING WATER 

SUPPLY ON THE EXAMPLE OF THE REPUBLIC OF DAGESTAN

Institute of Geology of the Dagestan Scientifi c Center of the Russian Academy of Sciences, 367030, Makhachkala, Russian 
Federation

Hygienic assessment of drinking groundwater used for drinking water supply by the population of the Northern 
part of the Republic of Dagestan for several decades has been carried out. The content of arsenic in drinking 
water sources was found to be up to 50 times higher than the permissible WHO standard. The use of regional 
factors of water consumption allowed to calculate individual and population carcinogenic risks to the population 
during long-term use of groundwater for drinking water supply. It was shown that the individual carcinogenic risk 
was 4,3E-4 at the minimum concentration of 0,01 mg/L; 2,1E-2 at the maximum concentration of 0,5 mg/L, and 
6,0E-3 at the average value of 0,14 mg/L, respectively. The identified levels of lifetime individual carcinogenic risks 
(over 70 years) exceed the «acceptable» (target) level of 10-5 and are assessed as unacceptable for the preservation 
of public health. For the exposed population of the studied regions of Northern Dagestan (309,7 thousand) the 
values of population annual carcinogenic risks, reflecting the additional (to the background) number of cases of 
malignant neoplasms that can occur during the year, ranged from 1 to 95 cases. The results of this study allowed 
to identify areas with high levels of arsenic in drinking water and to identify the exposed part of the population 
for the implementation of measures to reduce the risk. To assess the population’s exposure and establish a link 
between exposure to arsenic and its accumulation in humans, the biomonitoring has been conducted, the results 
of which allowed to identify the correlation between arsenic content in hair of residents and it’s exhibited content 
in consumed drinking water.

Keywords: arsenic, groundwater, drinking water, carcinogenic risk.
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА HMOX1 
В ПЕЧЕНИ КРЫС 
С ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМ 
ТЕТРАХЛОРМЕТАНОВЫМ 
ГЕПАТИТОМ И ЕЕ ИЗМЕНЕНИЕ 
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В статье представлено сравнительное влияние гепатопротекторных препаратов (гептрал, 
мексидол и метилурацил) на экспрессию гена Hmox1 при токсическом поражении печени, 
индуцированном тетрахлорметаном (CCl4). Исследования проведены на 70 самцах белых 

беспородных крыс. Изменения в экспрессии гена Hmox1 имели более выраженный характер че-
рез 72 ч после введения CCl4. Однако под влиянием препаратов изменения кратности экспрессии 
в наибольшей степени отмечались через 24 ч. Экспрессия гена Hmox1 возрастала в ответ на все 
указанные обработки. Наиболее выраженный ответ был получен при использовании оксимети-
лурацила. Таким образом, в условиях токсического действия CCl4 гепатопротекторные препа-
раты усиливали защитно-адаптационные механизмы, индуцируя активность и экспрессию гена 
Hmox1.

Ключевые слова: токсическое поражение печени, тетрахлорметан, экспрессия генов, гепато-
протекторы.
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Введение. Токсические поражения печени за-
нимают значительное место в общей структуре 
заболеваний и являются достаточно широко рас-
пространенной патологией как в России, так и за 
рубежом [1]. Одной из наиболее распространен-
ных причин данных заболеваний являются воз-
действия гепатотоксических агентов различного 
происхождения, вызывающих той или иной сте-
пени выраженности морфологические измене-
ния ткани печени и связанные с ними обменные 
нарушения. Для моделирования поражения пече-
ни у животных широко используется тетрахлор-
метан (CCl4), который способен инициировать в 
печени оксидативный стресс, белковую и жиро-
вую дистрофию гепатоцитов [2, 3]. Известно, что 

CCl4 вызывает некроз печени [4, 5]. При этом не-
которые исследования предполагают, что CCl4 
вызывает не только некроз, но также может ин-
дуцировать апоптоз гепатоцитов [6, 7]. Значи-
тельное распространение получила гипотеза 
активации апоптоза в условиях умеренных ток-
сических воздействий, недостаточных для разви-
тия некроза. На примере действия CCl4 на клетки 
печени было показано, что низкие дозы данного 
токсиканта инициируют апоптоз [8]. 

В связи с низкой эффективностью современ-
ных методов лечения токсических поражений 
печени, а также малой изученностью молеку-
лярных механизмов этих заболеваний значи-
тельный интерес представляет поиск средств, 
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увеличивающих резистентность печени к па-
тологическим воздействиям и усиливающих 
ее обезвреживающие функции путем повыше-
ния активности ее ферментных систем, а также 
способствующих восстановлению ее функций 
при различных повреждениях. Существен-
на роль так называемых гепатопротекторов 
– препаратов, защищающих печень от повре-
ждающего воздействия экзогенных или эндо-
генных факторов и/или ускоряющих ее нор-
мальную регенерацию. Возможно, среди них 
особое внимание стоит уделить таким препа-
ратам, как гептрал, мексидол и метилурацил. 
Ранее полученные на экспериментальных мо-
делях результаты свидетельствуют об антиок-
сидантном эффекте данных препаратов при по-
ражении печени [9-11].

В последнее время внимание ученых привлека-
ет исследование особых микросомальных фер-
ментов – гемоксигеназ, способных активировать 
как защитно-адаптационные механизмы, так и 
деструктивно-патологические [12]. Гемоксигена-
зная система играет ведущую роль в поддержа-
нии функционального и структурного гомеоста-
за печени. Имеются данные о том, что экспрессия 
гемоксигеназы может быть индуцирована с по-
мощью многих агентов, в том числе CCl4. Ранее 
было отмечено, что гемоксигеназа-1 индуцирует-
ся в печени крыс, получавших CCl4. Так, введение 
CCl4 приводило к заметному усилению активно-
сти фермента гемоксигеназы-1 в печени крыс [13]. 
Также в опытах на крысах CCl4-индуцированное 
повреждение печени сопровождалось повыше-
нием экспрессии в ней гемоксигеназы-1 [14, 15]. 
Исследования показывают, что гемоксигеназы 
способны ингибировать апоптоз клеток печени, 
однако до конца молекулярный механизм дей-
ствия этих ферментов не ясен [16]. 

Цель исследования – изучение экспрессии гена 
Hmox1 в печени крыс, подвергнутых воздействию 
препаратов гептрал, мексидол и метилурацил в 
условиях экспериментального токсического ге-
патита.

Материалы и методы исследования. Экспе-
рименты проводили на 70 самцах белых беспо-
родных крыс массой 170–190 г. Использование 
животных в эксперименте проводилось в соот-
ветствии с правилами, регламентированными 
законодательством Российской Федерации и ре-
комендациями Европейской конвенции о защите 
позвоночных животных, используемых для экс-
периментов в научных или иных целях. В каче-
стве гепатопротекторных средств были изучены 
препараты: гептрал, мексидол и метилурацил. 
Крысы были разделены на пять групп по 7 осо-
бей в каждой: 

1-я группа – контрольная; животным подкожно 
вводили 1 мл оливкового масла; 

2-я группа – животные, которым подкожно вво-
дили 50% масляный раствор тетрахлорметана в 
дозе 2 г/кг;

3-я группа – животные, которым наряду с те-
трахлорметаном вводили внутрибрюшинно 
гептрал 8% раствор в дозе 0,9 мг/кг;

4-я группа – животные, которым наряду с те-
трахлорметаном вводили подкожно мексидол 
1,25% раствор в дозе 1 мг/кг;

5-я группа – животные, которым наряду с те-
трахлорметаном вводили перорально оксимети-
лурацил 0,5% раствор в дозе 50 мг/кг.

Все препараты вводили крысам за 1 час до при-
менения CCl4. Через 24 и 72 ч после введения CCl4 
животных декапитировали и извлекали печень.

Суммарную РНК выделяли из замороженных, 
измельченных в жидком азоте образцов печени 
с использованием реагента ExtractRNA («Евро-
ген», Россия) согласно инструкции производите-
ля. Реакцию обратной транскрипции и получение 
кДНК на основе выделенной РНК производили 
с помощью набора MMLV RT kit и праймеров 
олиго(dT)15 («Евроген», Россия). Для оценки экс-
прессии гена Hmox1 проводили полимеразную 
цепную реакцию с обратной транскрипцией в ре-
жиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ) на ампли-
фикаторе Rotor-Gene Q («Qiagen», Германия). 

Все статистические расчеты производили с по-
мощью программного пакета IBM SPSS Statistics 
21.0 (IBM, США). Использовали однофакторный 
дисперсионный анализ (ANOVA). Различия счи-
тали статистически значимыми при р<0,05.

Результаты и обсуждение. На рисунке пред-
ставлены результаты анализа экспрессии гена 
Hmox1 в печени крыс с CCl4-индуцированным 
токсическим гепатитом, получавших препараты 
гептрал, мексидол и метилурацил, и которые вы-
водились из эксперимента через 24 и 72 ч после 
затравки.

Через 24 ч после воздействия CCl4 можно отме-
тить незначительное повышение кратности экс-
прессии гена Hmox1 по сравнению с контрольной 
группой (p>0,05). Введение CCl4 и последующее 
применение гепатопротекторов способствовало 
нарастанию уровня экспрессии гена Hmox1 отно-
сительно группы крыс, получавших только CCl4, 
однако разные препараты вызывали разное по 
величине усиление экспрессии Hmox1. Наиболее 
выраженный ответ был получен при использо-
вании оксиметилурацила, кратность экспрессии 
гена Hmox1 составила 1,52 (р=0,011). При этом 
уровень экспрессии гена Hmox1 у животных, по-
лучавших мексидол, составил 1,35 и достоверно 
отличался от показателя у крыс, получавших 
только CCl4 (-0,05) (р=0,029). Наименьший пока-
затель экспрессии (0,64) оказался в группе жи-
вотных, которым в сочетании с CCl4 вводили 
гептрал (p=0,535). 
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Через 72 ч после введения CCl4 кратность экс-
прессии гена Hmox1 резко увеличилась относи-
тельно контрольного уровня и составила 1,89, 
что является статистически значимым резуль-
татом (p=0,0001). При использовании всех трех 
гепатопротекторных препаратов каких-либо су-
щественных изменений по сравнению с группой, 
получавшей только CCl4 не обнаруживалось. На-
блюдалось незначительное повышение экспрес-
сии исследуемого гена (p>0,05). При этом отмече-
но практически одинаковое влияние препаратов 
на уровень экспрессии гена Hmox1: кратность 
экспрессии у крыс, получавших гептрал, мекси-
дол и оксиметилурацил составила 2,15; 2,39 и 2,11 
соответственно.

Известно, что наиболее выраженные струк-
турные изменения в печени после введения CCl4 
развиваются на третьи сутки эксперимента. В от-
вет на это повреждение запускаются механизмы 
клеточной и внутриклеточной регенерации. Как 
следствие окислительного стресса можно расце-
нивать обнаруженное возрастание в печени крыс 
активности гемоксигеназы через 72 ч после вве-
дения CCl4. Однако под влиянием гепатопротек-
торных препаратов основные изменения уровня 
экспрессии гена Hmox1 наблюдались в первые 
сутки. Под воздействием препаратов очевид-
но повышение кратности экспрессии исследуе-
мого гена, особенно это сильнее выражено при 
использовании мексидола и оксиметилураци-
ла. Положительное влияние гепатопротекторов 
на экспрессию гена Hmox1 подтверждено рядом 
исследований [17]. Кроме того, согласно опубли-

кованным данным, оксиметилурацил оказыва-
ет гепатозащитный эффект, ограничивая выра-
женность некроза и сохраняя метаболизм печени 
крыс за счет положительного влияния на состо-
яние перекисно-антиперекисной системы [18]. 
При экспериментальном токсическом гепатите у 
крыс установлено гепатопротекторное действие 
мексидола, что выражается в улучшении биохи-
мических и морфологических показателей [19]. 
Через 72 ч применение гепатопротекторных пре-
паратов способствовало дальнейшему увеличе-
нию кратности экспрессии гена Hmox1, но иссле-
дуемые показатели статистически достоверно не 
отличались от таковых во всех трех группах пре-
паратов. Возможно полученный результат свя-
зан с тем, что реакция на введение гепатопротек-
торов развивается в большей степени в течение 
первых суток.

Повышение активности гемоксигеназы-1 может 
быть связана с окислительным стрессом, в том 
числе вызванным CCl4, что, возможно, представ-
ляет собой один из механизмов сохранения струк-
турно-функциональной целостности органа [13, 
20]. Индукция гемоксигеназы-1 способствует сни-
жению интенсивности окислительных процессов, 
ингибирует синтез провоспалительных и стимули-
рует выработку противовоспалительных цитоки-
нов [21]. В связи с этим регуляция функциональной 
активности гемоксигеназной системы рассматри-
вается как механизм возможного лечения различ-
ных патологических состояний. Цитопротектор-
ное, противовоспалительное и антиоксидантное 
действие многих соединений через индукцию ге-

Рис. Влияние гептрала, мексидола и оксиметилурацила на экспрессию гена Hmox1 
в печени крыс на фоне поражения тетрахлорметаном 
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моксигеназы-1 было подтверждено в ряде исследо-
ваний [12, 22, 23].

Заключение. Обобщая полученные ре-
зультаты, можно заключить, что при токси-
ческом поражении печени, индуцированном 
тетрахлорметаном, введение гепатопротекто-
ров, возможно, усиливало защитно-адаптаци-
онные механизмы, повышая активность гена 
Hmox1. Однако необходимы дальнейшие ис-

следования для получения данных, характери-
зующих выраженность воспалительных про-
цессов и окислительных повреждений тканей 
печени, равно как и их корреляцию с активно-
стью гена Hmox1, а также по оценке влияния 
гепатопротекторов на транскрипционную ак-
тивность других генов, которые позволят бо-
лее детально охарактеризовать действие пре-
паратов.
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HMOX1 GENE EXPRESSION IN THE LIVER OF RATS WITH EXPERIMENTAL 
TETRACHLOROMETHANE HEPATITIS AND ITS CHANGE UNDER THE INFLUENCE 

OF HEPATOPROTECTORS

Ufa Research Institute of Occupational Health and Human Ecology, 450106, Ufa, Russian Federation

The article presents the comparative effect of hepatoprotective drugs (heptral, mexidol and methyluracil) on 
the expression of the HMOX1 gene in toxic liver damage induced by carbon tetrachloride (CCl4). Studies were 
performed on 70 male white outbred rats. Changes in the expression of the HMOX1 gene were more pronounced 
72 hours after administration of CCl4. However, under the influence of drugs, changes in expression multiplicity 
were most marked after 24 hours. The expression of the HMOX1 gene increased in response to all these treatments. 
The most pronounced response was obtained with the use of oxymethyluracil. Thus, under the toxic action of CCl4 
hepatoprotective drugs enhanced protective and adaptive mechanisms, inducing the activity and expression of the 
HMOX1 gene.

Keywords: toxic liver damage, carbon tetrachloride, gene expression, hepatoprotectors.
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НАУЧНОЕ ОБОСНОВАНИЕ 
ГИГИЕНИЧЕСКИХ РЕГЛАМЕНТОВ 
СОДЕРЖАНИЯ ПИКОЛИНАФЕНА 
В СРЕДЕ ОБИТАНИЯ ЧЕЛОВЕКА

УДК 614.7:632.954+547.821
В.А. Грынчак, И.И. Ильюкова, 
С.И. Сычик

республиканское унитарное 
предприятие «научно-практический 
центр гигиены», Министерство 
здравоохранения республики Беларусь, 
220012, г. Минск, республика Беларусь

На основании доступных литературных данных проведена комплексная токсиколого-гигие-
ническая оценка пиколинафена, нового малоизученного действующего вещества средств 
защиты растений, применяемых для избирательного (селективного) уничтожения расте-

ний. Согласно принятой классификации пиколинафен может быть отнесен к 3 классу опасности 
(умеренно опасное соединение) по общетоксическому лимитирующему признаку вредного дей-
ствия. В результате оценки научно обоснованы гигиенические регламенты действующего ве-
щества в объектах среды обитания человека: ориентировочно безопасный уровень воздействия 
в воздухе рабочей зоны – 0,6 мг/м3, ориентировочно безопасный уровень воздействия в атмос-
ферном воздухе (с.с.) – 0,004 мг/м3, ориентировочно допустимый уровень в воде водоемов – 0,07 
мг/дм3, ориентировочно допустимая концентрация в почве – 0,4 мг/кг, временная допустимая 
суточная доза – 0,015 мг/кг, а также временный максимально допустимый уровень содержания 
остаточных коли честв пиколинафена в зерне зерновых культур – 0,2 мг/кг.

Ключевые слова: пиколинафен, средства защиты растений, гигиенические регламенты, пище-
вые продукты.
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Введение. В настоящее время среди антропо-
генных химических загрязнителей производ-
ственной и  окружающей среды выделяются 
средства защиты растений, широкое использова-
ние которых в сельском хозяйстве обеспечивает 
повышение урожайности и улучшение качества 
производимой сельскохозяйственной продукции. 
В Республике Беларусь, как и во всех развиваю-
щихся странах, отмечена тенденция к увеличе-
нию использования средств защиты растений, 
на основе новых малоизученных действующих 
веществ, одним из которых является пиколина-
фен, применяемый для избирательного (селективно-
го) уничтожения растений [1 4]. Для безопасного 
его производства и применения в сельском хо-
зяйстве, а также в соответствии с требованиями 
межнационального зако нодательства [5], на пер-
вом этапе необходимо провести токсиколого-ги-
гиеническую оценку и  научно обосновать ряд 
временных гигиенических регламентов, что яв-
ляется основой для предотвращения неблагопри-
ятного влияния средств защиты растений на здо-
ровье работающих и населения, а также на среду 
обитания [6 9].

В связи с этим целью работы явилось прове-
дение токсиколого-гигиенической оценки и обо-

снование гигиенических нормативов содержания 
пиколинафена в воде водоемов, воздухе рабочей 
зоны, атмосферном воздухе, почве и зерне зер-
новых культур, а также, установить допустимую 
суточную дозу поступления действующего веще-
ства в организм человека.

Материалы и  методы исследования. Прове-
дение токсиколого-гигиенической оценки и  рас-
чет нормативов производился в  соответствии 
с действую щими техническими нормативно-пра-
вовыми актами [5, 10]: ориентировочно безопас-
ный уровень воздействия в воздухе рабочей зоны 
(ОБУВ в.р.з., мг/м3) [11], ориентировочно безопас-
ный уровень воздействия в атмосферном возду-
хе (ОБУВ с.с., мг/м3) [12], ориентировочно допу-
стимый уровень в воде водоемов (ОДУ, мг/дм3) 
[13], ориентировочно допустимая концентрация 
в почве (ОДК, мг/кг) [14], а также временная до-
пустимая суточная доза (ДСД, мг/кг м.т.человека) 
и временный максимально допустимый уровень 
содержания остаточных коли честв пиколинафе-
на (МДУ ок, мг/кг) в зерне [15]. Для этого были 
использованы физические константы (темпера-
тура кипения (t кип.) 230 oC и плавления (t пл.) 
107 oC) и основные токсикометрические параме-
тры изучаемого действующего вещества. Резуль-
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таты обрабатывали общепринятыми методами 
статистики. 

Результаты и  обсуждение. На первом этапе 
нормирования на основании литературных дан-
ных проведена комплексная токсиколого-гигие-
ническая оценка и установлена ДСД, сопоставле-
ние которой с суммарной величиной загрязнения 
объек тов среды обитания человека позволит 
оценить уровень загрязнения пиколинафена как 
приемлемый и/или недопустимый для состояния 
здоровья населения. Пиколинафен не проявляет 
генотоксичекого потенциала и  канцерогенной 
активности, не тератоген, не обладает избира-
тельной эмбрио- и гонадотоксичностью [16, 17]. 
Согласно принятой классификации может быть 
отнесен к  3 классу опасности (ГОСТ 12.1.007-
76 [18]).

При определении значения ДСД исходили из 
величины минимально недействующей (подпо-
говой) дозы, уста новленной по результатам хро-
нического эксперимента продолжительностью 
12 месяцев на собаках [16], с учетом коэффици-
ента запаса. Подпороговая доза пиколинафена 
по общетоксическому признаку вредности со-
ставила 1,4 мг/кг. Исходя из имеющихся данных, 
с учетом средней массы человека 50 кг и коэффи-
циента запаса 100, рассчитанная величина ДСД – 
0,015 мг/кг.

Одним из важнейших элементов комплексно-
го гигиенического нормирования является раз-
работка ОБУВ действующих веществ средств 
защиты растений в воздухе рабочей зоны в ус-
ловиях производства и  сельскохозяйственного 

применения, в том числе, расчетным методом. 
Прогнозные значения ОБУВ пиколинафена рас-
считывали по формулам, предложенным в мето-
дических рекомендациях № 118-0010 [11] для всех 
групп средств защиты растений (табл. 1).

Результаты анализа полученных значений по-
казали, что наиболее низкое расчетное значение 
регламента – 0,6 мг/м3. Исходя из этого целесоо-
бразно принять ОБУВ пиколинафена в воздухе 
рабочей зоны в условиях сельскохозяйственного 
применения равный 0,6 мг/м3 (пары+аэрозоль). 

Для прогноза ОДУ в воде водоемов применяли 
уравнения, отражающие корреляционные свя-
зи между этой величиной, установленными ток-
сикологическими параметрами, нормативами 
в других объектах среды обитания (воздух рабо-
чей зоны), физическими константами (табл. 2). 

Максимальная недействующая концентрация 
(МНК) действующего вещества пиколинафена 
в воде определялась по формуле: МНК=ДСД А
М/100 N, где А – доля препарата, поступающая 

в организм с водой; М – масса тела человека (кг); 
N – норма водопотребления человека в течение 
суток (л).

Минимальное расчетное значение ОДУ пико-
линафена – вещества, имеющего санитарно-ток-
сикологический признак вредности, составило 
0,03 мг/дм3. Результаты органолептических ис-
следований воды, содержащей пиколинафена на 
уровне минимального расчетного значения, по-
казали, что запах при 20оС и 60оС отсутствует. 
Расчетная МНК пиколинафена с учетом водопо-
требления 3 л/сутки и величины ДСД составила 

Таблица 1
Результаты расчетов величин ОБУВ пиколинафена в воздухе рабочей зоны

Формула Используемый
показатель

Итоговое значение 
ОБУВ в.р.з., мг/м3

lg ОБУВ в.р.з. = 0,63 lg LD50 – 1,75 + f LD50 3,80

lg ОБУВ в.р.з. = 0,58 lg LD50 – 1,96 LD50 1,53

lg ОБУВ в.р.з. = 0,47 lg LD50 + 0,11 lg LD 50К – 2,02 LD50
LD50К

1,30

lg ОБУВ в.р.з. = 0,2 lg LD50 – 0,81 LD50 0,85

lg ОБУВ в.р.з. = 0,01 lg LD50 + 0,28 lg LD 50К – 1,18 LD50
LD50К

0,73

lg ОБУВ в.р.з. = 0,52 lg LD50К + 0,04 – 2,13 LD50К 0,68

ОБУВ в.р.з. = 0,62 lg LC50 – 1,08 LD50 0,60
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0,06 мг/дм3. На основании сопоставления и срав-
нительной оценки прогнозного значения ОДУ, 
выводов по результатам органолептических ис-
следований ориентировочно допустимая концен-
трация пиколинафена в воде водоемов установле-
на по санитарно-токсикологическому критерию 
вредности на уровне 0,03 мг/дм3. МНК при этом 
в 2 раза превышает норматив, что свидетельству-
ет в пользу надежности последнего [13]. При дан-
ной величине норматива в  организм человека 
с водой может поступить 0,09 мг пиколинафена, 
что составит 10,0 % от допустимого суточного 
поступления для человека.

Обоснование ОБУВ соеди нения в атмосфер-
ном воздухе населенных мест проводили по рас-

четам, учиты вающим основные параметры ток-
сичности и величину ОБУВ в.р.з. в соответствие 
с  методическими указаниями № 11-7-2-97 [12] 
(табл. 3).

ОБУВ пиколинафена в  атмосферном возду-
хе установлен на уровне расчетного значения – 
0,004 мг/м3 (преимущественное агрегатное со-
стояние пары+аэрозоль). При данной величине 
ОБУВ в организм человека с атмосферным воз-
духом может поступить 0,08 мг пиколинафена, 
что составит 8,9 % от допустимого суточного по-
ступления для человека. 

Обоснование МДУ ок пиколинафена в продук-
тах питания проводили в соответствии с действу-
ющими рекомендациями [15]. С пищевым раци-

Таблица 2
Результаты расчетов величин ОДУ пиколинафена в воде водоемов

Формула Используемый
показатель

Итоговое значение
ОДУ в воде водоемов, мг/дм3

LD50
LС50

14,40

lg ПДК = – 4,76 + 1,39 lg LD50 LD50 2,40

lg ПДК = – 0,45 + 0,007 t пл. t пл. 1,99

lg ПДК = – 2,12 + 1,7 lg LС50 LС50 0,15

ПДК = – 2,46 + 0,26 lg LС50 + 0,32 lg LD50

LD50
LС50

0,08

lg ПДК = 0,61 lg ОБУВ в.р.з. – 1,0 ОБУВ в.р.з. 0,07

lg ПДК = 0,85 – 0,01 t кип. t кип. 0,03

Таблица 3
Результаты расчетов величин ОБУВ пиколинафена в атмосферном воздухе

Формула Используемый
показатель

Итоговое значение ОБУВ с.с. ат.в., 
мг/м3

lg ОБУВ с.с. ат.в. = – 6,0 + 1,5 lg LD50 LD50 0,35

ОБУВ с.с. ат. в. = 0,58 lg LC50 – 1,6 LD50 0,07

lg ОБУВ с.с. ат.в. = – 1,77 + 0,62 lg ОБУВ в.р.з. ОБУВ в.р.з. 0,01

lg ОБУВ с.с. ат.в. = – 0,7 + 1,7 lg LC50 – 0,8 lg LD50

LC50 
LD50

0,004
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Таблица 4
Результаты расчетов величин ОДК пиколинафена в почве

Формула Используемый 
показатель

Итоговое значение ОДК 
в почве, мг/кг

ОДК = – 0,0143 + 1,539 √ МДУ МДУ 0,67

ОДК = 0,778 + 0,285 lg МДУ МДУ 0,57

ОДК = 0,196 + 1,824 · МДУ МДУ 0,56

ОДК = 0,151 + 2,482 √ ДСД ДСД 0,45

ОДК = 0,739 + 0,161 lg ДСД ДСД 0,44

ОДК = 0,225 + 13,67 · ДСД ДСД 0,40

Таблица 5
Вероятное поступление пиколинафена в организм человека с пищей, водой и воздухом

Продукты, среда Гигиенический 
регламент

Удельное значение 
суточного 

поступления

Вероятное поступление

мг/чел./сутки % от ДСП

Пищевые продукты:
зерновые культуры (зерно) 0,2 мг/кг 0,02 кг 0,076 8,4

Вода 0,03 мг/дм3 3 дм3 0,09 10,0

Атмосферный воздух 0,004 мг/м3 20 м3 0,08 8,9

оном в организм человека может поступить до 
70  % остаточных количеств средства защиты 
растений, обнаруженного во всех средах. В этом 
случае расчетное безопасное поступление пико-
линафена, поступающего с пищевыми продук-
тами, составит 0,63 мг/чел./сутки. МДУ ок для 
зерновых (зерно) установлен на уровне 0,2 мг/кг, 
возможное поступление действующего вещества 
в организм человека, учитывая норму среднесу-
точного потребления 380 г, составит 0,076 мг/чел./
сутки.

Расчет ОДК пиколинафена в почве проводили 
в соответствие с методическими рекомендация-
ми № 127-0010 [14] по величине ДСД и МДУ в пи-
щевой продукции (табл. 4). 

Полученное минимальное расчетное значение 
составило 0,4 мг/кг, что позволяет рекомендо-
вать эту величину в качестве ОДК пиколинафе-
на в почве. По формуле рассчитана концентра-
ция действующего вещества в  почве, которая 
прогнозируется при максимальной норме расхо-
да препаративной формы средства защиты рас-
тений на его основе: С=Р К/200=0,0175, где Р – 
максимальная норма расхода препарата, л/га; 
К – концентрация пиколинафена в препарате, %. 

Следовательно, рассчитанное значение ОДК 
пиколинафена в почве 0,4 мг/кг в 22 раз выше со-
держания, прогнозируемого при максимальной 
норме расхода препарата (2,5 л/га), что свидетель-
ствует о невозможности превышения гигиениче-
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ского норматива при соблюдении максимальной 
нормы расхода препарата.

Возможное суточное поступление пиколинафе-
на в организм человека, равное 0,076 мг/чел/сут., не 
превышает расчетного безопасного поступления 
с пищевыми продуктами 0,63 мг/чел./сутки. При до-
пустимом суточном поступлении (ДСП) 0,9 мг/чел./
сутки возможное суточное поступление пиколи-
нафена в организм человека составит с пищевыми 
продуктами 0,076 мг (8,4 % от ДСП), с водой 0,09 мг 
(10,0 % от ДСП), воздухом 0,08 мг (8,9 % от ДСП), 
в сумме 27,3 % от ДСП (табл. 5). 

Все рассчитанные гигиенические регламен-
ты позволяет контролировать аналитический 

метод определения пиколинафена в воде, поч-
ве, воздухе, растительных материалах [19].

Заключение. Таким образом, проведена ток-
сиколого-гигиеническая оценка и обоснова-
ны гигиенические регламенты пиколинафена 
в объектах среды обитания человека: ОБУВ 
в воздухе рабочей зоны – 0,6 мг/м3, ОБУВ в ат-
мосферном воздухе (с.с.)  – 0,004 мг/м3, ОДУ 
в  воде водоемов  – 0,07 мг/дм3, ОДК в  поч-
ве – 0,4 мг/кг, временная ДСД мг/кг массы те-
ла в сутки – 0,015 мг/кг, а также временный 
МДУ остаточных коли честв изучаемого дей-
ствующего вещества в зерне зерновых куль-
тур – 0,2 мг/кг.



55

V.A. Hrynchak, I.I. Ilyukova, S.I. Sychik

SCIENTIFIC BASIS OF HYGIENIC REGULATIONS OF PICOLINAPHENE CONTENT IN 
HUMAN ENVIRONMENT

Scientifi c Practical Centre of Hygiene, the Ministry of Health of the Republic of Belarus, 220012, Minsk, Republic of Belarus

Based on the available literature data, a comprehensive toxicological and hygienic assessment of picolinaphene, 
a new little-studied active ingredient of plant protection products used for selective destruction of plants, has 
been carried out. According to the accepted classification, picolinaphene can be assigned to hazard class 3 
(moderately hazardous compound) with the general toxic limiting sign. As a result of the assessment, the hygienic 
regulations of the active substance in the human environment are scientifically substantiated: the tentative safe 
level of exposure in the air of the working area is 0,6 mg/m3, the tentative safe level of exposure in the air 
(average daily) is 0,004 mg/m3, the tentative permissible level in the water of water bodies is 0,07 mg/dm3, the 
tentative permissible concentration in the soil is 0,4 mg/kg, the temporary allowable daily dose is 0,015 mg/kg, 
and the temporary maximum allowable level of residual amounts of picolinaphene in grain crops is 0,2 mg/kg.
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Разработан методический подход для прямого определения ртути в крови на анализаторе 
РА-915 с пиролитическим разложением пробы. Предел обнаружения предложенной мето-
дики равен 0,5 мкг/л, при этом относительное стандартное отклонение не превысило 10%. 

При определении свинца использовалась ранее созданная нами методика прямого определения 
свинца в крови [1].

На втором этапе исследования был осуществлен биомониторинг беременных женщин с целью вы-
явления связи потерь беременности на ранних сроках с содержанием ртути и свинца в их крови. В ис-
следовании приняло участие 25 женщин с диагнозом неразвивающаяся беременность, 47 женщин из 
контрольной группы.

В результате проведенных исследований было установлено, что у женщин, потерявших беремен-
ность, содержание ртути и свинца было выше практически на 25%. 

Ключевые слова: тяжелые металлы, ртуть, свинец, перинатальные потери, атомная абсорбция, 
спектрометрия, пиролиз, атомизация, прямое определение, предел обнаружения, биомониторинг.
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Введение. Актуальной социальной и медицин-
ской проблемой является невынашивание бере-
менности. Несмотря на многочисленные и эф-
фективные методы диагностики и лечения эта 
проблема не имеет тенденции к снижению. По 
данным Всемирной организации здравоохране-
ния около 20% от всех желанных беременностей 
составляют самопроизвольные выкидыши (15%) 
и преждевременные роды (5%) [2]. Существен-
ная доля перинатальных потерь связана с соци-
ально-биологическими факторами и влиянием 
окружающей среды – курение, употребление ал-
коголя, наркотиков, вредные производственные 
и экологические факторы [3]. Среди нескольких 

сотен химических соединений, способных ока-
зывать сильное воздействие на организм плода, 
выявлены вещества, облaдaющие явно выражен-
ной эмбриотоксичностью. К ним относятся сви-
нец, ртуть, фосфор, бензол, оксиды углеродa [4].

На сегодняшний день рядом международных 
организаций здравоохранения свинец занесен в 
перечень приоритетных загрязняющих веществ 
[5-7]. Нормальные показатели свинца в крови здо-
ровых людей обычно не превышают 50 мкг/л [8, 
9]. Однако среди различных групп населения эти 
показатели могут колебаться в зависимости от 
степени загрязнения свинцом окружающей сре-
ды [8].  
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Свинец, накопленный в костных тканях еще в 
детском возрасте, выделяется обратно в кровь во 
время беременности, угрожая здоровью матери и 
ребенка. В исследовании, проведенном в Австра-
лии [10], обнаружено, что относительный риск 
преждевременных родов возрастает в 2,8 раз при 
увеличении концентрации свинца в материнской 
крови на каждые 100 мкг/л. В Нигерии у беремен-
ных женщин с уровнем свинца в крови >250 мкг/л 
на 41,6% увеличилось число выкидышей [4]. Так-
же отмечается, что при концентрации свинца в 
крови беременных 50–90 мкг/л вероятность вы-
кидыша повышается в 2,3 раза; при повышении 
содержания свинца до 100–140 мкг/л вероятность 
выкидыша увеличивается в 5,4 раза, а больше 
150 мкг/л – в 12,2 раза [4]. 

Воздействие ртути также вызывает повышен-
ный риск репродуктивных потерь [11]. По сте-
пени воздействия на живые организмы ртуть 
относится к классу чрезвычайно токсичных эле-
ментов [11-14]. Фоновое, характерное для здоро-
вых людей, содержание ртути в крови составляет 
0,2–1 мкг/л, при этом, снижение иммунного ста-
туса организма может проявляться уже при кон-
центрациях выше 1 мкг/л, а токсическое влияние 
возникает при содержании ртути порядка 10 мк-
г/л [15, 16]. 

Взаимосвязь между воздействием ртути и вы-
кидышами была исследована в Нигерии и на 
Ямайке [4]. У женщин, которые подверглись воз-
действию ртути, ученые выявили увеличение 
числа выкидышей на 9,5% по сравнению с неэкс-
понированной группой [17]. Была выявлена связь 
риска самопроизвольного выкидыша с повышен-
ными содержаниями ртути в организме отца. От-
мечается, что при концентрации ртути в моче у 
отцов, превышающей 50 мкг/л, риск самопроиз-
вольных абортов у их жен увеличивался вдвое 
[10]. 

Таким образом, проведение своевременного 
мониторинга химического статуса беременных 
женщин - задача необходимая и актуальная, по-
скольку повышение концентрации свинца и рту-
ти в крови женщин может являться одной из при-
чин потери плода при беременности [18].

Одной из основных проблем при проведении 
биомониторинга микроэлементов является вы-
бор метода количественного химического анали-
за, который обеспечил бы высокую чувствитель-
ность и достоверность результатов [19-21]. Для 
решения таких задач с метрологических позиций 
целесообразно применять атомно-абсорбцион-
ную спектрометрию [15, 22-24] и масс-спектро-
метрию с индуктивно-связанной плазмой (ИСП-
МС) [25-29]. 

Метод ИСП-МС обеспечивает низкие преде-
лы обнаружения по всем металлам, обладает хо-
рошей воспроизводимостью. Однако он требу-

ет предварительной минерализации проб крови 
с использованием кислот, которая увеличивает 
время анализа и может приводить к загрязнению 
исследуемых образцов [19, 28]. Тем не менее, ме-
тод ИСП-МС оптимален для элементного анали-
за биологических жидкостей, поскольку, являясь 
многоэлементным, позволяет прослеживать вза-
имное влияние микроэлементов и учитывать си-
нергизм или антагонизм их действия [21].

Однако, для одноэлементного анализа более 
эффективен прямой атомно-абсорбционный вы-
сокоселективный метод основанный на исполь-
зовании Зеемановской модуляционной поляри-
зационной спектрометрии (ЗМПС). Приборы 
принципы действия которых основаны на исполь-
зовании ЗМПС,  позволяют проводить анализ 
биологических жидкостей напрямую, без пред-
варительного разложения проб, что уменьшает 
время анализа и позволяет избежать возможных 
систематических погрешностей, связанных как с 
потерей ртути и свинца, так и загрязнением про-
бы [16, 23, 30, 31].

В настоящей работе разработана методика пря-
мого атомно-абсорбционного определения ртути 
в крови с использованием Зеемановского атом-
но-абсорбционного спектрометра РА-915. При 
обследовании групп беременных женщин, про-
живающих в районе с высоким антропогенным 
загрязнением свинцом и ртутью, использовалась 
как разработанная методика определения ртути 
в крови, так и ранее созданная методика прямого 
определения свинца в крови [1].

Материалы и методы исследования.
Средства измерений
Определение свинца в пробах крови проводи-

лось на атомно-абсорбционном спектрометре 
МГА-915 с Зеемановской модуляционной поляри-
зационной коррекцией фона производства ООО 
«Люмэкс» Санкт-Петербург, Россия.

Концентрация ртути в крови определялась на 
аналитическом комплексе, состоящим из атом-
но-абсорбционного спектрометра РА-915+, при-
ставки ПИРО-915+ и персонального компьютера 
с установленным ПО «РАПИД». Весь комплекс 
производен ООО «Люмэкс» Санкт-Петербург, 
Россия. 

Стандартные образцы и реактивы
Для приготовления градуировочных растворов 

ионов свинца использовали стандартный раствор 
ионов металлов 10 мг/л (High-Purity StandartsTM, 
ICP-MS Calibration Standard). Градуировочные 
растворы готовили последовательным разбавле-
нием стандартного раствора раствором азотной 
кислоты марки Suprapur® (65%, Merck, Германия) 
с объемной долей 5%. 

Для приготовления градировочных растворов 
ионов ртути использовали стандартный обра-
зец состава водного раствора ионов ртути 1 г/л 
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(ГСО 8004-93, ООО «ЦСОВВ»), Растворы гото-
вили последовательным разбавлением ГСО под-
кисленным раствором калия двухромовокислого 
концентрацией 0,25 мг/л (чда, ТУ 6-09-02-399-86 
«РЕАХИМ»).

Для проверки правильности применяли 
стандартные образцы состава цельной крови 
Seronorm™ Trace Elements Whole Blood L-3 (LOT 
1509408, Sero, Норвегия).

Анализируемые образцы
Образцы крови были получены от пациентов 

консультативно-диагностической поликлиники 
ФГБУН ИТ ФМБА России на основе информа-
ционного согласия и в соответствии со стандар-
тами Минздрава РФ.

Также на основе добровольного информационного 
согласия были исследованы образцы крови беремен-
ных женщин, проживающих в районе с высоким ан-
тропогенным загрязнением свинцом и ртутью. 

На всех этапах работы (отбор проб, их транс-
портировка, хранение, подготовка проб и анализ) 
избегали возможного загрязнения проб. Пробы 
крови отбирались в утреннее время, натощак, в 
положении сидя из локтевой вены. Для отбора 
проб применялись вакуумные системы для взя-
тия крови (Vacutest®, Vacutest KIMA, Италия). В 
качестве антикоагулянта использовали гепари-
нат лития. Отобранный биоматериал заморажи-
вали при -20 С и доставляли в лабораторию Ин-
ститута токсикологии.

Результаты и  обсуждение.
Определение свинца в крови
В настоящей работе для определения свинца в 

крови беременных женщин были использованы 
разработанные нами методические указания по 
методам контроля [1]. 

В атомизатор вводили 5 мкл пробы, предвари-
тельно разбавленной в 20 раз, и 20 мкл модифика-

тора матрицы – нитрата палладия концентрации 
1 г/л. Температурно-временная программа нагре-
ва атомизатора с платформой Львова представ-
лена в таблице 1.

Подтверждение правильности определения 
свинца в крови провели с использованием стан-
дартного образца состава крови Seronorm™ Trace 
Element Whole Blood L-3. Содержание свинца в 
стандартном образце определяли с помощью за-
ранее построенной градуировочной зависимо-
сти. Результаты анализа стандартного образца 
состава крови представлены в таблице 2.

Полученные значения концентрации свинца 
соответствует аттестованному значению в СО 
состава крови, что является подтверждением 
правильности проведенных измерений. Относи-
тельное стандартное отклонение не превысило 
10%.

Выбор условий прямого определения ртути 
в крови

Зеемановский спектрометр РА-915+ с пиро-
приставкой «ПИРО-915+» позволяет проводить 
определение ртути при достаточно высоких тем-
пературах (до 830¥C) без каких-либо потерь ле-
тучих форм этого элемента. Это достигается за 
счет прямого ввода пробы непосредственно в 
атомизатор, а также за счет особой конструкции 
пиролитической камеры, из которой облако ато-
марной ртути потоком газа носителя направля-
ется непосредственно в аналитическую кювету 
[30].

Приставка ПИРО-915 позволяет производить 
пиролиз образцов в нескольких температурных 
режимах. Каждый режим характеризуется свои-
ми значениями температуры испарителя и скоро-
сти прокачки воздуха (табл. 3). 

Для выбора оптимального режима пироли-
за образцов крови на аналитическом комплек-

Таблица 1
Температурно-временные условия определения свинца методом ААС-ЭТА

Сушка Пиролиз 1 Атомизация Очистка

t, с T, ºC t, с T, ºC t, с T, ºC t, с T, ºC

50 90 16 600 2 2200 2 2400

Таблица 2 
Анализ стандартного образца состава крови (n = 5, Р = 0,95)

Стандартный образец Измеренная
концентрация, мкг/л

Аттестованное значение, 
мкг/л

Seronorm™ Trace Element
Whole Blood L-3 354 ± 24 362 ± 73
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се производили измерения содержания ртути в 
СО крови Seronorm Trace Elements Whole Blood 
L-3 с использованием всех температурных режи-
мов. Оказалось, что температуры атомизации 
для режимов Mode 3-6 недостаточно высоки для 
полного пиролиза образцов крови. В то же вре-
мя при использовании режима Mode 1 наблюда-
лось значительное неселективное поглощение 
излучения, вызванное, вероятно, образованием 
больших количеств продуктов сгорания органи-
ческой матрицы пробы. Оптимальным режимом 
для пиролиза образцов крови оказался режим 
Mode 2.

Градуировочную зависимость строили с ис-
пользованием водных стандартных растворов 
ионов Hg2+. В кварцевую ложечку дозатором 
вводили 100 мкл раствора с концентрацией рту-
ти 1; 5; 10; 20; 50; 100 и 150 мкг/л соответственно 
и измеряли аналитический сигнал ртути в вы-
бранном режиме. Оказалось, что в области от 0 
до 150 мкг/л наблюдалась линейная зависимость 
аналитического сигнала от содержания ртути. 
Таким образом, данная область может быть ис-
пользована для аналитических определений.

После построения градуировочного графика 
по 3 -критерию был оценен предел обнаружения 
(n = 8), он оказался равным 0,5 мкг/л.

Правильность данной методики оценили, про-
анализировав стандартный образец состава кро-
ви Seronorm™ Trace Element Whole Blood L-3. Ре-
зультаты анализа стандартного образца состава 
крови представлены в таблице 4. 

Как видно из таблицы 3, полученное и аттесто-
ванное значения содержания ртути близки, что 
подтверждает правильность предложенной ме-
тодики. Воспроизводимость результатов анализа 
составила 7–10%. 

Определение содержания свинца и ртути в 
крови у беременных женщин

Описанные методики были использованы для 
анализа образцов проб крови 25 женщин с диа-
гнозом неразвивающаяся беременность, 47 жен-
щин из контрольной группы, благоприятным 
исходом беременности, средний возраст обследу-
емых пациенток составил 31,5 года. Все беремен-
ные не имели в свое анамнезе каких-либо хро-
нических заболеваний или вредных привычек, 
которые могли бы привести к перинатальным 
потерям. Полученные результаты представлены 
на рисунке.

Анализ полученных данных показал, что у 
женщин, потерявших беременность, по сравне-
нию с контрольной группой, концентрация рту-
ти и свинца в крови увеличена приблизительно 
на 25%. Можно предположить, что повышенное 
содержание этих металлов в крови беременных 
женщин, могло явиться одной из причин потери 
беременности. 

Полученные результаты свидетельствуют о 
необходимости проведения клинико-диагности-
ческими лабораториями женских консультаций 
биомониторинга на содержание ртути и свинца 
для выявления и снижения рисков прерывания 
беременности. 

Таблица 3 
Режимы работы пироприставки ПИРО-915

Режим работы Скорость прокачки
воздуха, л/мин

Температура
испарителя, °С

Mode 1 0,8-1,2 680-740

Mode 2 0,8-1,2 520-580

Mode 3 0,8-1,2 370-430

Mode 4 0,8-1,2 170-230

Mode 5 2,5-3,5 560-620

Mode 6 0,8-1,2 170-230

Таблица 4 
Результаты определения ртути в стандартном образце состава крови (n = 5, Р = 0,95)

Стандартный образец Измеренная
концентрация, мкг/л

Аттестованное значение, 
мкг/л

Seronorm™ Trace Element
Whole Blood L-3 22,4 ± 2,0 23,7 ± 2,4
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Заключение. В предложенной работе разрабо-
тан способ прямого определения ртути в крови 
на анализаторе РА-915 без использования пред-
варительного концентрирования или разложе-
ния пробы с пределом обнаружения 0,2 мкг/л, со-
ответствующим фоновому содержанию ртути в 
крови. 

Отсутствие подготовки проб, низкая трудоем-
кость и высокая производительность предложен-
ного варианта, (вместе с отбором проб анализ 
занимает не больше 10 мин), позволило исполь-
зовать разработанный подход для исследования 
воздействия ртути и свинца на организм беремен-
ных женщин. 

Рис. Содержание свинца и ртути в крови беременных женщин. Левая вертикальная ось – концентрация 
ртути в мкг/л, правая – концентрация свинца в мкг/л.

1. МУК 4.1.032-15. Методика измере-
ний массовой концентрации свинца с 
пробах крови человека атомно-абсор-
бционным методом с электротермиче-
ской атомизацией. М., 2015.
2. Каусова г.К., Файзрахманова 
т.М. К проблеме невынашивания 
беременности у женщин (обзор). 
вестник КазнМУ. 2017; 4: 1-3.
3. Кхан р.Б. Проблемы репродуктивного 
здоровья населения в условиях 
антропогенного загрязнения 
(обзор литературы). оренбургский 
медицинский вестник. 2018; VI (3): 
4-11.
4. Amadi C.N., Igweze Z.N., Orisakwe 
O.E. Heavy metals in miscarriages and 
stillbirths in developing nations. Middle 
East Fertility Society Journal. 2017; 22: 
91-100.
5. Колосова И.И. влияние ацетата 
свинца, солей тяжелых металлов на 
репродуктивную функцию. вестник 
проблем биологии и медицины. 2013; 
2 (3): 13-18.
6. воЗ. гигиенические критерии 
состояния окружающей среды. Свинец. 
Совместное издание Программы ооH 
по окружающей среде и всемирной 
организации здравоохранения. Жене-
ва, 1980.
7. CERCLA. Comprehensive 
Environmental Response, Compensation, 
and Liability Act. New York. 1980. 
8. Скальный а.в. Химические элементы 
в физиологии и экологии человека. М.: 
Мир; 2004.
9. Шестова г.в., ливанов г.а., 
остапенко Ю.н., Иванова т.М., Сизова 
К.в. опасность хронических отравлений 
свинцом для здоровья населения. 
Медицина экстремальных состояний. 
2012; 4 (42): 65-97.
10. Gupta R.C. Reproductive and 

Developmental Toxicology. 2 ed. New 
York: Academic Press; 2011.
11. Xue F.,  Holzman C.,  Rahbar M. 
H.,  Trosko K., Fischer L. Maternal fish 
consumption, mercury levels, and risk 
of preterm delivery. Environ. Health 
Perspect. 2007; 115: 42-47.
12. Bjørklund G., Dadar M., Mutter J., 
Aaseth J. The toxicology of mercury: 
Current research and emerging trends. 
Environmental Research. 2017;159: 
545-554.
13. Driscoll C.T., Mason R.P., Chan 
H.M., Jacob D.J., Pirrone N. Mercury as 
a global pollutant: sources, pathways, 
and effects. Environmental Science & 
Technology. 2013; 47: 4967-4983. 
14. Gutiérrez-Mosquera H., Sujitha S.B., 
Jonathan M.P., Sarkar S.K., Medina-
Mosquera F., Ayala-Mosquera H. et al. 
Mercury levels in human population from 
a mining district in Western Colombia. 
Journal of Environmental Sciences. 
2018; 68: 83-90.
15. Калетина н.И. токсикологическая 
химия. Метаболизм и анализ 
токсикантов. М.:«геотар-Медиа»; 2008.
16. ганеев а.а., Шолупов С.е., Пупышев 
а.а., Большаков а.а., Погарев С.е. 
атомно-абсорбционный анализ: 
учебное пособие. СПб, лань; 2011.
17. Otebhi G.E., Osadolor H.B. Select 
toxic metals status of pregnant women 
with history of pregnancy complications 
in Benin City, South-South Nigeria. J. 
Appl. Sci. Environ. 2016; 20: 5-10.
18. Ajayi O.O., Charles-Davies M.A., 
Arinola O.G. Progesterone, selected 
heavy metals and micronutrients in 
pregnant Nigerian women with a history 
of recurrent spontaneous abortion. Afr. 
Health Sci. 2012;12: 153-159.
19. Ivanenko N.B., Ivanenko A.A., 
Solovyev N.D., Zeimal' A.E., Navolotskii 

D.V., Drobyshev E.J. Biomonitoring of 
20 trace elements in blood and urine 
of occupationally exposed workers by 
sector field inductively coupled plasma 
mass spectrometry. Talanta. 2013; 116: 
764-769.
20. Becker J.S. Inorganic Mass 
Spectrometry: Principles and 
Applications. Chichester: John Wiley 
&Sons; 2007.
21. Иваненко н. Б., ганеев а. а., 
Соловьев н. д., Москвин л. н. 
определение микроэлементов в 
биологических жидкостях (обзор). Ж. 
аналит. химии. 2011; 66 (9): 900-915.
22. Ivanenko N.B., Solovyev N.D., 
Ivanenko A.A., Ganeev A.A. Application 
of Zeeman Graphite Furnace Atomic 
Absorption Spectrometry with High-
Frequency Modulation Polarization for 
the Direct Determination of Aluminum, 
Beryllium, Cadmium, Chromium, Mercury, 
Manganese, Nickel, Lead, and Thallium 
in Human Blood. Arch. Environ. Contam. 
Toxicol. 2012; 63: 299-308.
23. Соловьев н.д., Иваненко 
н.Б., Иваненко а.а., Кашуро в.а 
.определение микроэлементов в 
биологических жидкостях методом ааС-
эта с Зеемановской коррекцией фона. 
вестник огУ. 2011; 134 (15): 127-130.
24. Kummrow F., Silva F.F., Kuno R., 
Souza A.L., Oliveira P.V.  Biomonitoring 
method for the simultaneous 
determination of cadmium and lead in 
whole blood by electrothermal atomic 
absorption spectrometry for assessment 
of environmental exposure. Talanta. 
2008; 75: 246-252.
25. Hansen S., Nieboer E., Sandanger 
T.M., Wilsgaard T., Thomassen Y., Veyhe 
A.S et al. Changes in maternal blood 
concentrations of selected essential 
and toxic elements during and after 

pregnancy. J. Environ. Monit. 2011; 13: 
2143-2152.
26. Larsen T.J., Jørgensen M.E., Larsen 
C.V.L., Dahl-Petersen I.K., Rønn P.F., 
Bjerregaard P. et al. Whole blood mercury 
and the risk of cardiovascular disease 
among the Greenlandic population. 
Environmental Research. 2018; 164: 
310-315.
27. Burm E., Song I., Ha M., Kim Y.-M., 
Lee K. J., Kim H.-C. et al. Representative 
levels of blood lead, mercury, and urinary 
cadmium inyouth: Korean Environmental 
Health Survey in Children and 
Adolescents (KorEHS-C), 2012–2014.  
International Journal of Hygiene and 
Environmental Health. 2016; 219: 
412-418.
28. Уланова т.С., Стенно е.в., вейхман 
г.а., недошитова а.в. Методические 
и практические аспекты определения 
общей ртути в образцах цельной крови, 
мочи и волос методом масс-спектроме-
трии с индуктивно связанной плазмой. 
анализ риска здоровью. 2018; 2: 
119-128.
29. Kim J.H., Lee S.J., Kim S.Y., Choi G., 
Lee J.J., Kim H.J. et al. Association of 
food consumption during pregnancy with 
mercury and lead levels in cord blood. 
Science of the Total Environment. 2016; 
563-564: 118-124.
30. Машьянов н.р., Погарев С.е., 
рыжов в.в., Шолупов С.е. возможности 
атомно-абсорбционного спектрометра 
ра-915+ с зеемановской коррекцией 
для определения ртути в различных 
средах. аналитика и контроль. 2001; 
4: 1-5.
31. Ganeev A.A., Sholupov S.E. Zeeman 
atomic-absorption spectrometry 
using high frequency modulated light 
polarization. Spectrochim. Acta. 1995; 
50 (B):1227-1236. 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ



61

Е.А. Zubakina1, N.B. Ivanenko1, N.V. Stolyarova1, А.А. Ganeev1, V.А. Каshuro1, 
D.V. Baibuz2, М.М. Bezruchko1

DIRECT DETERMINATION OF THE CONTENT OF MERCURY AND LEAD IN THE BLOOD 
OF PREGNANT WOMEN AND THE INFLUENCE OF THEIR LEVEL ON THE TERMINATION OF 

PREGNANCY IN EARLY TERMS

1Institute of Toxicology, Federal Medical Biological Agency, 192019, Saint Petersburg, Russian Federation
2N.I. Pirogov Clinic of High Medical Technologies, Saint Petersburg State University, 190103, Saint Petersburg, Russian Federation

A methodological approach for the direct determination of mercury in the blood using analyzer RA-915 with 
pyrolytic decomposition of the sample has been developed. The detection limit of the proposed technique is 0,5 
µg/L with the relative standard deviation not exceeding 10%. To determine the lead content, the previously created 
method of direct lead determination in the blood has been used.

In the second stage of the study, biomonitoring of pregnant women has been carried out in order to identify 
the relationship between the termination of pregnancy in early terms with the content of mercury and lead in 
women’s blood. The study involved 25 women with a diagnosis of non-developing pregnancy, and 47 women from 
the control group.

As a result of the conducted studies, it has been found that the contents of mercury and lead in women with non-
developing pregnancy were almost 25% higher.

Keywords: heavy metals, mercury, lead, perinatal losses, atomic absorption, spectrometry, pyrolysis, atomization, 
direct determination, detection limit, biomonitoring.
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СЪЕЗДЫ И КОНФЕРЕНЦИИ

МЕЖДУНАРОДНАЯ НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКАЯ 
КОНФЕРЕНЦИЯ «ЗДОРОВЬЕ И ОКРУЖАЮЩАЯ 
СРЕДА» Г. МИНСК 

14-15 ноября 2019 г.  в г. Минск (Республика Бе-
ларусь) на базе Белорусского государственного 
медицинского университета состоялась  Меж-
дународная научно-практической конференции 
«Здоровье и окружающая среда», организован-
ная Республиканским унитарным предприятием 
«Научно-практический центр гигиены» Минз-
драва Республики Беларусь.  В работе конфе-
ренции приняли участие ученые и специалисты 
из Республики Беларусь, Республики Казахстан, 
Российской Федерации, Латвии, Словении, Чеш-
ской Республики, а также представитель ЕАЭС и 
Европейского центра ВОЗ по окружающей среде 
и охране здоровья.

В первый день работы конференции были про-
ведены открытые лекции: «Биомониторинг в  
Словении как инструмент для оценки экспози-
ции и риска» (Милена Хорват, Руководитель де-
партамента экологических наук, Джозеф Сте-
фан Институт, Словения); «Связь окружающей 
среды и здоровья – политика и наука» (Катерина 
Себкова, Директор Национального центра ток-
сичных веществ и региональный центр Сток-
гольмской конвенции по стойким органическим 
загрязнителям, Масарик Университет, Чешская 
Республика).

После открытых лекций работа была продол-
жена на 8  секционных заседаниях и 3 круглых 
столах. В рамках конференции был проведен 
конкурс молодых ученых.

Сопредседателями круглого стола «Реализация 
технического регламента ТР ЕАЭС 041/2017 «О 
безопасности химической продукции» как укре-
пление потенциала для осуществления Роттер-
дамской конвенции» были технический эксперт 
по химической безопасности Европейского цен-
тра ВОЗ по окружающей среде и охране здоро-
вья  И.А.Застенская и  директор ФБУЗ РПОХБВ 
Роспотребнадзора, доктор медицинских наук, 
профессор Х.Х.Хамидулина. На круглом столе 
рассматривались вопросы безопасного регули-
рования химических веществ.

Второй день международной научно-практи-
ческой конференции был посвящен пленарным 
докладам, на котором председательствовала и 

выступила с докладом Заместитель министра 
здравоохранения РБ, Главный государственный 
санитарный врач Республики Беларусь Н.П. Жу-
кова. На пленарном заседании были с интересом 
заслушаны доклады директора НПЦ гигиены 
РБ С.И. Сычика «Политика в области здорово-
го питания – международный и национальный 
аспекты», технического эксперта по химической 
безопасности Европейского центра ВОЗ по окру-
жающей среде и охране здоровья  И.А. Застен-
ской «Регулирование химических веществ в кон-
тексте устойчивого развития»,  директора ФБУЗ 
РПОХБВ Роспотребнадзора Х.Х.Хамидулиной 
«Подходы к определению приоритетных химиче-
ских веществ для государственного регулирова-
ния», заместителя директора по научной работе 
НПЦ гигиены РБ Е.В. Дроздовой «Оценка меди-
ко-экологических рисков в системе устойчиво-
го развития», заведующего кафедрой гигиены и 
медицинской экологии ГУО «Белорусская меди-
цинская академия последипломного образования 
Е.О. Гузик «Гигиенические факторы риска фор-
мирования нарушений здоровья  учащихся Бела-
руси».

На пленарном заседании были подведены ито-
ги конкурса молодых ученых. По результатам 
работы конференции была принята резолюция, 
в которой отмечены основные направления  де-
ятельности по сохранению здоровья населения 
и минимизации воздействия опасных факторов 
среды обитания.

Х.Х. Хамидулина
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