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бительных изменений происходящих в организме человека при  воздействии на него каких-ли-
бо агрессивных факторов в том числе и химических агентов.

Основную роль в процессах нейроэндокринной регуляции при стрессе  играет мозговой слой над-
почечников. Щитовидная железа, также как и надпочечники, относится к «классическим» эндокрин-
ным железам и  играет важную роль в поддержании гомеостаза.
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Введение. В заключительном документе Конференции ООН по окружающей среде и развитию 
«Международная стратегия химической безопасности. Повестка дня на XXI век» (1992) подчерки-
вается , что острые химические отравления представляют серьезную угрозу для населения всех 
стран, которые применяют множество химикатов различного назначения. В связи с тем, что в на-
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шей стране рынок разнообразной химической 
продукции недостаточно эффективно контро-
лируется медицинскими учреждениями, уве-
личиваются контакты населения с растущим 
ассортиментом химических веществ бытово-
го и иного назначения, что приводит к распро-
странению острых отравлений химической 
этиологии [1]. Поэтому вопросы касающиеся 
развития и особенностей течения болезней хи-
мической этиологии, а также вопросы их ра-
циональной, максимально эффективной и эко-
номически обоснованной терапии не теряют 
своей актуальности. 

Отечественным патофизиологом А.Д. Спе-
ранским было установлено, что организм на 
огромное количество повреждающих раздра-
жителей отвечает относительно небольшим 
набором стандартных форм реагирования. Од-
ной из таких форм является стрессовая реак-
ция. По своей биологической сущности стресс, 
согласно теории Г. Селье, – это, прежде всего, 
общая неспецифическая адаптивная реакция 
организма, возникающая под влиянием факто-
ров внешней или внутренней среды, способных 
вызвать нарушение гомеостаза [2]. 

Стресс-реализующая реакция обеспечивает 
метаболическую основу компенсаторно-при-
способительных изменений происходящих 
в организме человека при воздействии на не-
го каких-либо агрессивных факторов в  том 
числе и химических агентов [3, 4, 5]. При этом 
ведущая роль в  реализации стресса принад-
лежит гипоталамо-ретикулярным структу-
рам головного мозга. Возбуждение последних 
проявляется в  качестве первичной реакции 
на конфликтную ситуацию, на основе кото-
рой уже вторично формируются нарушения 
деятельности функциональных систем висце-
рального или гомеостатического уровня [6, 7, 
8, 2]. В свою очередь гипоталамус через систе-
му регуляции «Гипофиз — щитовидная желе-
за  —  надпочечники» осуществляет интегра-
цию всех адаптационных процессов.

Многочисленными исследованиями отече-
ственных и зарубежных ученых было показа-
но важное значение реакции стресс-реализу-
ющих систем организма человека на течение 
и исход многих как острых, так и хронических 
заболеваний [9, 10, 11]. Острые отравления хи-
мической этиологии не являются исключе-
нием. Знания особенностей адаптационных 
механизмов, развивающихся в ответ на взаи-
модействие токсиканта с организмом челове-
ка, позволяет оптимизировать качественный 
состав и объем интенсивной терапии. 

Учитывая то обстоятельство, что в  струк-
туре острых экзотоксикозов как у детей, так 
и взрослых [1] ведущее место занимают отрав-

ления психофармакологическими препарата-
ми, целью настоящего исследования явилось 
изучение нарушений нейроэндокринной систе-
мы у взрослых и детей в первые часы острой 
химической травмы.

Материалы и методы исследования. Иссле-
дования проведены у 144 пациентов в возрасте 
от 20 до 45 лет, у 40 детей – в возрасте 11 – 15 и у 
45 пациентов от 1 до 5 лет при их поступлении 
в стационар до начала проведения специализи-
рованного лечения.

На основании принятых в клинической ток-
сикологии классификаций по степени тяжести 
пациенты были разделены на 3 группы: 1 груп-
па – отравление легкой степени, 2 группа – от-
равление средней степени тяжести и 3 группа – 
отравление тяжелой степени.

Определение концентрации кортизола, ТТГ 
и  Т4 в  сыворотке крови больных проводи-
ли радиоиммунным методом с использовани-
ем набора реагентов Immunotech (Чехия) CIS 
(Франция). Регистрацию и обработку результа-
тов проводили на гамма-счетчике Clinigramma 
производства фирмы LKB (Швеция). 

Статистическая обработка данных проходи-
ла с  применением пакета программ STATIS-
TICA 7.0 (StatSoft.Inc.). Описательная стати-
стика признака включала среднее значение 
(М) и  ошибку средней величины (m). Досто-
верность различий оценивали с  помощью 
t-критерия Стьюдента. Статистически значи-
мыми считались различия при р≤0,05.

Результаты и  обсуждение. Центральная 
нервная система представляет собой орган-ми-
шень при попадании ПФП в организм человека, 
взаимодействие с которым является основным 
пусковым механизмом для развития острой хи-
мической болезни и запуска стрессовой реак-
ции. Выраженность нарушения сознания у по-
страдавших определяли по шкале комы Глазго 
(табл. 1) [13]. 

Данные таблицы 1 демонстрируют, что уро-
вень нарушения сознания у детей и взрослых 
в одноименных группах не имел значимых раз-
личий, т.е по тяжести интоксикации они были 
сопоставимы.

Основную роль в процессах нейроэндокрин-
ной регуляции при стрессе играет мозговой 
слой надпочечников [14, 15, 16]. 

В таблице 2 представлены данные о содержа-
нии кортизола в сыворотке крови больных раз-
ного возраста в зависимости от степени тяже-
сти отравления. 

Как следует из данных, представленных 
в таблице 2, у детей обеих возрастных групп 
уровень кортизола не зависимо от тяжести от-
равления превышал верхнюю границу нормы. 
Так, в группе детей 1 – 5 лет средние значения 
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кортизола при легкой степени отравления бы-
ли выше нормы в 1,3 раза. При среднетяжелой 
и тяжелой форме отравления кортизол в сыво-
ротке крови больных повышался в 2,4 и 3,1 раза 
соответственно. У детей старше 11 лет была 
выявлена аналогичная закономерность. Одна-
ко степень увеличения этого показателя была 
менее выражена по сравнению с пациентами 
раннего возраста. В группе взрослых больных 
также имело место повышение уровня корти-
зола в сыворотке крови, при этом оно происхо-
дило в пределах референтных значений. Ана-

логичные данные были получены и  другими 
исследователями при изучении уровня корти-
зола в  крови взрослых больных с  ургентны-
ми состояниями [17, 18]. Из изложенного выше 
следует, что при острых отравлениях ПФП не-
зависимо от возраста по мере нарастания ин-
токсикации происходит прогрессивное увели-
чение концентрации кортизола в крови.

Полученные нами данные не противоре-
чат результатам исследований гормонального 
профиля у пациентов с различной патологией 
(сепсис, термическая и механическая травма, 

Таблица 1
Уровень нарушения сознания у больных в зависимости от степени тяжести  

(баллы по шкале Глазго)

Возраст больных

Степень тяжести отравления

Легкая Средняя Тяжелая

1 – 5 лет 13,5±0,8
n=15

9,1± 0,7
n=15

5,9± 0,9 
n=15

11 – 15 лет 13,4± 0,7
n=10

8,9± 0,6 
n=15

6,0±1,00
n=15

20 – 45 лет 14,3±0,06
n=49

8,2±0,04 
n=47

5,2±0,02
n=48

Таблица 2
Концентрация кортизола в сыворотке крови пациентов разного возраста при острых отравлениях 

ПФП в зависимости от степени тяжести отравления (M±m)

Возраст Норма 
(нмоль/л)

Тяжесть отравления

Легкая Средняя Тяжелая 

1 – 5 лет 200 – 700 1020,4±56,8 
n=15

1658±73,11 

n=15
2192,5±148,42,3 

n=15

11 – 15 лет 200 – 700 912±62,3 
n=10

992±67,7 
n=15

1206±147,13 
n=15

20 – 45 лет 150–660 339±2
n=49

423±61

n=47
558±62,3

n=48

Примечание: 1 – р<0,05 между значениями показателя пациентов средней и легкой тяжести; 2 – р<0,05 между 
значениями показателей пациентов тяжелой и средней степени.
3- р<0,05 между значениями показателей пациентов тяжелой и легкой степени.
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Таблица 3
Концентрация тиреотропных гормонов в сыворотке крови у детей при острых отравлениях ПФП 

в зависимости от степени тяжести отравления (M±m)

Возраст Показатель /Норма

Тяжесть отравления

Легкая Средняя Тяжелая 

1 – 5 лет

ТТГ 
0,2–3,2 мМЕ/л

2,05±0,12 
n=10

2,70±0,111 
n=15

3,72±0,352,3

n=15 

Т4
94 – 194 нмоль/л 207,8±40,60 187,7±2,181 160,0±11,552,3

11 – 15 лет

ТТГ 
0,2–3,2 мМЕ/л

0,79±0,26 
n=15 

1,51±0,291 
n=10 

1,66±0,18 
n=10

Т4
94 – 194 нмоль/л 198,8±14,72 190,7±9,59 170,0±12,252,3

Примечание: 1 – р<0,05 между значениями показателя пациентов средней и легкой тяжести; 2 – р<0,05 между 
значениями показателей пациентов тяжелой и средней степени.
3- р<0,05 между значениями показателей пациентов тяжелой и легкой степени.

Таблица 4 
Концентрация тиреотропных гормонов в сыворотке крови взрослых пациентов с острыми 

отравлениями ПФП (M±m)

Показатель Норма

Тяжесть отравления

Легкая n=49 Средняя n=47 Тяжелая n=48

ТТГ 0,17–4,0 мМЕ/л 1,2±0,01 1,07±0,031 0,88±0,022,3

Т4 11,5–23,2 пмоль/л 19,3±0,25 19,3±0,37 19,0±0,38

Примечание: 1 – р<0,05 между значениями показателя пациентов средней и легкой тяжести; 2 – р<0,05 между 
значениями показателей пациентов тяжелой и средней степени
3- р<0,05 между значениями показателей пациентов тяжелой и легкой степени.

в том числе и черепно-мозговая) и демонстри-
рует независимость реакции эндокринной си-
стемы от этиологического фактора, вызываю-
щего стресс [19, 20, 21, 10, 11, 22]. Наряду с этим 
было выявлено, что у детей младшего возрас-
та продукция кортизола была выше, чем в од-
ноименных по степени тяжести группах детей 
старшего возраста и  взрослых больных. По 

нашему мнению, этот факт можно объяснить 
возрастными особенностями регуляции веге-
тативной нервной системы. Известно, что у де-
тей раннего возраста имеет место более высо-
кий тонус ее симпатического отдела [23, 24, 25].

Наряду с этим имеются сведения о развиваю-
щейся у них резкой гиперсимпатикотонии в от-
вет на острый химический стресс [26, 27]. Это, 
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вероятно, дополнительно стимулирует выра-
ботку кортизода корой надпочечников. 

Еще одной немаловажной осью в реализа-
ции реакции стресса, обеспечивающих ме-
таболическую основу компенсаторно-при-
спос оби тельн ы х изменен и й, я вл яются 
тиреоидные гормоны. Щитовидная железа, 
также как и надпочечники, относится к «клас-
сическим» эндокринным железам и  играет 
важную роль в  поддержании гомеостаза [4, 
28]. При исследовании показателей функци-
ональной активности щитовидной железы 
у  пациентов с  острыми отравлениями ПФП 
в детском возрасте мы получили следующие 
данные (табл. 3)

В группе детей 1 – 5 лет при отравлении легкой 
степени отмечалось повышение уровня в кро-
ви ТТГ и  превышало верхнюю границу на 
13,9%. При отравлении средней и тяжелой сте-
пени происходило его снижение, но в пределах 
нормы. Концентрация тироксина снижалась 

по мере нарастания тяжести интоксикации. 
У детей старше 11 лет в целом прослеживалась 
аналогичная картина. 

Таблица 4 демонстрирует, что у пациентов в воз-
расте 20 – 45 лет колебания концентрации ТТГ и Т4 
происходили в пределах референтных значений. 

Из полученных данных следует, что при 
острой химической травме у всех пострадав-
ших происходят изменения функциональной 
активности щитовидной железы в  пределах 
физиологической нормы. 

Заключение. Таким образом, проведенные 
исследования свидетельствуют о том, что в пер-
вые часы острых отравлений психофармако-
логическими препаратами, независимо от воз-
раста, в крови больных происходит повышение 
концентрации кортизола пропорционально тя-
жести интоксикации, более выраженное у де-
тей раннего возраста. Изменения концентрации 
гормонов щитовидной железы у всех больных 
происходят в рамках референтных значений.
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The stress-realizing reaction provides a metabolic basis of compensatory and adaptive changes occurring in the 
human body under the impact of aggressive factors including chemical agents. The main role in neuroendocrine 
regulation of a stress is played by the brain layer of adrenal glands. The thyroid gland, as well as adrenal glands also 
belongs to «classical» endocrine glands and plays an important role in maintenance of homeostasis. Researches 
were conducted in 144 patients aged from 20 to 45, in 40 children at the age of 11 to 15 and in 45 patients from 
1 to 5 year old admitted to hospital before a special care was performed. The conducted researches showed that 
during the first hours after acute poisonings with psychopharmacological preparations, irrespective of age, cortisol 
concentration increased in patients blood proportionally to the severity of intoxication which was more expressed 
in children at early age. Concentration changes in the thyroid gland hormones in all patients happened within ref-
erence values.
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ВЕЩЕСТВОМ VR И АНТИДОТНОЙ 
ТЕРАПИИ КАРБОКСИМОМ
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А.И. Уколов, Д.С. Прокофьева, 
Н.С. Хлебникова, Т.И. Орлова, 
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Исследовано влияние реактиватора холинэстераз карбоксима на возможность определения 
маркеров VR (О-изобутил-S-(2-диэтиламиноэтил)метилтиофосфоната) в биопробах, полу-
ченных в остром эксперименте in vivo после отравления крыс в дозе 2 0,4ЛД50 с  интервалом 

1 час. Установлено, что ацетилхолинэстераза (АХЭ) является более чувствительным биомарке-
ром по сравнению с бутирилхолинэстеразой (БХЭ) плазмы крови. Использование карбоксима 
приводит к реактивации АХЭ в течение 3-х часов после отравления, тогда как в отсутствие тера-
пии реактивация происходит в течение 3-х дней. Регенерация фосфорорганических отравляющих 
веществ (ФОВ) из состава белковых аддуктов плазмы крови с помощью фторид-иона в условиях 
эксперимента была возможна в течение 7 дней независимо от применения антидота. Влияние ре-
активатора на экскрецию продуктов гидролиза VR оказалось значительным. Через сутки после 
отравления и введения карбоксима О-изобутилметилфосфонат (ИбМФК) был идентифицирован 
в моче на уровне 17 нг/мл, в то время как в образцах мочи животных, не получавших реактива-
тор, на уровне 7,4 нг/мл; через трое суток ИбМФК был определен только в моче животных, не 
получавших антидот, на уровне 1 нг/мл. Также установлено, что содержание свободных и этери-
фицированных жирных кислот в плазме крови животных, не получавших антидот, становится 
максимальным на 7 сутки после отравления и, таким образом, может дополнить комплекс токси-
кодинамических показателей отравления VR.

Ключевые слова: химико-токсикологический анализ, фосфорорганические отравляющие веще-
ства, вещество VR, маркеры, хроматомасс-спектрометрия, антидотная терапия.
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Введение. Фосфорорганические отравля-
ющие вещества (ФОВ) являются нервно-па-
ралитическими ядами. Основной механизм 
токсического воздействия ФОВ заключается 
в ингибировании холинэстераз (ХЭ), осущест-
вляющих гидролиз ацетилхолина. Вещества 
группы V: O-этил-S-(2-диизопропиламиноэтил)
метилтиофосфонат, VХ, CAS: 50782-69-9 и O-и-
зобутил-S-(2-диэтиламиноэтил)метилтиофос-
фонат, VR, CAS: 159939-87-4, являются наиболее 
токсичными из всех химических соединений, 
созданных человеком при разработке химиче-
ского оружия. Структурные формулы приведе-
ны на рисунке 1.

Возможность установления факта отравле-
ния ФОВ методами химико-токсикологического 
анализа определяется реальными концентраци-
ями маркеров этих ОВ в биопробах на момент 
исследования и возможностями методики их до-
стоверной идентификации. Методами биохими-
ческого анализа регистрируют снижение катали-
тической активности ХЭ крови [1,2,3], методами 
химического анализа определяют ксеномета-
болиты – продукты метаболизма ФОВ (низко-
молекулярные продукты гидролиза, белковые 
аддукты) [4,5,6,7]. При оценке метаболических 
последствий отравлений фиксируют изменения 
концентраций биогенных веществ, например, 
маркеров метаболизма липидов [8]. 

В случае поражения ФОВ антидотная тера-
пия (введение холинолитика, реактиватора или 
их комбинации), с  большой вероятностью, бу-
дет проведено раньше, чем будут отобраны био-
пробы для анализа. Антидотами при пораже-
нии ФОВ обычно являются представители двух 
групп веществ: холинолитики и реактиваторы 
ХЭ [9]. Наиболее известный препарат первой 
группы – атропин. В больших дозах он облада-
ет не только периферическим, но и централь-
ным М-холинолитическим действием, а также 
проявляет дофаминоблокирующий эффект [10]. 
В качестве реактиваторов ХЭ применяют дипи-
роксим, токсогонин, обидоксим и др. [11]. Прин-
цип реактивации заключается в разрыве хими-
ческой связи между ФОВ и ХЭ, в результате чего 
восстанавливается структура ХЭ и её функция. 
Кроме того, реактиваторы ХЭ обладают Н-хо-
линолитическими свойствами, что обосновыва-
ет их применение в сочетании с М-холинолити-
ками [12]. Антидотная терапия может изменить 
показатели токсикокинетики ФОВ и их метабо-
литов, что необходимо учитывать при проведе-
нии химико-токсикологического анализа и ин-
терпретации его результатов.

Целью настоящего исследования являлась 
оценка влияния антидотной терапии на воз-
можности химико-токсикологического анали-
за ксенометаболитов и  биогенных маркеров 

воздействия ФОВ при моделировании остро-
го отравления животных (крыс) веществом VR 
с применением реактиватора карбоксима. В ка-
честве маркеров рассматривали: 1) активность 
ХЭ крови; 2) О-изобутилметилфторфосфонат 
(VR-G) – фторпроизводное вещества VR, реге-
нерированного из белковых аддуктов с  помо-
щью фторид-иона в плазме крови; 3) О-изобутил-
метилфосфонат – продукт гидролиза вещества 
VR в моче; 4) биогенные компоненты плазмы 
крови – свободные (СЖК) и этерифицирован-
ные жирные кислоты (ЭЖК).

Материалы и методы исследования.
ГСО и другие материалы.
VR (ГСО 8249-2004), карбоксим (раствор для 

внутримышечного введения 150 мг/мл, V03AB), 
О-изобутилметилфосфонат и его дейтериро-
ванный аналог (синтезирован в  НИИ химии 
Санкт-Петербургского Государственного уни-
верситета), ацетонитрил (ТУ 6-09-5497-91), 
ацетат натрия (ГОСТ 199-78), фильтры Amicon 
Ultra-4 Centrifugal Filter Units (10k, Millipore), 
муравьиная кислота (Fluka, кат. № 56302), ка-
лий фтористый 2-водный (CAS 7789-23-3, 
ГОСТ   20848-75), ацетат натрия (ГОСТ 199-
78), уксусная кислота (ГОСТ 19814-74), дихлор-
метан (Supelco, кат. № 1.06044.2500), этилаце-
тат (ГОСТ  22300-76), 10 мМ натрий-калиевый 
фосфатный буферный раствор (137 мМ NaCl 
и 2,7 мМ KCl), рН 7.4 (ФБ). Картриджи для твер-
дофазной экстракции (ТФЭ) – OASIS HLB, 60 
мг (Waters, кат. № WAT094226) и Supelclean LС-
18, 500 мг (Supelco, кат. № 57012); многоканаль-
ный вакуумный коллектор для TФЭ (Supelco, 
кат. № 57030-U), вортекс (SkyLine, ELMI), уль-
тразвуковая ванна (Elmasonic S30H, ELMA), 
термостатируемый шейкер (SkyLine ST-3L, 
ELMI).

Объекты анализа
Образцы плазмы крови и мочи лабораторных 

животных, полученные в эксперименте in vivo. 
Условия содержания экспериментальных живот-
ных соответствовали нормативному документу 
«Правила лабораторной практики в Российской 
Федерации (GLP)» (утв. Приказом Министер-
ства здравоохранения Российской Федерации 
19.06.2003 N 267).

Рис. 1. Структурные формулы фосфорорганических 
отравляющих веществ группы V
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Описание токсикологического эксперимента
В эксперименте были использованы 2 группы 

белых беспородных крыс со средней массой те-
ла 270 ± 24 г по 12 особей в каждой. Животным 
1-й группы вводили VR подкожно, дважды по 0.4 
ЛД50 с интервалом 1 час (суммарная введенная 
доза составила 9,6 мкг/кг); животным 2-й груп-
пы вводили воду (контроль). Сразу после пер-
вого введения VR половине животных каждой 
группы был введен подкожно карбоксим в дозе 
10 мг/ кг из расчета 100 мкл/100 г веса тела. От-
бор проб крови производили через 3 часа, 1, 3, 7 
и 30 суток, отбор мочи – через 1, 3 и 7 суток после 
начала токсикологического эксперимента.

Оборудование и условия проведения инстру-
ментального анализа

1. Определение активности АХЭ и БХЭ биохи-
мическими методами

1.1 Выделение мембран эритроцитов из цель-
ной замороженной крови

Образцы цельной крови перед анализом размо-
раживали при +4°С. К аликвоте цельной крови 
объемом 0.25 см3 добавляли 1 см3 ФБ. Получен-
ную взвесь суспендировали и центрифугировали 
в течение 30 мин при 20 000 g и +4°С. 

Аликвоту надосадочной жидкости объемом 
0,2 см3 вносили в лунки 96-луночного планше-
та в тройном повторе для каждой пробы. Изме-
рения абсорбции проводили при длине волны 
540 нм (максимум поглощения гемоглобина).

Для отмывки мембран эритроцитов к осадку 
добавляли 1,0 см3 ФБ. Образец подвергали уль-
тразвуковой (УЗ) обработке в течение 30 мин 
в режиме непрерывного излучения после чего 
перемешивали на вортексе в течение 5 мин. На-
досадочную жидкость отбрасывали, и к осадку 
вновь добавляли ФБ. Процедуру отмывки повто-
ряли до тех пор, пока надосадочная жидкость не 
становилась практически бесцветной. Получен-
ный осадок суспендировали в 1,0 мл ФБ в УЗ-ван-
не в течение 10 мин.

1.2 Измерение активности АХЭ мембран эри-
троцитов

Аликвоту суспензии объемом 0,2 см3 поме-
щали в лунки планшета в тройном повторе для 
каждой пробы. В качестве холостой пробы ис-
пользовали ФБ. Планшет нагревали 3 мин на 
шейкере при 37°С. В пробы вносили по 0,08 см3 
проявочной смеси, состоящей из 9 объемных ча-
стей раствора 5,5’-дитиобис-(2-нитробензойной 
кислоты в ФБ (0.8 мг/см3) и одной объемной ча-
сти раствора ацетилтиохолина в ФБ (20 мг/см3). 
Планшет помещали в планшетный фотометр, 
поддерживающий температуру 37°С, на 2 мин, 
после чего проводили считывание абсорбции 
опытных проб против холостой пробы при дли-
не волны 405 нм в кинетическом режиме. Было 
выполнено два измерения с интервалом в 10 мин. 

Из значения абсорбции опытных проб второ-
го считывания вычитали соответствующие им 
значения абсорбции опытных проб первого счи-
тывания. За 100% активность АХЭ принимали 
активность АХЭ в пробах, отобранных у живот-
ных контрольной группы.

1.3 Определение активности БХЭ в  плазме 
крови

Образцы плазмы крови разбавляли в  20 раз 
с помощью ФБ и встряхивали в течение 5 мин 
в устройстве для встряхивания проб. Аликво-
ту образца объемом 0.16 см3 помещали в лунки 
96-луночного планшета в тройном повторе для 
каждой пробы. В качестве холостой пробы ис-
пользовали ФБ. Измерения проводили в услови-
ях, описанных в п. 1.2.

1.4 Статистическая обработка данных
Статистическую обработку полученных дан-

ных (n≥6), выполняли с помощью программно-
го обеспечения GraphPad Prizm 5.0. Перед анали-
зом данных проводили проверку нормальности 
их распределения (тест Колмогорова–Смирно-
ва). Поскольку данные подчинялись нормально-
му распределению, для дальнейшей обработки 
использовали параметрический однофакторный 
дисперсионный анализ. Для сравнения экспери-
ментальных данных с контрольными значени-
ями использовали тест Dunnett. Критический 
уровень значимости (Р) при проверке статисти-
ческих гипотез принимали равным 0.05. В слу-
чае небольших выборок (n≤5) для представления 
данных использовали программу Microsoft Excel. 
Данные на рисунках представлены в виде сред-
нее±стандартное отклонение.

2. Определение фторпроизводного VR в  об-
разцах плазмы крови проводили методом газо-
вой хроматографии (ГХ) с тандемной масс-спек-
трометрией (МС/МС) [6, 13]. с использованием 
газового хроматографа модель 7890 А с масс-се-
лективным детектором с тройным квадруполем 
(«Agilent», модель 7000); программное обеспе-
чение Masshunter (условия ГХ-МС/МС анализа: 
температура испарителя 250°С; ввод пробы без 
деления потока (1.0 мин); температурная про-
грамма: 40°C (1мин) – 10°C/мин – 250°C (2 мин), 
post-run 280°C (5 мин); газ-носитель гелий, рас-
ход через колонку 1 см3/мин; температура ин-
терфейса 280 °С; температура источника ионов 
150°С; температура масс-фильтра 150°С; ско-
рость потока газов в ячейку столкновений азота 
1.5 см3/ мин; гелия 2.25 см3/мин; ток эмиссии на 
филаменте 200 мкА; напряжение на умножите-
ле (Gain Factor) 10; время задержки растворите-
ля 3 мин. Детектирование осуществлялось в ре-
жиме мониторинга множественных реакций: 
(99  81(16 эВ); 112  82 (5 эВ), 112  67 (15 эВ). 
Капиллярная кварцевая колонка HP-5MS – 60м
0,25 мм 0,25 мкм с привитой неподвижной фазой 
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(5% фенил 95% диметилполисилоксан) (Supelco, 
код по каталогу 19091S-436).

Подготовка проб плазмы крови к анализу
В пластиковую пробирку (эппендорф) вмести-

мостью 2 мл, содержащую 0.5 мл плазмы крови, 
добавляли 1.2 мл 0.2 М ацетатного буфера (рН 
3.5) и 0.2 мл 5.25 М раствора фтористого калия. 
Пробу выдерживали в течение 30 минут в термо-
стате при 32±2°С, центрифугировали 15 мин при 
14000 об/мин. Сорбент Oasis HLB (60 мг) конди-
ционировали 1 мл метанола и 1 мл деионизован-
ной воды. Подготовленный образец биопробы 
пропускали через сорбент со скоростью 1 ка-
пля/с. Затем сорбент сушили под слабым вакуу-
мом в течение 15 мин. Элюирование целевого ве-
щества проводили хлористым метиленом (3 0.5 
мл). Элюат собирали в виалу с коническим дном 
вместимостью 2,0 мл через воронку с сульфатом 
натрия и затем концентрировали в токе азота до 
100 мкл. 0,001 мл экстракта подвергали ГХ ана-
лизу.

3. Определение алкилметилфосфоновых кис-
лот в моче проводили методом жидкостной хро-
матографии (ЖХ) с тандемной масс-спектроме-
трией (МС/МС) в режиме высокого разрешения 
[14] с использованием жидкостного хроматогра-
фа модель Accela 1250 и масс-селективного де-
тектора Orbitrap LTQ Velos (электроспрей HESI – 
II, режим отрицательной ионизации), «Thermo 
Scientific». Температура распылителя  – 300°С, 
температура капилляра – 370°С, скорость пото-
ка защитного газа – 50 psi, скорость потока вспо-
могательного газа – 17 у.ед., напряжение на ка-
пилляре – плюс 3000 В. Состав подвижной фазы: 
компонент А – водный раствор формиата аммо-
ния с  концентрацией 10 ммоль∙дм3; компонент 
Б – раствор формиата аммония с концентрацией 
10 ммоль∙дм3 в метаноле (0 мин – 5% компонен-
та Б (Б); 5 мин – 5% Б; 12 мин – 70% Б; 20 мин – 
80% Б; 20,01-5% Б; 32 мин – 5% Б). Детектиро-
вание осуществляется при высоком разрешении 
(30000), тип диссоциации – CID: ИбМФК–151.053 

 94.990 (35 ev); d3 ИбМФК 154.053  98.009 (35 
ev).

Подготовка проб мочи к ВЭЖХ-МС/МС ана-
лизу. В образец мочи объемом 1.0 см3 вносили 
0.005 см3 водного раствора d3-ИбМФК с концен-
трацией 0.005 мг∙см3. Образец центрифугиро-
вали в течение 10 мин при 2000 g, фильтровали 
через фильтр Supelco Iso – Disc Filters N – 13 – 4, 
Nylon 13 мм  0.45 мкм и разбавляли деионизован-
ной водой в соотношении 1:3. Объем пробы для 
анализа 0.005 см3.

4. Определение свободных и этерифицирован-
ных жирных кислот в плазме крови проводили 
двухстадийным методом [15, 16]. Первая стадия – 
переэтерификация ЭЖК раствором метилата 
калия в метаноле, вторая – экстрактивное алки-

лирование СЖК и измерение концентраций ме-
тиловых эфиров методом ГХ с масс-селектив-
ным детектированием (газовый хроматограф 
Agilent 7890A с масс-селективным детектором 
Agilent 5975 и  капиллярной колонкой HP-5MS 
(30м  250мкм  0.25мкм).

Результаты и обсуждение.
Определение активности холинэстераз
Традиционно для установления факта воздей-

ствия ФОВ используют фотоколориметриче-
ские методы анализа, позволяющие определить 
степень ингибирования АХЭ, присутствующей 
на поверхности мембран эритроцитов, или род-
ственного ей фермента БХЭ, который демон-
стрирует достаточно высокую активность в сы-
воротке и  плазме крови. Подобные методы 
ежедневно используются в мониторинге здоро-
вья персонала, контактирующего с ФОВ в про-
изводственных условиях. 

На рисунках 2  – 3 представлены данные по 
изменению активности АХЭ мембран эритро-
цитов и БХЭ плазмы крови после отравления 
животных VR в дозе 2 0,4ЛД50 в условиях анти-
дотной терапии и без нее. 

Статистически значимые отличия в активно-
сти БХЭ плазмы крови подопытных животных 
по сравнению с контрольными значениями были 
установлены только для временного интервала 3 
часа. Антидотная терапия практически не оказа-
ла влияния на значение данного биохимического 
показателя в более отдаленные сроки. Предел 
ретроспективных возможностей метода опре-
деления активности АХЭ мембран эритроцитов 
после применения карбоксима также составля-
ет 3 часа. В отличие от БХЭ уровень активности 
АХЭ очень чувствителен к использованию ан-
тидота. В отсутствие реактиватора ретроспек-
тивная возможность метода составляет 3 дня 
с момента отравления VR (рис. 2). Таким обра-
зом, при исследовании эффективности реакти-
ваторов активность АХЭ мембран эритроцитов 
является весьма информативным показателем, 
позволившим подтвердить эффективность кар-
боксима в антидотной терапии отравлений VR.

Определение алкилметилфосфоновых кис-
лот

Определение низкомолекулярных продуктов 
гидролиза ФОВ – алкилметилфосфоновых кис-
лот (АМФК) в моче является одним из наиболее 
простых способов установления факта воздей-
ствия ФОВ на организм [17]. О-изобутилметил-
фосфоновая кислота (ИбМФК) является марке-
ром VR, тогда как метилфосфоновая кислота 
(МФК) – универсальный маркер всех ФОВ [18], 
рисунок 4. 

Экскреция с  мочой  – основной путь выведе-
ния метаболитов ФОВ из организма. Гораздо 
меньшее их количество выводится с калом или 
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образует ковалентные связи с белками. По дан-
ным [19], 90% от общего количества метаболи-
тов ФОВ выводится в первые 48 – 72 ч после от-
равления. Исследование биожидкостей жертв 
террористических атак (зарин, VX) и экспони-
рованных ФОВ лабораторных животных [20, 21] 
показало, что максимальный уровень экскреции 
МФК достигается через 10–18 часов после воз-
действия [22]. 

Определение ИбМФК в образцах мочи прово-
дили методом ВЭЖХ-МС/МС в режиме высоко-
го разрешения (ВР). Предел обнаружения ИбМ-
ФК составляет 0.5 нг∙см3 [14], таблица 1. 

Результаты определения ИбМФК в образцах 
мочи, полученных после отравления крыс VR 
в дозе 2 0,4 ЛД50

Через сутки после отравления и введения кар-
боксима концентрация ИбМФК в пробах мочи 
животных была в 2,5 раза выше по сравнению 
с образцами мочи от животных, которым после 
отравления не вводили реактиватор. Реактиви-
рованный карбоксимом из состава биоконъюга-
тов VR гидролизуется и выводится с мочой в бы-
строй фазе элиминации. 

Определение О-изобутилметилфторфосфона-
та, регенерированного из состава белковых ад-
дуктов с помощью фторид-иона

Реактивированные из состава биоконъюгатов 
плазмы крови ex vivo ФОВ используются анали-
тиками в качестве маркеров воздействия. Пер-
вая успешная попытка ретроспективного анали-
за в целях установления факта воздействия ФОВ 
на организм путем реактивирования БХЭ была 
предпринята Полхиусом с соавторами [23]. По-
сле реактивирования зарин был обнаружен в сы-
воротке крови 10-ти из 11-ти жертв террористи-
ческой атаки секты АУМ Синрике в Токийском 
метро и в 2-х из 7-ми образцов сыворотки кро-
ви жертв трагедии в Мацумото. Высокий потен-
циал метода реактивирования, реализованного 
в процедуре, описанной в работе [24], для уста-
новления факта воздействия ФОВ был проде-
монстрирован в работе [25] на примере анализа 
образцов плазмы крови сотрудника лаборато-
рии, который случайно подвергся ингаляцион-
ному воздействию VX в концентрации порядка 
0,026 мкг/м3 (норматив для рабочей зоны – 0,001 
мкг/м3). Отравление первоначально было диа-
гностировано по клиническим симптомам (ми-
оз, затрудненное дыхание и др.), в  связи с чем 
была произведена оксимная терапия (600 мг пра-
лидоксима и 2 мг атропина). Анализ активности 
ХЭ крови не выявил существенного угнетения, 

Рис. 2. Активность АХЭ мембран эритроцитов и БХЭ плазмы крови крыс  
на разных сроках после отравления VR (2×0.4ЛД50), n=6

Таблица 1 
Результаты определения (нг/мл) ИбМФК 

в образцах мочи, полученных после 
отравления крыс VR в дозе 2×0.4 ЛД50  

(  ± 25% при Р = 0.95)

Время после 
интоксикации,

сутки
 (n=2)

VR VR + карбоксим

1 7.4 17.0

3 

1.0 <0.5

7 <0.5 <0.5
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а через 24 часа уже ни-
каких клинических 
проявлений не было. 
В  то же время, в  об-
разцах плазмы крови, 
обработанных в  кис-
лой среде фторидом 
натрия, был иденти-
фицирован О-этил-
метилфторфосфонат 
(VX-G) в  концентра-
циях от 81.4 пг/мл 
в первый день после отравления до 6.9 пг/мл на 
27-й день (предел определения метода – 5,5 пг/
мл VX-G), в образцах эритроцитов – от 220 пг/
мл в первый день до 97 пг/мл на 27-й день после 
экспозиции [26]. С учетом того, что концентра-
ция БХЭ в  плазме крови человека составляет 
около 80 нМ, следует, что метод позволяет под-
тверждать воздействие низких доз VX, посколь-
ку маркер надежно детектируется при уровне ин-
гибирования БХЭ > 0,05%.

Влияние антидотной терапии карбоксимом на 
возможность подтверждения интоксикации VR 
путем определения VR-G – продукта его реак-
тивирования фторид-ионом из биоконъюгатов 
плазмы крови, было исследовано в эксперимен-
те. На рисунке 5 представлены результаты опре-
деления VR-G в плазме крови после подкожного 
введения раствора VR в дозе 9,6 мкг/кг (2 0,4ЛД50) 
без применения и с применением реактиватора 
карбоксима.

Через 24 ч после интоксикации VR содержание 
VR-G в  плазме крови животных, получавших 
карбоксим, примерно в 2 раза ниже в сравнении 
с образцами плазмы крови животных без тера-
пии. Через 3 дня и 7 дней после интоксикации 
отличий между двумя группами животных не 
выявлено; уровень VR-G, регенерированного из 
плазмы крови животных обеих групп, составил 
0,3 нг/мл. В образцах плазмы крови, полученных 
через 30 дней после интоксикации, VR-G не был 
обнаружен. 

Определение свободных и этерифицирован-
ных жирных кислот

Биомаркерами в токсикологии считаются по-
казатели токсикодинамики (физиологические, 
биохимические, иммунологические и др.), изме-
нение которых во времени является следствием 
воздействия токсиканта на организм [27]. С по-
мощью биомаркеров можно проводить количе-
ственную оценку реакции организма на внешнее 
воздействие [28]. С целью выделения именно это-
го аспекта биомаркеров, в 2001 г. согласительная 
комиссия Национального института здоровья 
США определила смысл термина «биомаркер» 
как показатель (признак), который можно объ-
ективно измерить (т.е. количественно охаракте-

ризовать) и который может служить индикато-
ром нормального или патологического течения 
биологических процессов, либо индикатором от-
вета на фармакологическое или иное вмешатель-
ство. Многие биомаркеры имеют эндогенную 
природу и служат для оценки динамики измене-
ния состояния живого организма, в отличие от 
кинетических показателей ксенометаболитов, 
характеризующих судьбу того или иного ксено-
биотика в организме. Токсикодинамические ин-
дикаторы отравления, в том числе отравления 
ФОВ, проявляются, как правило, на более позд-
них сроках по сравнению с токсикокинетически-
ми индикаторами [29]. В связи с этим в токсико-
логии все больше внимания уделяется поиску 
взаимосвязей между кинетическими и динами-
ческими показателями, т.е. между химически-
ми и биологическими маркерами, и построению 
соответствующих моделей [30,31,32]. Ранее мы 
исследовали токсикодинамику интоксикации 
фтор- и фосфорорганическими соединениями, 
используя при этом методы электрофизиологии, 
лабораторной и  клинической биохимии, гема-
тологии, гемостазиологии и MALDI-масс-спек-
трометрии [33-39]. С  развитием новых техно-
логий химического анализа стало возможным 
использовать методы хроматомасс-спектроме-
трии для оценки метаболических расстройств 
по изменению уровня биогенных органических 
кислот (гидрокси-, кето-, амино- и поликислот) 
[40 – 44]. В настоящей работе мы проследили ди-
намику тридцати жирных кислот (ЖК) с длиной 
цепи С11-С24 в плазме крови при острой инток-
сикации крыс VR. Изменения концентраций ин-
дивидуальных ЖК в образцах плазмы крови жи-
вотных, отравленных ФОВ с применением и без 
применения антидотной терапии, самостоятель-
ного диагностического значения не имеют. В то 
же время, было выявлено статистически значи-
мое увеличение суммарных концентраций эте-
рифицированных (на 30%) и  свободных форм 
ЖК (на 81%) в плазме крови через неделю после 
введения VR в дозе 2 0.4 ЛД50, рисунки 6 и 7. 

Через 3 часа наблюдается достоверное (Р<0,05) 
повышение уровня СЖК на 36%, через 24 ч и сум-
марная концентрация СЖК снижается до уровня 

Рис. 3. Активность АХЭ мембран эритроцитов и БХЭ плазмы крови крыс на разных 
сроках после отравления VR (2×0.4ЛД50) с применением реактиватора карбоксима, 
n=6
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Рис. 5. Динамика VR-G в плазме крови после регенерации фторид-ионом при отравлении VR в дозе 
9,6 мкг/кг (2×0,4ЛД50) без терапии и с применением реактиватора карбоксима. Знаком «*» отмечены 
статистически значимые изменения (Р<0,05)

Рис. 4. Схема образования продуктов гидролиза VR 

контрольной группы, а затем наблюдается посте-
пенный рост; через 7 дней уровни СЖК превы-
шают соответствующие уровни в контрольной 
группе на 81% (Р<0,05). Терапия карбоксимом из-
меняет динамику метаболизма липидов: в период 
0 72 ч уровень СЖК достоверно (Р 0,05) повы-
шен на 18-43% (максимум через 3 ч), однако че-
рез 7 дней снижается до нормы. Динамика ЭЖК 
в целом соответствует динамике СЖК.

Заключение. Сравнительная токсикокинети-
ка и токсикодинамика различных ФОВ, а также 
эффективность антидотной терапии зависят от 
ряда факторов, среди которых можно отметить 
молярное количество эквитоксических доз ФОВ, 
их физико-химические характеристики (коэф-
фициент распределения, размеры молекул, заряд 
и др.), особенности транспорта и взаимодействия 
с вторичными мишенями, «старение» ковалент-
ных аддуктов [45]. Хотя V-газы обладают мак-

симальной токсичностью среди ФОВ, аддукты 
этих соединений практически не “стареют” и от-
личаются довольно высокой спонтанной реакти-
вацией, а реактивация АХЭ оксимами гораздо 
эффективнее при воздействии веществ группы 
V, по сравнению с зарином и зоманом [46]. Воз-
можности химических методов ретроспективно-
го анализа при регенерации ФОВ из состава бел-
ковых аддуктов плазмы крови крыс с помощью 
фторид-иона существенно выше по сравнению 
с определением продуктов гидролиза ФОВ в мо-
че и составили 7 дней при отравлении VR в дозе 
2 0.4ЛД50 в нашем эксперименте, но могут быть 
продлены при дальнейшей оптимизации проце-
дуры.

Что касается токсикодинамических показате-
лей, АХЭ – более чувствительный биомаркер по 
сравнению с БХЭ плазмы крови крыс при ин-
токсикации VR. Однако использование реакти-
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Рис. 6. Изменение суммарного содержания СЖК после отравления VR в дозе 2×0.4ЛД50, без терапии 
(слева) и совместно с карбоксимом (справа); n=6 
            Знаком «*» отмечены статистически значимые изменения (Р<0,05)

Рис. 7. Изменение суммарного содержания ЭЖК после отравления VR в дозе 2×0.4ЛД50, без терапии 
(слева) и совместно с карбоксимом (справа); n=6
            Знаком «*» отмечены статистически значимые изменения (Р<0,05)

ватора (карбоксима) нивелирует различия чув-
ствительности двух биохимических методов, 
уменьшая временной интервал ретроспективной 
диагностики до 3-х часов. При интерпретации 
полученных данных следует иметь в виду, что 
карбоксилэстеразы (КЭ) имеют широкую суб-
стратную специфичность и являются мишенями 
ФОВ. Наибольшая активность КЭ обнаружена 
в тонком кишечнике, печени, моноцитах/макро-
фагах, а грызуны отличаются высокой активно-
стью КЭ в плазме крови [47,48]. Ранее было уста-
новлено, что степень ингибирования КЭ in vivo 
эквитоксическими дозами ФОВ прямо пропор-
циональна отношению бимолекулярных кон-
стант скорости ингибирования ki для КЭ и АХЭ 
и, следовательно, обратно пропорциональна ток-
сичности ФОВ [49]. Вещества группы V являют-

ся исключением из этой закономерности, хорошо 
взаимодействуя как с АХЭ, так и с КЭ. Возмож-
но, высокая липофильность VR предопределяет 
его взаимодействие с более гидрофобными ми-
шенями (Садлоу 1 сайт альбумина) [50,51,52], что 
способствует эффективному транспорту токси-
канта к приоритетным мишеням (АХЭ). 

Измерение концентраций СЖК и ЭЖК в плаз-
ме крови может дополнить комплекс показате-
лей при отравлении ФОВ, причем для ретроспек-
тивной диагностики в течение трех суток после 
отравления факт применения антидотной тера-
пии оксимами значения не имеет. В дальнейшей 
оценке, в качестве патогномоничного признака 
отравления VR, в первую очередь при нелече-
ной интоксикации, необходимо измерение СЖК 
и ЭЖК в отставленные сроки (более 3 суток). 
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The effect of the cholinesterase reactivator carboxim was studied on the possibility of the determination of 
markers of VR (О-isobutyl S-(2-diethylaminoethyl) methylthiophosphonate) in biomedical samples obtained 
in in vivo acute experiments in rats injected with 2 0.4LD50 of VR at 1hour interval. It was found that 
acetylcholinesterase (AChE) is a more sensitive blood plasma biomarker compared to butyrylchlonesterase 
(BChE) in blood plasma. Carboxim therapy led to AChE reactivation 3 h after poisoning, whereas 
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organophophorus nerve agents (OPNAs) from blood plasma protein adducts was possible within 7 days 
after poisoning irrespective of whether the therapy was applied or not. The effect of the reactivator on 
the excretion of VR hydrolysis products was considerable. A day after poisoning and carboxim injection, 
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exclusively in the latter urine samples. It was also found that the levels of free and esterified fatty acids in 
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after acute exposure to VR. Therefore, the blood plasma levels of free and esterified fatty acids can be used 
as an additional toxicodynamic parameter of VR poisoning.
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Изучено цитотоксическое действие кожных антисептиков на основе этилового, пропилового 
и изопропилового спиртов на культуре клеток фибробластов эмбриона человека с помощью 
МТТ-теста и Системы для клеточного анализа в режиме реального времени xCELLigence, на 

сперматозоидах быка путем регистрации индекса токсичности. Установлена зависимость степени 
цитотоксичности от химического состава средства. Исследование кожно-резорбтивного действия 
антисептиков на крысах-отъемышах показало, что неполовозрелые самки чувствительнее к 
действию спиртов по сравнению с самцами. Рекомендовано применение кожных антисептиков на 
основе этилового и изопропилового спиртов для гигиенической обработки рук детей.

Ключевые слова: кожные антисептики, спирты, цитотоксическое действие, культура 
клеток, лабораторные животные.

Введение. В настоящее время в медицинской 
практике широко применяются спиртосодер-
жащие кожные антисептики, предназначенные, 
главным образом, для взрослого населения. Эти-
ловый  (ЭС), изопропиловый  (ИС) и  пропило-
вый (ПС) спирты, используемые в кожных анти-
септиках в качестве действующих веществ (ДВ), 
относятся к умеренно или малоопасным соеди-
нениям при введении в желудок. Острая токсич-
ность для белых мышей и крыс по данным разных 

авторов для ЭС находится в  диапазоне 3450-
9000 мг/ кг, для ИС –3600 – 5740 мг/кг, для ПС – 
от 1870 до 6800 мг/кг [1,2]. При нанесении на ко-
жу кроликов DL50 для ЭС превышает 20000 мг/кг, 
для ИС составляет 12800 мг/кг, для ПС – 5040 мг/
кг [1,2]. Также известно, что при повторном воз-
действии на кожу спирты (особенно пропиловый 
и изопропиловый) могут проявлять раздражаю-
щий и резорбтивный эффекты. Это важно иметь 
в  виду при оценке токсичности кожных анти-
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септиков, учитывая их способ применения -вти-
раниев кожу. Проникновение спиртов через кожу 
было изучено при многократном использовании 
кожных антисептиков для гигиенической обра-
ботки рук медицинского персонала (20 раз с пе-
рерывом 1 мин.) и обработки рук хирургов (10 раз 
с перерывом 5 мин). Средствана одну обработку 
расходовали в количестве 4 и 20 мл соответствен-
но. После обработки рук хирурга содержание 
в крови ЭС, ИП и ПС составило 0,07 мг/л, 2,56 мг/л 
и 4,08 мг/л соответственно. Но в целом, абсорб-
ция этилового и пропиловых спиртов была менее 
0,03‰, что свидетельствует об отсутствии риска 
развития токсических эффектов. Однако авторы 
отмечают, что с помощью данного исследования 
нельзя оценить последствия долгосрочного, еже-
дневного и частого использования антисептиков 
для обработок рук [3, 4].

В связи с тем, что у детей кожные антисептики-
приходится применять довольно часто (гигиени-
ческая обработка рук, обработка инъекционно-
го, операционного полей и др.), особое значение 
приобретает выбор средств, содержащих наиме-
нее токсичные действующие вещества (ДВ).

Задачей данной работы являлась сравнитель-
ная оценка цитотоксического действия трехспир-
тов и  кожных антисептиков, содержащих эти 
спирты и другие ДВ, в опытах in vitro: на культуре 
клеток фибробластов эмбриона человека (ФЭЧ) 
и сперматозоидах быка, а также in vivo на неполо-
возрелых крысятах-отъемышах с целью выбора 
ДВ кожных антисептиков, предназначенных для 
детей.

Материалы и методы исследований. Изучена 
токсичность ЭС, ИС и ПСв концентрации 70% 
и 5 кожных антисептиков, из которых образец 
№1 содержал в качестве ДВ только спирты: ИС 
51%, ПС 16% и бензиловый спирт3 %. Три образца 
содержали один спирт и одно четвертичноаммо-
ниевое соединение (ЧАС). Так, в состав кожных 
антисептиков №2 и №3 входили 70% ИС и 0,07% 
алкилдиметилбензиламмония хлорида(АБАХ) 
или 0,1% дидецилдиметиламмонийхлорида(Д-
ДАХ) соответственно. Образец №4 включал 79% 
ЭСи АБАХ в количестве 0,11%. Образец №5 со-
держал наибольшее количество ДВ: 50% ИС 
и 25% ПС, 0,15% АБАХ, 0,05% ДДАХ и 0,2% по-
лигексаметиленгуанидинагидрохлорида(ПГМГ). 
В образцах №№1-5 количество воды составляло 
около 30%. Кроме того, был изучен водный кож-
ный антисептик №6 (без спирта в составе) – жид-
кое антибактериальное мыло, содержащее в ка-
честве ДВ 0,25%5-хлоро-2-(2,4-дихлорофенокси) 
фенола (триклозан).

Исследования in vitro проводили на  культу-
ре подвижных клеток  (сперматозоидах быка) 
путем регистрации индекса токсичности  (ИТ) 
и на культуре клеток ФЭЧ (из коллекции ФГБУ 

«НИИ вирусологии им. Д.И.Ивановского» МЗ 
РФ) с помощью МТТ-теста и Системы для кле-
точного анализа в  режиме реального времени 
xCELLigence[5-8]. 

Для МТТ теста использовали общепринятую 
методику. Оптическую плотность клеточной 
взвеси после растворения в ДМСО восстановлен-
ного клетками формзана измеряли на спектрофо-
тометре «ImmunoChem – 2100 MicroplateReader» 
при длине волны 545 нм и определяли коэффици-
ент пролиферации(КП), сравнивая опытные об-
разцы с контрольными.

Динамическую оценку изменения жизнеспо-
собности клеток ФЭЧ при их контакте с кожны-
ми антисептиками регистрировали в реальном 
времени в Системе xCELLigence (RocheApplied
Science). Использовали 16-луночные планшеты 
E-plate (Roche). Оценивался клеточный индекс – 
количественный параметр, отражающий статус 
клеток по их электрическому потенциалу, воз-
никающему при контакте плазматической мем-
браны клетки с поверхностью золотого элект-
рода  (биосенсора), находящегося в дне каждой 
лунки. Регистрацию клеточного индекса прово-
дили в течение 76 ч с интервалом 15 мин (первые 
10 мин наблюдения после внесения образцов – 
каждые 2 мин). Анализ полученных данных про-
водили с помощью программного обеспечения 
RTCA Software 1.2.1 (Roche).

Рост клеток ФЭЧ в лунках планшета (между 
биосенсорами) после контакта их с определен-
ным образцом антисептика контролировалив 
световом микроскопе, отмечая морфологию кле-
ток, в конечной точке наблюдения фотографиро-
вали.

Опыты in vivo проведены на 40 неполовозре-
лых белых крысах в возрасте 20 дней, содержа-
щихся в виварии НИИ Дезинфектологии на стан-
дартном пищевом рационе. Экспериментальные 
группы животных состояли из 10 особей (по 5 са-
мок и самцов). Животным наносили кожные ан-
тисептики (образцы №№ 1, 2 и 4) на кожу в дозе 
5 г/кг

5  раз в  неделю в  течение 4  недель. Выбор 
дозы осуществляли в  соответствии с МУ [9]
с учетом 10-кратной гигиенической обработ-
ки кожи рук в день, увеличения нормы расхо-
да средства 3  мл на  одну обработку в  10  раз 
и средней массы тела человека 60 кг. У крыс 
измеряли массу тела, оценивали функциональ-
ное состояние нервной системы по изменению 
суммационно-порогового показателя  (СПП) 
и  поведенческим реакциям. В  сыворотке 
крови определяли активностьаланинами-
но-, аспрартатаминотрансфераз (АЛТ, АСТ), 
щелочной фосфатазы  (ЩФ), холинэстера-
зы (ХЭ), лактатдегидрогеназы (ЛДГ), содер-
жание глюкозы, общего белка и альбуминов, 
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регистрировали периферический состав кро-
ви. Для оценки функции почек измеряли су-
точное количество мочи, содержание моче-
вины в крови и моче, содержание ионов хлора 
в  моче, рассчитывали стандартный коэффи-
циент очищения мочевины  (СКОМ). Биохи-
мический анализ крови и  мочи выполняли 
на  автоматическом биохимическом фотоме-
тре ChamWell (Австрия). Проводили макроско-
пическое патоморфологическое исследование 
внутренних органов, определяли их массовые 
коэффициенты. Экспериментальные исследо-
вания проведены в соответствии с Директивой 
2010/63/EU Европейского парламента и совета 
Европейского Союза от 22 сентября 2010 года 
по охране животных, используемых в научных 
целях и Приказом Минздравсоцразвития Рос-
сии от 23.08.2010 г № 708н « Об утверждении 
правил лабораторной практики».

Результаты и обсуждение. В опытах in vitro 
для сравнительной оценки, как спиртов, так 
и кожных антисептиков, устанавливали мини-
мальное разведение (концентрацию) вещества, 
не оказывающее цитотоксического действия, 
так называемое минимальное нетоксичное 
разведение (МНР). В таблице 1 приведены ре-
зультаты сравнительной токсичности спиртов 
на сперматозоидах быка и клетках ФЭЧ, из ко-
торых следует, что этиловый и изопропиловый 
спирты по определению ИТ и КП менее ток-
сичны по сравнению с пропиловым спиртом. 
Результаты изучения цитотоксичности кож-
ных антисептиков на клетках ФЭЧ с использо-
ванием МТТ теста приведены в таблице 2.

Из таблицы 2 видно, что наименее токсичным 
оказался образец № 1, содержащий в качестве 
ДВ только спирты (суммамассовых долей 70%): 
его МНР было 1:40. Добавление к ИС (в массовой 
доле 70%), а также к ЭС (в массовой доле 79%) 

0,07-0,1% ЧАС вело к увеличению цитотоксич-
ности: МНР образцов №№ 2 и 3 составили 1:320, 
а № 4 – 1:640. Более токсичным оказался образец 
№5, в котором сумма массовых долей ИС и ПС 
равнялась 75%, а сумма ЧАС была максимально 
высокой – 0,45%: его МНР1:1280. Таким образом, 
на цитотоксичность спиртосодержащих кожных 
антисептиков в опытах in vitro значительное вли-
яние оказывало количество ЧАС, входящих в их 
состав.

Образец № 6 (с триклозаном) проявил самую 
высокую токсичность, его МНР составило 1:105, 
что превышало МНР остальных антисептиков 
на  2-4  порядка. Регистрация клеточного отве-
та на кожные антисептики в реальном времени 
в системе хCELLigence представлена на графи-
ке (рис. 1).

Анализ динамических кривых, отражаю-
щих зависимость величины клеточного индек-
са от времени, показал, что уже через 1 час по-
сле внесения в лунки с клетками ФЭЧ кожных 
антисептиков наблюдалась их дифференциация 
по величине клеточного индекса, а, следователь-
но, по цитотоксичности. Через 10 ч наблюдения 
образцу №1 соответствовала величина клеточ-
ного индекса на уровне контроля (2,75), т.е. этот 
антисептик не проявлял токсичности. Образцы 
№№ 2,3,4 характеризовались более низким кле-
точным индексом: 2,6; 2,5; 2,4  соответственно. 
Резкое снижение этого показателя до 0,85 и 0,2, 
свидетельствующее о высокой цитотоксичности, 
отмечалось под влиянием образцов №№ 5 и 6. 
В процессе эксперимента клеточный индекс сни-
жался как у контрольных (интактных) клеток, 
так и у клеток, контактировавших с антисепти-
ками, однако, закономерность увеличения цито-
токсичности от образца №1 к образцу № 6 сохра-
нялась до конца наблюдения. Цитотоксичность 
кожных антисептиков, установленная в системе 

Таблица 1
Сравнительная токсичностьспиртов в опытах in vitro

Показатели 70% ЭС 70% ИС 70% ПС

МНР по ИТ (на 
сперматозоидах) 1:50 1:50 1:100

МНР по КП (на клетках ФЭЧ) 1:16 1:16-1:32 1:64

Таблица 2
Сравнительная токсичностькожных антисептиков (МТТ тест, клетки ФЭЧ)  

№ образца 1 2 3 4 5 6

Состав ДВ, % ИС-51
ПС-16

ИС-70
ЧАС-0,07

ИС-70
ЧАС-0,1

ЭС-79
ЧАС-0,11

ИС-50
ПС-25

ЧАС-0,45

Триклозан-
0,25

МНР  1: 40 1: 320 1: 320 1:640 1: 1280 1: 105
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хCELLigence во всех временных точ-
ках в  течение 76  часов совместного 
культивирования клеток ФЭЧ с анти-
септиками, совпадала с результатами, 
полученными в МТТ тесте. 

Морфологическая характеристика 
клеток ФЭЧ, выросших между био-
сенсорами в  лунках планшета, раз-
личалась в  зависимости от  контак-
тировавшего с  ними антисептика 
и  соответствовала егоцитотоксич-
ности, установленной в  МТТ тесте 
и с помощью клеточного анализато-
ра. Самые выраженные изменения 
наблюдались при совместном куль-
тивировании клеток с образцом № 6. 
На рисунке 2 показаны неизмененные 
клетки ФЭЧ (контрольная лунка), вы-
тянутые, веретенообразные фиброб-
ласты. На рисунке 3 видна тотальная 
деструкция клеток под влиянием кож-
ного антисептика № 6.

Таким образом, в опытах in vitro раз-
личными методами анализа – биохи-
мической и электрической детекцией 
жизнеспособности клеток (МТТ тестом и дина-
мической оценкой клеточного индекса по элек-
трическому потенциалу клеток), а также опреде-
лением морфологических изменений в клетках 
при помощи световой микроскопии – подтвер-
ждалась следующая последовательность воз-
растания цитотоксичности изученных кожных 
антисептиков:№ № 1, 2, 3, 4, 5, 6. При этом ци-
тотоксичность спиртосодержащих антисепти-
ков возрастала с увеличением содержания в них 
ЧАС.

Результаты опытов in vivo по изуче-
нию кожно-резорбтивного действия 
антисептиков на  неполовозрелых 
крысах приведены в таблице 3. 

Из представленных данных следу-
ет, что нанесение на  кожу образца 
№  1 (ИС-51, ПС-16%) вызывало сниже-
ние активности ХЭ у самцов (на 32%) 
и самок (на 53%) по сравнению с кон-
тролем. У  самок также выявле-
но снижение прироста массы тела, 
функциональной активности почек, 
у самцов – снижение лейкоцитов в пе-
риферической крови (опыт: 5,76 ± 0,9, 
контр.: 10,2 ± 1,0 109/л, р<0,05).

Под действием образца №2 (ИС-70, 
ЧАС-0,07%) у крысят обоего пола за-
регистрировано изменение массового 
коэффициента тимуса, у самок отме-
чено снижение прироста массы тела, 
функциональной активности почек, 
изменение активности ХЭ  (сниже-

ние на 25%) и АЛТ. После аппликаций на кожу 
образца №4 (ЭС-79%, ЧАС-0,11 %) у самцов на-
блюдалось снижение коэффициентов масс по-
чек и селезенки, у самок – снижение прироста 
массы тела, функциональной активности почек 
и ХЭ (на 15%).

Таким образом, проведенные исследования по-
казали, что неполовозрелые самки более чув-
ствительны к действию кожных антисептиков, 
чем самцы. У самок под действием всех изучен-

Рис. 1. Анализ цитотоксического действия кожных антисептиков  
в отношении клеток ФЭЧ в системе хCELLigence.

Рис. 2.  Клетки ФЭЧ - контроль (Об. 6,3; ок.10)

Рис. 3. Клетки ФЭЧ при культивировании с кожным антисептиком №6  
(Об. 6,3; ок.10)
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Таблица 3
Показатели функционального состояния крысят-отъемышей после накожного воздействия 

антисептиков

Показатели Образец №1 Образец №2 Образец №4 Контроль  

Самцы

Масса тела, г: исходная
Через 4 недели

79,2 ± 4,5
226,0 ± 8,82

83,6 ± 9,2
225,6 ± 15,9

85, ±4,2
229,5±7,9

 76,0±5,8
214,0±12,1

АсТ, Е/л 343,7 ± 28,5 365,5 ± 29,9 366,4±38,2 341,0±52,5

АлТ, Е/л 50,2 ± 2,46 55,7 ± 5,66 54,5±3,6 57,4±7,61

ЛДГ, Е/л 3213 ± 339 3226 ± 224 3400±245 3225±524

ХЭ, Е/л 2301 ± 392* 3308 ± 414 3224±306 3384±312

Суточный диурез, мл 6,02± 0,47 6,30 ± 0,56  3,70±0,56 4,96±0,91

СКОМ, ус.ед. 4,29 ± 0,42 3,82 ± 0,43 4,57±0,44 3,56±0,47

Коэффициенты массы внутренних органов

Печень 3,77 ± 0,18 3,79 ± 0,17 3,50±0,090 3,8 ±0,61

Почки 0,75 ± 0,016 0,72 ± 0,028 0,66±0,008* 0,71±0,28

Селезенка 0,40 ± 0,047 0,52 ± 0,093 0,37±0,030* 0,46±0,02

Тимус 0,40 ± 0,027 0,28 ± 0,024* 0,32±0,034 0,37±0,03

Самки

Масса тела, г: исходная
Через 4 недели

79,6 ± 2,6
169,0 ± 3,4*

73,8 ± 2,62
149,0 ± 7,9*

78,8 ± 2,47
170,2 ± 4,9

73,7 ± 2,46
185,0 ± 5,2

Прирост массы тела 89,4 ± 2,6* 75,2 ± 5,7* 91,4 ± 5,2* 111,3 ± 4,3

АсТ, Е/л 380,1 ± 34,7 357,1 ± 68,4 379,2 ± 26,4 364,4 ± 28,1

АлТ, Е/л 46,8 ± 2,6 54,0 ± 2,6* 51,1 ± 3,4 45,1  ± 2,8

ЛДГ, Е/л 2243 ± 305,9 1864 ± 299 2525 ± 218 2627 ± 216,4

ХЭ, Е/л 3424 ± 105* 5455 ± 681* 6093 ± 264* 7232,0 ± 188

Суточный диурез, мл 4,7 ± 0,8 3,2 ± 0,7 3,0 ± 0,48 3,95 ± 0,5

СКОМ, ус.ед. 2, 91 ± 0,24* 2,88 ± 0,32* 2,49 ± 0,2* 3,74 ± 0,2

Коэффициенты массы внутренних органов

Печень 4,10 ± 0,12 4,11 ± 0,02 4,02 ± 0,14 3,96 ± 0,17

Почки 0,74 ± 0,03 0,72 ± 0,02 0,74 ± 0,02 0,73 ± 0,04

Селезенка 0,53 ± 0,07 0,52 ± 0,093 0,52 ± 0,08 0,42±,055

Тимус 0,32 ± 0,04 0,41 ± 0,03* 0,35 ± 0,02 0,35 ± 0,01

Примечание:  знаком «*» отмечены статистически значимые изменения (р<0,05)

ных образцов наблюдалось изменение прироста 
массы тела, функции почек и снижение актив-
ности ХЭ. Наиболее выраженное снижение ХЭ, 
наблюдаемое как у самок, так и самцов, отмече-
но под действием образца №1, в состав которо-
го наряду с изопропиловым входит и пропило-
вый спирт, обладающий наиболее выраженным 
кожно-резорбтивным действием  (по  величине 
DL50 при нанесении на кожу). Наименьшее сни-

жение ХЭ (на 15%) наблюдалось под действием 
образца № 4, содержащего 79% ЭС и 0,11% ЧАС, 
который по степени выраженности и сумме изме-
ненных показателей оказался наименее токсич-
ным образцом. 

На основании выявленных изменений можно 
заключить, что для самцов доза 5 г/кг любого 
изученного образца при накожном применении 
является пороговой, а для самок – действующей.
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При экстраполяции экспериментальных дан-
ных на человека,с учетом коэффициента запаса 
100 и условно пороговой дозы 5 г/кг, безопасная 
доза составит 50 мг/кг. На обработку рук детей 
расходуется 1,5-2 мл средства, и, следовательно, 
применение кожных антисептиков безопасно для 
детей с массой тела не менее 40 кг или в возрасте 
12 лет.

Заключение. Методами in vitro на клетках 
ФЭЧ и сперматозоидах быка показана зави-
симость опасности антисептиков от их хими-
ческого состава. Цитотоксическое действие 
образцов возрастало при введении в них ЧАС. 
Водный кожный антисептик на  основе три-
клозана оказался на  2-4  порядка токсичнее 
изученных спиртосодержащих антисептиков. 
Использованные методы in vitro могут быть 
рекомендованы для оценки сравнительной 
токсичности кожных антисептиков. 

Изучение кожно-резорбтивного действия 
на крысах-отъемышах выявило их половую чув-
ствительность, а  также максимальную токсич-
ность образца с  содержанием ПС, способного 
в большей степени проникать через защитный ба-
рьер кожи. Полагаем, чтодля оценки безопасности 
кожных антисептиков, рекомендованных для де-
тей, изучение кожно-резорбтивного действия не-
обходимо проводить на неполовозрелых лабора-
торных животных.

Опираясь на результаты исследования и дан-
ные литературы, рекомендуем для гигиениче-
ской обработки рук детей старше 12 лет приме-
нение кожных антисептиков на основе этилового 
и изопропилового спиртов без добавления ЧАС. 
Для обработки инъекционного и операционного 
полей  (эпизодическое применение) рекоменду-
ется аналогичный состав кожных антисептиков 
для детей всех возрастов.
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ЭСТЕРАЗНЫЙ ПРОФИЛЬ 
КРОВИ МЫШЕЙ ПРИ 
ОСТРОМ ОТРАВЛЕНИИ 
2-(О-КРЕЗИЛ)-4Н-1,3,2-
БЕНЗОДИОКСОФОСФОРИН-
2-ОКСИДОМ

УДК 57.052 : 615.099

Д.С. Прокофьева, В.И. Шмурак, 
А.Е. Кривошеин, Е.А. Бодрякова, 
Н.Г. Войтенко

ФГУП «НИИ гигиены, профпатологии
и экологии человека» ФМБА
России, 188663, Ленинградская
область, Всеволожский район,
г.п. Кузьмоловский, Российская
Федерация

Проведено исследование влияния на эстеразный профиль крови мышей различных доз 2-(о-кре-
зил)-4Н-1,3,2-бензодиоксафосфорин-2-оксида (CBDP) спустя 1 и 24 ч после его подкожного вве-
дения животным. Установлено, что CBDP не является специфичным ингибитором карбоксилэс

теразы (КЭ) плазмы крови мышей, так как он в равной степени ингибирует и бутирилхолинэстеразу 
(БХЭ) крови. CBDP является малоэффективным ингибитором ацетилхолинэстеразы (АХЭ) сыво-
ротки крови мышей и не обладает выраженным действием по отношению к АХЭ мембран эритро-
цитов, однако в больших дозах он способен снижать количество последних.

Ключевые слова: 2-(о-крезил)-4Н-1,3,2-бензодиоксафосфорин-2-оксид, сериновые эстеразы, ин-
гибитор, мыши.

Введение. Благодаря низкой субстратной 
специфичности и относительно большому коли-
честву в плазме крови и других тканях бутирил-
холинэстераза (БХЭ), карбоксилэстераза (КЭ) 
и  параоксоназа  (ПОН) являются основными 
эстеразами, оказывающими влияние на  ста-
бильность химических соединений с эфирной 
связью (в том числе лекарств) в организме мле-
копитающих. Набор и  количество этих фер-
ментов (иначе – эстеразный профиль) у разных 
видов имеют существенные отличия. Одно из 
них – отсутствие в крови человека КЭ, в то вре-
мя как в крови животных этот фермент обна-
ружен в  больших количествах. Данный факт 
зачастую существенно усложняет экстрапо-
ляцию на  человека фармако- и  токсикологи-
ческих данных, полученных в  экспериментах 
на животных.[1]. К настоящему времени извест-
но немало веществ, способных необратимо ин-
гибировать сериновыеэстеразы. Однако из-за 
большого сходства в  пространственной кон-
фигурации активных центров сериновых эсте-

раз, лишь единичные соединения отличаются 
не только высокой эффективностью, но и вы-
сокой селективностью по  отношению к  кон-
кретному ферменту. В качестве примера мож-
но назвать фосфорорганические отравляющие 
вещества, которые являются эффективными 
и селективными ингибиторами ацетилхолинэ-
стеразы (АХЭ). Основной причиной того, что 
большинство известных ингибиторов серино-
выхэстераз обладают низкой селективностью, 
является наличие в активном центре всех сери-
новых гидролаз и протеаз одной и той же ката-
литической триады: Ser/His/Asp (Glu). Механизм 
ацилирования/деацилирования этих фермен-
тов также сходен. Следовательно, эти фермен-
ты будут в той или иной степени ингибировать-
ся одними и теми же классами соединений.

КЭ  – это семейство сериновых эстераз, от-
ветственных за метаболизм и трансформацию 
большого количества ксенобиотиков, содер-
жащих эфирную связь. В  последнее десяти-
летие создание ингибиторов различных изо-
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форм КЭ привлекает все больше ученых, так 
как такой подход позволит модулировать ме-
таболизм этерифицированных лекарственных 
средств и других ксенобиотиков, а также сни-
жать их токсичность. На сегодняшний день из-
вестно несколько видов сильных ингибиторов 
КЭ, большинство из которых обладают обра-
тимым типом ингибирования. Потенциаль-
ные ингибиторы КЭ – это, как правило, гидро-
фобные вещества, содержащие одно или более 
ароматическое кольцо и электрофильные цен-
тры (карбонил- и сульфонил-группы). Одним из 
наиболее известных необратимых ингибиторов 
КЭ является 2-(о-крезил)-4Н-1,3,2-бензодиокса-
фосфорин-2-оксид (CBDP). Несмотря на то, что 
исследования острого воздействия CBDP на ак-
тивность эстераз крыс и мышей проводились 
неоднократно, результаты исследования дина-
мики этого процесса немногочисленны (дина-
мика процесса изучена слабо). Известны всего 
несколько работ, в которых можно найти дан-
ные по этому вопросу. Самоераннееисследова-
ниедатируется 1984 годом [2]. Однако в нем бы-
ла использована необоснованно высокая доза 
CBDP(50 мг/кг), которую п/к вводили мышам. 
На сегодняшний день известно [3, 4], что такая 
доза более чем на порядок превосходит опти-
мальную дозу CBDP, то есть ту дозу, которая не-
обходима для максимального снижения актив-
ности КЭ и минимального снижения активности 
всех остальных эстераз крови. В исследовании 
1998 г. [5] были использованы крысы, и лишь 
в исследовании 2010 года есть данные по дина-
мике изменения активностей КЭ и БХЭ крови 
мышей спустя разные сроки после п/к введения 
CBDP, но только в одной дозе – 1,5 мг/ кг [4]. Во 
всех перечисленных работах не была проведена 
полная оценка эстеразного профиля животных, 
котором вводили CBDP. В наиболее подробном 
исследовании 1984 г. не была проведена оценка 
изменения активности БХЭ во времени при вве-
дении разных доз ингибитора, а в исследовании 
2010  года не  проводилась оценка активности 
АХЭ сыворотки крови и эритроцитов. Извест-
но, что разные линии лабораторных животных-
существенно отличаются активностью эстераз 
сыворотки крови [6], в связи с чем, для достиже-
ния одного и того же эффекта,дозы ингибитора 
могут существенно варьировать для двух раз-
ных линий лабораторных животных. В опытах 
in vitro было показано [6], что величина концен-
трации ингибитора, которая приводит к инак-
тивации половины молекул фермента (IC50), для 
CBDP по  отношению к  КЭ сыворотки крови 
крыс трех разных линий отличается в несколь-
ко раз. Поскольку рабочий диапазон доз для ин-
гибиторов сериновых эстераз может быть до-
вольно узок ввиду их низкой специфичности, 

крайне важно проводить динамическую оценку 
эстеразного статуса изучаемой популяции жи-
вотных до и после введения им ингибитора.

Целью настоящейработы явилось исследо-
вание ингибирующей активности CBDP по от-
ношению косновнымэстеразам крови мышей 
в зависимости от дозы ингибитора и времени 
отбора проб.

Материалы и методы исследования. В рабо-
те были использованы 63  самки белых нели-
нейных мышей массой 20-22 г. Перед началом 
эксперимента животные были распределены 
случайным образом по 9 группам. При работе 
были соблюдены требования по гуманному об-
ращению с  животными. Условия содержания 
экспериментальных животных соответствова-
ли нормативному документу «Об утверждении 
правил лабораторной практики» (Приказ Минз-
дравсоцразвития России от 23.08.2010 г. №708н).

Животным вводили CBDP, синтезированный 
по  методу, описанному в  работе Nomeir A.A. 
и Abou-Donia M.B. в 1986 г. [7] п/к в дозах 1, 2, 
4, 8 мг/кг. В качестве растворителя использо-
вали 5% раствор этилового спирта в пропилен-
гликоле. Контрольной группе вводили эквива-
лентный объем растворителя. Спустя 1 или 24 ч 
животных выводили из эксперимента путем 
декапитации , после чего отбирали аликвоту 
цельной крови для измерения активности АХЭ 
эритроцитов. Из остальной крови получали сы-
воротку, которую хранили при -80°С и анализи-
ровали в течение 2-х недель с момента оконча-
ния эксперимента. 

В работе были использованы традиционные 
методы анализа активности сериновых эсте-
раз с незначительными модификациями [5, 8]. 
При определении активностей БХЭ в качестве 
субстрата использовали бутирилтиохолин. Для 
оценки активности КЭ использовали два суб-
страта: -нафтилацетат ( -НА) и р-нитрофени-
лацетат (р-НФА). Активность АХЭ эритроци-
тов измеряли после двукратной отмывки клеток 
от плазмы крови, используя в качестве субстра-
та ацетилтиохолин. Оценку активности АХЭ 
сыворотки крови проводили в присутствии ин-
гибитора БХЭ iso-OMPA, поскольку известно, 
что БХЭ способна активно гидролизовать аце-
тилтиохолин. Активность ПОН измеряли с ис-
пользованием параоксона в присутствии 2мМ 
CaCl2 в 0,1М буферном растворе Tris-HClpH 8,0 
[9].Измерение количества продуктов фермен-
тативных реакций проводили в кинетическом 
режиме в присутствии избытка субстрата. По-
сле проведения расчета скоростей образования 
продуктов вычисляли значения активностей 
соответствующих ферментов в  эксперимен-
тальных и контрольных пробах, используя из-
вестные значения коэффициентов молярной 
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экстинкции продуктов. В ходе вычислений учи-
тывали самопроизвольный распад субстрата. 
Данные в таблицах представлены в виде % ак-
тивности, рассчитанного по отношению к зна-
чениям в контрольной группе.

Количество эритроцитов в  цельной крови 
считали в камере Горяева.

В качестве объекта исследования для экспе-
риментов in vitro была использована пулиро-
ванная сыворотка 10 мышей. К объекту иссле-
дования добавляли стоковые растворы CBDP 
в 10 мМ фосфатном буферном растворе рН 7.4, 
содержащего 137 мМ NaCl и 2,7 мМ KCl, в объ-
емном соотношении 1:9, после чего пробы сра-
зу перемешивали. Концентрации CBDP в сто-
ковых растворах были в 10 раз выше конечных 
концентраций веществ в пробах и составляли 
от  2,5  до  150  мкМ. Пробы инкубировали при 
37°С в течение 1, 4 и 24 ч. По истечении указан-
ного времени пробы интенсивно перемешива-
ли и из них отбирали аликвоты для незамедли-
тельного определения активности БХЭ и КЭ. 
В качестве контрольных проб использовали об-
разцы исследования, к которым вместо раство-
ров CBDP добавляли соответствующий объем 
фосфатного буферного раствора. 

Статистическую обработку полученных дан-
ных выполняли с помощью программного обе-
спечения GraphPadPrizm 5.0. Перед анализом 
данных проводили проверку нормальности их 
распределения (тест Колмогорова-Смирнова). 
Данные подчинялись нормальному распреде-
лению, поэтому для дальнейшей обработки ис-
пользовали параметрический однофакторный 
дисперсионный анализ и  тест Даннета  (част-
ный случай поправки Бонферрони для сравне-
ния нескольких групп с контролем). Для оценки 
характера и степени совместного влияния двух 
факторов (дозы и времени отбора проб) на ис-
следуемые параметры применяли двухфак-
торный дисперсионный анализ. Критический 
уровень значимости (Р) при проверке статисти-
ческих гипотез принимали равным 0,05. Дан-
ные на рисунках представлены в виде «средне-
е±стандартное отклонение».

Результаты и обсуждение. В результате про-
веденной работы было установлено, что сни-
жение активности большинства исследованных 
показателей спустя 1 ч после введения живот-
ным CBDP в диапазоне доз от 1 до 8 мг/кг про-
исходит дозозависимым образом. Изменения 
активности эстераз через сутки после введения 
CBDP по сравнению с 1 ч имеют неодинаковый 
характер (табл. 1-2). Спустя сутки активности 
КЭ и БХЭ статистически значимо повышаются 
по сравнению с этими же показателями на ран-
нем срокев диапазоне доз 2-8 мг/кг. Для самой 
низкой дозы 1 мг/кг можно отметить наличие 

тенденции к повышению активности КЭ и БХЭ 
с течением времени. Несмотря на это, для всех 
доз ингибитора значения указанных активно-
стей продолжают статистически значимо от-
личаться от контрольных значений даже спустя 
сутки после введения вещества. Известно, что 
БХЭ и АХЭ человека необратимо ингибируется 
CBDP [10]. Установлено, что необратимость ин-
гибирования является следствием чрезвычайно 
быстрого «старения» фермент-ингибиторного 
комплекса. Таким образом, можно предполо-
жить, что повышение активности БХЭ с тече-
нием времени обусловлено ее синтезом в пече-
ни. Причем эта функция, по  всей видимости, 
активизируется при снижении доли активных 
ферментов в крови животных до некоего кри-
тического значения, которое лежит в диапазоне 
от 20% до 60% базовой активности. Для КЭ это 
предположение также может быть справедли-
во.Однако однозначных свидетельств необрати-
мости ингибирования БХЭ и КЭ крови мышей 
CBDP в литературе нет, поэтому для проверки 
выдвинутой гипотезы мы провели эксперимент 
invitro с  пулированной сывороткой мышей, 
к которой добавляли разные количества инги-
битора. Концентрации ингибитора подбирали 
таким образом, чтобы охватить весь диапазон 
возможного изменения ферментативной актив-
ности. Через несколько временных интервалов 
производили отбор проб и определяли актив-
ности интересующих ферментов. Оказалось, 
что ни  БХЭ, ни  КЭ сыворотки крови мышей 
спонтанно не реактивируется, по крайней мере, 
в течение 24 ч после взаимодействия с ингиби-
тором, поскольку статистически значимых от-
личий между контрольной пробой и опытными 
пробами обнаружено не было (рис. 1 и 2). Таким 
образом, можно заключить, что invivoповыше-
ние активности БХЭ и КЭ крови мышей с тече-
нием времени после введения ингибитора обу-
словлено их синтезом denovoв печени.

Активность АХЭ сыворотки дозозависи-
мым образом снижается при остром отравле-
нии мышей CBDP. Однако это снижение ме-
нее выражено по сравнению с его действием 
наактивность БХЭ и КЭ. Статистически зна-
чимые отличия экспериментальных и  кон-
трольных значений были установлены для 
диапазона доз 2-8 мг/кг. Также было установ-
лено, что активность АХЭ сыворотки спустя 
1 ч после введения CBDP не имеет статисти-
чески значимых отличий отзначениятого же 
параметра, измеренного через сутки после-
воздействия, то  есть в  течение 24  часов ак-
тивности АХЭ сывороткине начинает восста-
навливаться. Наблюдаемый эффект вполне 
предсказуем, учитывая необратимый харак-
тер ингибирования [10] и тот факт, что источ-
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ник АХЭ в сыворотке, в отличие от БХЭ и КЭ, 
до сих пор неизвестен. 

С другой стороны, активность АХЭ, локали-
зованной на мембранах эритроцитов, через 24 ч 
после введения ингибитора имеет тенденцию 
к снижению по сравнению с тем же показате-
лем для 1 ч, и на дозе 4 мг/мл это снижение но-
сит статистически значимый характер. Двух-
факторный дисперсионный анализ этих данных 
показал, что оба фактора (время и доза) стати-
стически значимо влияют на активность АХЭ 
эритроцитов, причем степень влияния време-
ни (Р=0.0002) носит более выраженный харак-
тер по сравнению с дозой (Р=0.0321).Причиной 
наблюдаемого эффекта может быть изменение 
количества эритроцитов, а  также изменения 
структурыих мембраны. Для проверки первой 

гипотезы было выполнено дополнительное ис-
следование. На рисунке 3 приведены данные об 
изменении количества эритроцитов с течением 
времени после введения животным CBDP в до-
зе 4 мг/кг. Оказалось, что спустя 1 ч количество 
эритроцитов в крови животных незначительно 
повышается, а через сутки статистически зна-
чимо снижается по сравнению с контрольным 
значением. Следовательно, незначительное по-
вышение активности АХЭ мембран эритроци-
тов спустя 1 ч после введения животным CBDP 
связано с повышением количества эритроцитов 
в крови, в то время как статистически значи-
мое снижение активности АХЭ мембран эри-
троцитов обусловлено снижением количества 
эритроцитов в  крови животных на  этой вре-
менной точке. Таким образом, можно заклю-

 Таблица 1
Зависимость значений ферментативной активности КЭ и БХЭ крови мышей от дозы CBDP, 

измеренных спустя 1 и 24 ч после воздействия. Величины активностей представлены 
в процентном отношении к контрольным значениям, (n =7)

Доза, мг/кг
КЭ (субстрат -НА) КЭ (субстрат р-НФА) БХЭ

1 ч 24 ч 1 ч 24 ч 1 ч 24 ч

0 100±7 100±7 100±9 100±9 100±18 100±18

1 80±13* 78±6* 62±16* 63±7* 63±16* 71±10*

2 28±16* 65±5*† 17±11* 50±5*† 16±8* 50±5*†

4 7±3* 56±6* † 5±2* 42±6*† 3±1* 32±3*†

8 5±1* 57±10*† 2±1* 39±9*† 1±1* 23±6*†

Примечание: *– статистически значимые отличия экспериментальных групп от контрольной группы; † – статистически 
значимые отличия между двумя временными интервалами для каждой дозы по результатам двухфакторного 
дисперсионного анализа.

 Таблица 2
Зависимость значений ферментативной активности ПОН и АХЭ сыворотки и мембран эритроцитов 

от дозы CBDP, измеренных спустя 1 и 24 ч после воздействия. Величины активностей 
представлены в процентном отношении к контрольным значениям, (n =7)

Доза,  
мг/кг

АХЭ сыворотки АХЭ эритроцитов ПОН

1 ч 24 ч 1 ч 24 ч 1 ч 24 ч

0 100±12 100±12 100±16 100±16 100±19 100±19

1 96±18 107±10 102±13 85±15 142±29* 102±25†

2 76±10* 81±6* 108±27 83±17 134±25 118±20

4 59±8* 68±9* 106±20 71±13*† 110±18 111±15

8 60±11* 58±8* 84±16 73±12* 93±35 94±16

Примечание: *– статистически значимые отличия экспериментальных групп от контрольной группы; † – статистически 
значимые отличия между двумя временными интервалами для каждой дозы по результатам двухфакторного 
дисперсионного анализа.
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чить, что CBDP не оказывает ингибирующего 
действия на АХЭ мембран эритроцитов. С этим 
утверждением не  согласуются данные, полу-
ченные на максимальной использованной дозе 
ингибитора. Вероятно, это связано с тем, что 
в этом случае снижение количества эритроци-
тов в крови наступило в более ранние сроки, 
что не  позволило проследить описанную для 
меньших доз динамику изменений. Снижение 
количества эритроцитов при остром отравле-
нии CBDP может быть вызвано фазовым сни-
жением гематокрита. Однако данное предпо-
ложение требует проведения дополнительных 
исследований.

Обнаружено статистически значимое повы-
шение активности ПОН спустя 1 ч после вве-
дения CBDPв дозе 1  мг/кг  (табл. 2). Дальней-
шее увеличение дозы снижает наблюдаемый 
эффект до  уровня контрольных значений ак-
тивности. Спустя сутки после введения CBDP 
уровень активности ПОН сыворотки крови со-
ответствует контрольным значениям для всех 
использованных доз ингибитора.

Таким образом, можно утверждать, что 
CBDP не является специфическим ингибито-
ром КЭ крови мышей, как это принято было 
считать до недавнего времени [4, 5, 12, 13]. В 
то же время необходимо отметить, что на ак-
тивность АХЭ крови мышей CBDP влияет 
в  меньшей степени, чем на  активности БХЭ 
и  КЭ. Следовательно, CBDP в  дозе 4  мг/кг 
можно использовать в  качестве соединения 
полностью устраняющего активность БХЭ 
и КЭ крови мышей, но не влияющего на ак-
тивность АХЭ мембран эритроцитов. Также 
данное соединение можно применять в каче-
стве ингибитора эстераз in vitro. Необходи-
мо отметить, что в  предыдущей работе [11] 
нами было показано, что для крыс ситуация 
немного иная. CBDP может проявлять отно-
сительную специфичность в  отношении КЭ 
крови крыс по сравнению с БХЭ. Однако это, 
скорее всего, является следствием не только 
и не столько специфичности, но главным об-
разом другого количественного соотношения 
эстераз крови мышей и крыс. Таким образом, 
результаты, полученные при использовании 
ингибитора сериновых эстераз на одном ви-
де лабораторных животных, нельзя перено-
сить на  другой вид без проведения хотя бы 
пилотных экспериментов. Также мы обнару-
жили снижение количества эритроцитов спу-
стя сутки после введения CBDP и повышение 
активности ПОН на меньшей дозе ингибито-
ра. Объяснение причин этих явлений требует 
проведения дальнейших исследований.

Заключение. Введение мышам CBDP со-
провождается дозозависимым снижением ак-

Рис. 1.  Изменение активности КЭ (субстрат р-НФА) 
в присутствии CBDP в опытах invitro в зависимости 
от концентрации ингибитора и времени отбора проб 
для анализа.

Рис. 2. Изменение активности БХЭ в присутствии 
CBDP в опытах invitro в зависимости от концентрации 
ингибитора и времени отбора проб для анализа.

Рис.3. Изменение количества эритроцитов и активности 
АХЭ их мембран в крови мышей после п/к введения CBDP 
в дозе 4 мг/кг
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The influence of 2-(o-cresyl)-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-2-oxide (CBDP) on the blood esterase profile 
in mice was studied at different doses an hour and 24 h after its subcutaneous administration to animals. It is 
established that CBDP is not a specific carboxyl esterase inhibitor in mice blood serum as it equally inhibits blood 
butyrylcholinesterase as well. CBDP is a low effective acetylcholinesterase inhibitor in mice blood serum and does 
not pose an expressed effect in respect to acetylcholinesterase in erythrocytes membranes, however in high doses 
it is able to lower their amount.

Keywords: 2-(o-cresyl)-4H-1, 3, 2-benzodioxaphosphorin-2-oxide, serine esterase, inhibitor, mice.
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тивности основных сериновых эстераз крови. 
Спустя сутки после воздействия эти показате-
ли все еще статистически значимо отличаются 
от контрольных значений, что свидетельству-
ет о том, что 24 часов не достаточно для полно-
го восстановления активности КЭ и БХЭ кро-
ви мышей при применении доз CBDP от 1 мг/
кг до 8 мг/кг. На активность АХЭ сыворотки 
CBDP оказывает аналогичное, но  менее вы-

раженное действие, причем в отличие от КЭ 
и БХЭ активность АХЭ сыворотки за 24 часа 
практически не меняется при любой дозе ин-
гибитора. Снижение активности АХЭ эритро-
цитов через сутки после введения ингибито-
ра, равно как и повышение активности ПОН 
на минимальной дозе CBDP, трудно объяснить 
с точки зрения имеющейся на настоящий мо-
мент в литературе информации.
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Статья содержит результаты экспериментальных хронотоксикологических исследований проти-
вотуберкулезного препарата «Изониазид», позволившие установить факт снижения токсично-
сти при введении препарата в вечернее время суток.  

Ключевые слова: противотуберкулезный препарат, изониазид, хронобиология, хронобиологи-
ческие ритмы, рациональная химиотерапия, экспериментальные исследования. 

Введение. Согласно классификации Меж-
дународного союза по борьбе с туберкулезом 
препарат «Изониазид» относится к препара-
там первого ряда и является наиболее эффек-
тивным в лечении различных форм туберкуле-
за [9], но наряду с этим применение препарата 
сопряжено с  возможностью возникновения 
побочных реакций, в том числе токсическо-
го характера (нейро-, гепато-, нефро-, карди-
отоксичность и др.) [1, 5, 6, 16].Эти побочные 
реакции напрямую отражаются на состоянии 
соматического и психического здоровья чело-
века, находящегося как на этапе химиотера-
пии, так и  после завершения курса (курсов) 
лечения данным препаратом. В  некоторых 
случаях наличие побочных реакций, возни-
кающих при приеме противотуберкулезных 
препаратов, отрицательно влияет на принцип 
непрерывности организации химиотерапии 
туберкулеза и зачастую приводит к ее срыву, 
что провоцирует микобактерии к  развитию 
лекарственной резистентности [10]. 

Известно, что действие лекарственного ве-
щества на организм отличается высокой вари-
абельностью и зависит от множества как вну-
тренних, так и внешних факторов. Одним из 
наиболее ярких, влияющих на выраженность 
фармакологического эффекта, выступает фак-
тор времени суток [14]. При разработке рацио-
нальных, оптимальных программ лекарствен-
ной терапии важен и хронотоксикологический 
подход, с  применением которого возможно 
значительно снизить токсичность препаратов 
и тем самым повысить избирательность тера-
певтического действия [3]. Наиболее значимы-
ми для лекарственной токсикологии являются 
суточные или циркадные ритмы. Еще в 1931 г., 
Адсен с  соавторами в  опытах на мышах до-
казали, что судорожная активность инсулина 
в вечерние часы значительно ниже, чем в днев-
ные. Зависимость токсичности от времени от-
мечена для ряда нестероидных противовоспа-
лительных, противоопухолевых препаратов, 
влияющих на гуморальную регуляцию [2]. 
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Цель работы – оценить клинику острого от-
равления и продолжительность жизни крыс, 
изучить кумуляцию противотуберкулезного 
препарата «Изониазид» (производства ОАО 
«Фармасинтез», г. Иркутск) при введении 
в утренние и вечерние часы. 

Материалы и  методы исследования. В  со-
ответствии с  действующими нормативны-
ми документами и  методическими рекомен-
дациями, принятыми на территории РФ для 
проведения экспериментальных токсиколо-
гических исследований, а  также на основе 
многолетнего экспериментального опыта со-
трудников лаборатории токсикологических 
испытаний и исследований ИЛЦ НИИ Биофи-
зики ФГБОУ ВО «АнГТУ» по изучению про-
тивотуберкулезных препаратов, в  качестве 
экспериментально-биологической модели бы-
ли выбраны белые нелинейные крысы (сам-
цы, самки) [11, 12, 15]. Критериями включения 
животных в эксперимент являлись: заключе-
ние Службы ветеринарии Иркутской области, 
отсутствие видимых проявлений заболева-
ний, однородность по массе тела, в ряде слу-
чаев – по анализу периферической крови и не-
которым другим показателям в соответствии 
с  принятыми в  лаборатории стандартными 
операционными процедурами и  паспортом 
состояния лабораторных животных. Все жи-
вотные содержались в условиях специализи-
рованной экспериментально-биологической 
клиники (вивария) (ветеринарное удостовере-
ние 238 № 0019713). 

Эксперименты были проведены в соответ-
ствии с этическими требованиями по работе 
с экспериментальными животными, изложен-
ными в следующих нормативно-правовых до-
кументах: «Правила проведения работ с  ис-
пользованием экспериментальных животных» 

(приложение к  приказу МЗ СССР № 755 от 
12.08.1977 г.) [7], «Правила лабораторной прак-
тики» (приложение к приказу МЗ РФ № 708н 
от 23.08.2010 г.) [8] и  разрешены локальным 
этическим комитетом. 

Параметры острой токсичности устанавли-
вали по методу Кербера [4], на белых крысах 
массой тела 180-200 г. Рандомизацию живот-
ных на группы проводили по принципу диапа-
зона доз и полу. Было сформировано 10 групп 
животных для введения в 10 ч 00 мин утра и 10 
групп животных для введения в 22 ч 00 мин ве-
чера. Каждая группа состояла из 12 крыс (n = 
6 M, n = 6 F) и представляла отдельную серию 
эксперимента. 

Препарат «Изониазид®» (форма выпуска: 
таблетки, 0,3 г) испытывали в  дозах 1100, 
1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 
2000  мг/  кг с  шагом наращивания дозы на 
100  мг. Животным вводили препарат одно-
кратно, внутрижелудочно в  виде суспензии 
с дистиллированной водой с помощью метал-
лического атравматичного зонда. Перед вве-
дением препарата оболочка таблеток убира-
лась, ядро растиралось в ступке. Однократный 
объем вводимой суспензии для крыс не превы-
шал 5 мл [13]. Наблюдение за животными ве-
ли в течение 14 суток [12].

При изучении кумуляции животным ежесу-
точно, внутрижелудочно вводили 1/5 от DL50, 
1/10 от DL50 для препарата «Изониазид®». Для 
каждой из доз препарата была сформирована 
одна подопытная группа животных (n = 10 M, 
n = 10 F) – введение в 10 ч 00 мин утра, и вто-
рая подопытная группа (n = 10 M, n = 10 F) – 
введение в 22 ч 00 мин вечера. Наряду с по-
допытными группами были сформированы 
контрольные группы (вводили воду в  экви-
валентном объеме) и группа интактных жи-

Таблица 1
Среднесмертельные и смертельные дозы препарата «Изониазид»

Время введения препарата 
«Изониазид»

DL50, мг/кг DL100, мг/кг

Крысы М Крысы F Крысы М Крысы F

10 ч 00 мин утра 1667 ± 49 1683 ± 49 1800 1800

22 ч 00 мин вечера 1800 ± 28 1800 ± 28

1900 1900

Коэффициент достоверности (t) 2,36 2,07
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вотных. Все эксперименты проведены в зим-
ний период. 

Результаты и обсуждение. Полученные дан-
ные токсикометрии острого отравления при 
введении препарата «Изониазид» в утренние 
и вечерние часы суток приведены в таблице 1. 

При сравнении установленных величин DL50, 
приведенных в  таблице 1, критерий t (коэ
ффициент достоверности) более или равен 2 (t 
≥ 2), что соответствует вероятности безоши-
бочного прогноза Р, равном или более 95 % (Р 
≥ 95 %), следовательно разность можно счи-
тать статистически достоверной. Процентное 
повышение DL50при введении в 22 ч 00 мин от 
DL50 при введении препарата в 10 ч 00 мин для 
крыс-М составило 8 %, для крыс-F – 7 %. Из 
данных, представленных в таблице 1, следует, 
что при введении препарата «Изониазид» в ве-
чернее время суток величина DL100, характер-
ная для введения в утренние часы, сместилась 
в сторону DL50, что свидетельствует о лучшей 
переносимости препарата в  вечернее время 
суток и о достоверности факта хронотоксич-
ности препарата «Изониазид» в условиях од-
нократного перорального введения. 

Полученные достоверные данные влияния 
хронобиологических ритмов на среднюю про-
должительность жизни крыс после введения 
препарата «Изониазид» в  дозах DL50 и  DL100 
представлены в таблице 2. 

Гибель животных в утренние часы наступа-
ла быстрее, чем при введении препарата в ве-
черние часы. В целом в клинической картине 
острого отравления преобладали признаки 
расстройства функций нервной системы, свя-

занного, по-видимому, с  тем, что препарат 
хорошо проникает через гематоэнцефали-
ческий барьер. Симптоматика проявлялась 
двумя фазами: фаза двигательного торможе-
ния (первая фаза) сопровождалась снижени-
ем двигательной активности, «замиранием» 
животных, заторможенной реакцией на свет, 
звук (продолжительность фазы  – 15-40 мин 
в зависимости от вводимой дозы); фаза дви-
гательного возбуждения, эпистатуса (вторая 
фаза) возникала вследствие снижения синте-
за тормозного нейромедиатора ГАМК путем 
ингибирования пиридоксальфосфат-зависи-
мого фермента декарбоксилазы глутамино-
вой кислоты [17] и характеризовалась повы-
шением рефлекторной возбудимости на свет, 
звук, развитием преимущественно клониче-
ских судорог, максимальная продолжитель-
ность фазы – 70 мин (при введении в 10 ч 00 
мин) и 90 мин (при введении в 22 ч 00 мин). 
Гибель животных наступала, как правило, 
на 1-е сутки, и  именно в  состоянии эписта-
туса на 2-4 судорожный припадок. Выжив-
шие животные в течение первых часов после 
воздействия постепенно выходили из состо-
яния визуально определяемой интоксикации 
и к 3-м суткам внешне не отличались от кон-
троля, не отказывались от воды и корма. На 
вскрытии павших животных – значительные 
гемодинамические расстройства, полнокро-
вие внутренних органов, геморрагии в  лег-
ких, отечность тканей, в том числе головного 
мозга. У двух павших животных (1М, 1F) при 
введении препарата в дозе 1700 мг/кг в 22 ч 00 
мин диагностирован парез желудка.

Таблица 2
Средняя продолжительность жизни крыс после однократного введения препарата  

«Изониазид»в дозах DL50 и DL100 

Время введения 
препарата «Изониазид»

Средняя продолжительность жизни крыс 
(в минутах) 

DL50, мг/кг DL100, мг/кг

Крысы
М

Крысы
F

Крысы
М

Крысы
F

10 ч 00 мин утра 29 ± 4 33 ± 5 25 ± 5 25 ± 2

22 ч 00 мин вечера 56 ± 7 55 ± 7 36 ± 2 38 ± 5

Коэффициент 
достоверности (t) 3,38 2,56 3,05 2,41
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Таблица 3
Динамика летальности крыс при ежедневном пероральном применении препарата «Изониазид» 

в течение 5 дней с последующим определением DL50 (n = 10)

Время 
введения 

препарата, пол 
крыс

Длительность введения препарата – 
5 дней 

Однократное введение препарата после 
5-дневного применения

Доза 
препарата в сутки

Суммарная 
доза препарата

Летальность 
крыс 

DL50 на 7-е сутки от 
начала эксперимента

Летальность 
крыс

10 ч 00 мин 
утра, М 1/5 от DL50 1667 мг/кг 0/10 1667 мг/кг (1400÷1900) 9/10

10 ч 00 мин 
утра, F 1/5 от DL50 1683 мг/кг 0/10 1683 мг/кг (1400÷1900) 10/10

22 ч 00 мин 
вечера, M 1/5 от DL50 1800 мг/кг 0/10 1800 мг/кг (1700÷1867) 8/10

22 ч 00 мин 
вечера, F 1/5 от DL50 1800 мг/кг 0/10 1800 мг/кг (1700÷1867) 8/10

Результаты по изучению кумуляции препа-
рата «Изониазид» при введении в  утренние 
и вечерние часы суток представлены в табли-
це 3. 

Признаков интоксикации при введении пре-
парата в дозе 1/5 от DL50 (в течение 5 суток) 
и 1/10 от DL50 (в течение 10 суток) визуально 
не обнаружено: животные свободно переме-
щались в  клетке; цианоз, судороги, патоло-
гические выделения из естественных отвер-
стий, пальпаторно определяемые уплотнения 
отсутствовали; рефлексы живые, шерсть бле-
стящая, опрятная; зубы сохранены, молочные 
железы самок без особенностей. Как видно 
из данных таблиц 3 и  4, введение препарата 
«Изониазид» в дозах 1/5 от DL50 и 1/10 от DL50 
не вызывало летальности по окончании вве-
дения, а также через сутки по окончании сро-
ка ежедневного введения. Показатели DL50 
при однократном введении изониазида в воз-
растающих дозах после 5-ти или 10-дневно-
го применения препарата в дозах 1/5 от DL50 
и 1/10 от DL50 не отличались от показателей, 
полученных при оценке острой токсичности 
изониазида на интактных животных (табл.1). 
Однако четко прослеживается различие в по-
казателях острой токсичности при введении 
препарата в  разное время суток. Так, введе-
ние изониазида в дозе DL50 животным, ранее 

ежедневно получавшим препарат в течение 5 
суток в дозе 1/5 от DL50, приводило к леталь-
ности 90-100 % крыс при введении в утренние 
часы и к летальности 80 % крыс при введении 
в вечернее время. Однократное введение изо-
ниазида экспериментальным группам крыс 
в возрастающих дозах после ежедневного при-
менения препарата в течение 10 суток в дозе 
1/10 от DL50 приводило к белее низкой леталь-
ности при введении препарата в вечерние вре-
мя суток (50 %), чем в утренние часы (70 %), 
что свидетельствует о меньшей токсичности 
изониазида при введении крысам в вечернее 
время. 

Средняя продолжительность жизни пос
ле введения DL50 животным, получавшим 
в течение 5 суток 1/5 от DL50 и в течение 10 
суток 1/10 от DL50, также была выше при 
введении препарата в вечернее время суток 
(табл. 5). 

Клиническая картина интоксикации раз-
вивалась однотипно, как и при однократном 
введении в эксперименте по установлению па-
раметров токсичности, гибель животных на-
ступала в  состоянии эпистатуса в  утренние 
часы быстрее, чем при введении препарата 
в вечернее время суток. 

Заключение. Таким образом, полученные 
данные свидетельствуют о влиянии хронобио-
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логических факторов на токсичность изони-
азида при пероральном применении крысам. 
При введении препарата в вечерние часы ток-
сичность его достоверно ниже, чем при введе-

нии в  утреннее время. Установленный факт 
может быть использован при формировании 
рациональной программы химиотерапии ту-
беркулеза с использованием изониазида. 

Таблица 5
Средняя продолжительность жизни крыс после введения DL50 препарата «Изониазид» 

предварительно получавших ежедневно 1/5 от DL50 и 1/10 от DL50 (n = 10)

Время введения 
препарата 

«Изониазид»

Средняя продолжительность жизни крыс (в минутах)

Группа животных получавших
1/5 от DL50

Группа животных получавших
1/10 от DL50

Крысы
М

Крысы
F

Крысы
М

Крысы
F

10 ч 00 мин утра 32 ± 3 27 ± 2 34 ± 3 31 ± 3

22 ч 00 мин вечера 50 ± 2 43 ± 4 51 ± 2 47 ± 4

Коэффициент 
достоверности (t) 5,00 3,60 4,72 3,20

Таблица 4
Динамика летальности крыс при ежедневном пероральном применении препарата «Изониазид» 

в течение 10 дней с последующим определением DL50 (n = 10)

Время 
введения 

препарата, 
пол крыс

Длительность введения препарата – 
10 дней 

Однократное введение препарата после 
10-дневного применения

Доза 
препарата в сутки

Суммарная доза 
препарата

Летальность 
крыс

DL50 
на 12-е сутки от начала 

эксперимента

Летальность 
крыс 

10 ч 00 мин 
утра, М 1/10 от DL50 1667 мг/кг 0/10 1667 мг/кг (1400÷1900) 7/10

10 ч 00 мин 
утра, F 1/10 от DL50 1683 мг/кг 0/10 1683 мг/кг (1400÷1900) 7/10

22 ч 00 мин 
вечера, М 1/10 от DL50 1800 мг/кг 0/10 1800 мг/кг (1700÷1867) 5/10

22 ч 00 мин 
вечера, F 1/10 от DL50 1800 мг/кг 0/10 1800 мг/кг (1700÷1867) 5/10
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Ц ель исследования – морфофункциональная оценка нейропротекторного действия ноопепта на 
экспериментальной модели фокального ишемического повреждения грудного отдела спинно-
го мозга. Результатами патоморфологических и поведенческих исследований установлен ней-

ропротекторный эффект ноопепта после фокального фотоиндуцированного тромбоза кровеносных 
сосудов грудного отдела спинного мозга крыс.

Ключевые слова: спинной мозг, нейроны, ишемия, фотохимическое повреждение, ноопепт.

Введение. Основными патогенетическими 
звеньями ишемического повреждения структур 
центральной нервной системы являются: гипе-
рактивация рецепторов возбуждающих амино-
кислот (глутаматная нейротоксичность), нако-
пление избыточного внутриклеточного кальция, 
активация перекисного окисления липидов. 
В последние годы получены доказательства эф-
фективности ноопепта в  отношении этих зве-
ньев. Ноопепт снижал количество погибших 
нейронов в культурах клеток мозжечка, подверг-
шихся действию токсических доз глутамата [1], 
блокировал потенциал-зависимые кальциевые 
каналы изолированных нейронов [5], предотвра-
щал выраженные нарушения перекисного окис-
ления липидов, вызванные иммобилизационным 
стрессом [4]. Все это позволяет предполагать эф-
фективность данного препарата для фармаколо-
гической коррекции ишемических повреждений 
спинного мозга.

Цель работы: морфофункциональная оценка 
нейропротекторного действия ноопепта на экс-
периментальной модели фокального ишемиче-
ского повреждения грудного отдела спинного 
мозга.

Материалы и  методы исследования. Работа 
выполнена на 200 крысах-самцах линии Вистар, 
массой 150 – 250 г в  соответствии с «Правила-
ми проведения работ с использованием экспери-

ментальных животных» и Приказом Минздрав-
соцразвития России от 23.08.2010 г № 708н « Об 
утверждении правил лабораторной практики». 
Наркотизацию крыс осуществляли интрапери-
тонеальным введением хлоралгидрата в  дозе 
350 мг/кг. Перед операцией наркотизированным 
крысам для адгезии эритроцитов к стенкам со-
судов вводили в яремную вену 3% раствор кра-
сителя бенгальского розового (Sigma, США R 
4507) в дозе 40 мг/кг. Крыс фиксировали в стере-
отаксической установке (Медикор, Россия). Кожу 
спины выбривали и обрабатывали 2% раствором 
йода. После срединного продольного разреза ко-
жи отсепаровывали позвоночник. Для воспроиз-
ведения фотоиндуцированного тромбоза исполь-
зовали оригинальную установку, состоящую из 
галогеновой лампы (24 В, 250 Вт) и отходящих от 
нее двух световодов диаметром 3 мм [2]. Светово-
ды помещали над поверхностью грудного отде-
ла позвоночника на расстоянии 1-2 мм. Длитель-
ность световой экспозиции составляла 30 мин. 
Для предупреждения термокоагуляционного эф-
фекта поверхность позвоночника во время экспо-
зиции постоянно орошали охлажденным изото-
ническим раствором. Затем рану обрабатывали 
и зашивали.

Животным контрольной группы производили 
операции по той же схеме, но краситель не вво-
дили.

Ракитский Валерий Николаевич (Rakitskii Valerii Nikolaevich), д.м.н., профессор, академик РАН, и.о. директора ФБУН «Федеральный научный центр 
гигиены им. Ф.Ф.Эрисмана» Роспотребнадзора, 141014, Московская обл., г. Мытищи, Российская Федерация, pesticidi@yandex.ru
Пашин Сергей Сергеевич (Pashin Sergei Sergeevich), младший научный сотрудник отдела
токсикологии и гигиены окружающей среды ФБУН «Федеральный научный центр гигиены им. Ф.Ф.Эрисмана» Роспотребнадзора, 141014, Московская 
обл., г. Мытищи, Российская Федерация, ser46539381@yandex.ru  



38

Ноопепт вводили внутривенно эксперимен-
тальной (опыт 2) группе животных (фотоинду-
цированный тромбоз) в интервале между 1-ым 
и 9-ым днем после операции в дозе 0,5 мг/кг/день.

Для нейрогистологического исследования 
наркотизированных животных транскардиаль-
но перфузировали смесью формалин-спирт-ук-
сусная кислота в пропорции 2:7:1. Спинной мозг 
извлекали через 4-5 час, фиксировали дополни-
тельно в течение 1 часа и обезвоживали изопро-
панолом возрастающей концентрации [3]. Пара-
финовые срезы изготавливали по стандартной 
методике, депарафинировали и окрашивали кре-
зиловым фиолетовым прочным по методу Нис-
сля; люксолевым прочным синим и крезиловым 
фиолетовым прочным по модифицированному 
методу Клювера-Баррера для выявления миели-
новых волокон и клеток мозга. Для выявления 
ишемически поврежденных нейронов использо-
вали ванадиевый кислый фуксин [6].

Для оценки моторных функций использовали 
разработанный нами метод нарушения непроиз-
вольных, врожденных реакций (рефлексы сгиба-
ния, хватания, переворачивания, реакция поста-
новки лапы на опору и др.).

Количественную оценку состояния и  пове-
дения животных проводили по интегральному 
показателю, критериями для которого служи-
ли несколько параметров состояния животных, 
регистрируемых в ходе исследований. Каждому 
критерию был присвоен определенный балл (та-
бл. 1).

Результаты иобсуждение. Общая картина по-
веденческих реакций крыс после моделирования 

фотоиндуцированного тромбоза с использовани-
ем ноопепта (опыт 2) была сходной с тем, что на-
блюдалось после аналогичного воздействия без 
использования нейропротектора (опыт 1). Одна-
ко выявленные у крыс патологические измене-
ния носили менее выраженный характер, а вос-
становление функций происходило почти в два 
раза быстрее. В  таблице 2 представлена дина-
мика изменений поведения животных группы 
«опыт 2» в сравнении с группой «опыт 1» и кон-
тролем. Как следует из таблицы, на шестые сутки 
последействия приходился пик изменения пове-
денческих показателей в группе «опыт 2», но их 
количественная характеристика в среднем при-
мерно в три раза выше, чем у животных группы 
«опыт 1», хотя можно констатировать лишь тен-
денцию к различию этого показателя (различия 
статистически недостоверны).

На 12-е сутки восстановительного периода по-
вышение интегрального показателя у  группы 
«опыт 2» становится статистически значимым по 
отношению к группе «опыт 1» и приближается 
к контролю. Спустя еще две недели данный по-
казатель практически не отличается от контро-
ля и фона.

Ноопепт уменьшал степень угашения мотор-
ных функций, снижал летальность. При этом 
ткань спинного мозга в  очаге ишемического 
повреждения оставалась более сохранной, чем 
у контрольной группы животных (рис.1).

Анализ гистологических препаратов показал, 
что количество ацидофильных и  гиперхром-
ных нейронов в очаге ишемического поврежде-
ния и в перифокальной зоне достоверно меньше 

 Таблица 1
Шкала оценки поведенческих реакций у крыс по интегральному показателю в баллах

Критерии оценки Балл

Отсутствие двигательной активности и рефлекса позы 0

Отсутствие двигательной активности и реакции на раздражитель задних конечностей и хвоста, но 
сохранение рефлекса позы 1

Двигательная активность только за счет передних конечностей, слабая реакция на раздражитель 
задних конечностей и хвоста 2

Имитация восстановления функций одной из задних конечностей 3

Имитация восстановления функций обеих конечностей 4

Восстановление функций задних конечностей, но сниженная реакция на тепловой раздражитель 
(более 8 сек) 5

Восстановление скорости реакции на тепловой раздражитель (8 сек и менее) 6
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у  животных, которым вводился нейропротек-
тор. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что ГВС-111 препятствует постишемическим де-
структивным процессам в фокальном ишемиче-
ском очаге, индуцированном фототромбозом.

При этом наблюдается достаточно стабильная 
корреляция между нормализацией поведенче-
ских реакций и сохранностью нейронов в зоне 
ишемического поражения (табл. 3).

Как следует из таблицы 3, на шестые сутки по-
сле экспозиции относительное количество непо-
врежденных нейронов перифокальной области 

у животных, которым вводился нейропротектор, 
было значительно выше суммарного относитель-
ного количества нормальных и обратимо изме-
ненных нейронов у животных, не получавших 
нейропротектор.

Заключение. Результаты проведенных иссле-
дований не позволяют установить, на какие ме-
ханизмы клеточной патологии влияет ноопепт, 
но обнаруженный нейропротекторный эффект 
препарата делает его перспективным для разра-
ботки методов коррекции постишемических на-
рушений в структурах спинного мозга

 Таблица 2
Динамика изменений интегрального показателя поведенческих реакций крыс до (фон) и после 

операции по моделированию фотоиндуцированного тромбоза спинного мозга без использования 
(опыт 1) и с использованием (опыт 2) ноопепта (средние данные)

Группы 
животных фон

Время после воздействия

1 сут. 6 сут. 12 сут. 24 сут. 48 сут. 68 сут

Контроль 5,8±0,4 4,4±0,5 5,5±0,5 5,8±0,4 5,8±0,4 5,7±0,5 5,8±0,4

Опыт 1 5,6±0,5 4,1±0,6 0,8±0,6 1,7±0,5 2,9±0,6 4,2±0,9 5,0±0,7

Опыт 2 5,6±0,5 4,4±0,7 2,7±0,7 4,1±0,7* 5,1±0,7 5,5±0,5 5,7±0,5

Примечание: знаком «*» отмечены статистически значимые изменения (р<0,05)

Рис. 1. Ишемическое повреждение нейронов (фотоиндуцированный 
тромбоз, фотоиндуцированный тромбоз + нейропротекторный эффект 
ноопепта). Окраска Люксолевым прочным синим с докрашиванием 
крезиловым фиолетовым прочным. Увеличение 20Х
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 Таблица 3
Количество клеток (в %) в перифокальной зоне с различной степенью повреждения после 

фотоиндуцированного тромбоза у крыс групп «опыт 1» (не вводился нейропротектор) и «опыт 2» 
(вводился нейропротектор) 

Степень 
повреждения клеток Группы животных

Сроки наблюдения после экспозиции

1 сут. 6 сут. 60 сут.

Без 
изменений

Опыт 1 84,2±3,3 11,8±1,3 30,0±1,8

Опыт 2 87,2±2,8 44,1±3,1 72,9±3,0

Обратимые 
изменения

Опыт 1 8,1±1,7 22,5±1,6 28,7±1,7

Опыт 2 8,4±1,6 37,3±2,8 15,1±1,9

Необратимые 
изменения

Опыт 1 7,7±2,5 65,7±1,4 41,3±3,0

Опыт 2 5,2±2,0 18,6±2,8 12,0±1,8

V.N. Rakitskii, S. S. Pashin 

NEUROPROTECTIVE EFFECT OF NOOPEPT SHOWN IN A MODEL OF FOCAL ISCHEMIC 
DAMAGE TO THE SPINAL CORD 

F.F.Erisman Federal Scientific Center of Hygiene, Federal Service for Surveillance on. Consumer Rights Protection and Human Well- 
being , 141014, Mytishchi, Russian Federation

The aim of the study was a morphofunctional evaluation of the noopept neuroprotective effect in an experimental 
model of focal ischemic injury to the spinal cord thoracic segment. The results of the pathomorphological and 
behavioral studies proved the neuroprotective effect of noopept after focal photo-induced thrombosis in blood 
vessels of the spinal cord thoracic segment in rats.
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Экологическая 
токсикология

СОДЕРЖАНИЕ 
ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ ПИГМЕНТОВ 
И РОСТ МИКРОВОДОРОСЛИ 
PSEUDO-NITZSHIA PUNGENS 
(BACILLARIOPHYTA) В ПРИСУТСТВИИ 
БИХРОМАТА КАЛИЯ

УДК 581.1: 582.26

Присутствие в среде бихромата калия в концентрациях 2, 4, 7 и 10 мг/л подавляло рост у ди-
атомовой микроводоросли Pseudo-nitzschia pungens (штаммы PP-07 и PP-08) и приводило 
к снижению содержания хлорофилла а и каротиноидов. Все показатели уменьшались по 

сравнению с контрольными уже на первые сутки опыта, особенно при концентрациях 7 и 10 мг/л 
вещества. К четвертым суткам негативное действие токсиканта усиливалось. Через семь суток 
в присутствии 2 мг/л вещества численность клеток, содержание хлорофилла а и каротиноидов 
у обоих штаммов увеличивались, однако показатели не достигали контрольного уровня. Попу-
ляции исследованных штаммов микроводоросли оставались угнетенными при более высоких 
уровнях содержания бихромата калия. Штамм PP-07 оказался более чувствительным к веществу 
по сравнению с PP-08.

Ключевые слова: бихромат калия, загрязнение,  одноклеточные водоросли, рост, фотосинтетиче-
ские пигменты.
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Введение. Растительные организмы в  при-
брежных акваториях пребывают в  условиях 
все увеличивающегося поступления загрязня-
ющих веществ, особенно тяжелых металлов. 
Один из наиболее токсичных их представите-
лей – хром. Его соединение, бихромат калия, 
попадает в  прибрежные акватории морей со 
сточными водами предприятий [1,2]. Учиты-
вая первостепенную роль растений в  экоси-
стемах, как продуцентов кислорода, особенно 
важно изучение действия данного токсиканта 
на их физиологическое состояние. Хлорофилл 
а и каротиноиды – важнейшие показатели, да-
ющие интегральную оценку состояния расти-
тельного организма. Известно, что хром вызы-

вает разрушение хлорофиллов а и b, изменение 
активности ферментов и подавление скорости 
фотосинтеза [1]. В связи с этим содержание фо-
тосинтетических пигментов активно изучается 
при оценке действия бихромата калия, наряду 
с численностью клеток [3, 4]. Диатомовая ми-
кроводоросль Pseudo-nitzschia pungens привле-
кает внимание исследователей как продуцент 
нейротоксичной домоевой кислоты. Накапли-
ваясь в тканях моллюсков-фильтраторов, кис-
лота передается по пищевым цепям и  вызы-
вает отравление, даже гибель людей, а также 
теплокровных животных, что подтверждает-
ся многочисленными зарегистрированными 
фактами [5,6]. Проблема усугубляется тем, что 
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«цветение» P. pungens в водах морей постоянно 
учащается [7,8].

Цель настоящей работы заключалась 
в оценке изменения роста, содержания хлоро-
филла а и каротиноидов у штаммов PP-07 и PP-
08 микроводоросли P. pungens в присутствии 
бихромата калия.

Материалы и методы исследования. Объек-
том исследования служили штаммы микрово-
доросли Pseudo-nitzsсhia pungens (Grunow ex. 
P.T. Cleve) Hasle (Bacillariophyta) PP-07 и PP-08. 
Штамм PP-07 выделен из прибрежных вод зал. 
Восток (Японское море) в декабре 2007 года, 
штамм PP-08 выделен там же в сентябре 2008 г. 

Лабораторные культуры выращивали на пи-
тательной среде f [9] при температуре 20±2°С 
и  освещении люминесцентными лампами со 
свето-темновым периодом 12 ч свет: 12 ч тем-
нота, общей освещенностью 70 мкмоль/м2с. 
Питательную среду готовили на основе сте-
рилизованной морской воды соленостью 32%. 
В  экспериментах исследовали действие соли 
шестивалентного хрома в виде бихромата ка-
лия в концентрациях 2, 4, 7 и 10 мг/л, который 
вносили в  культуральную среду однократно 
в день постановки опыта. 

Количество клеток водорослей подсчитыва-
ли под микроскопом Janamed 2 в счетной ка-
мере типа Ножотта объемом 0.044 мл. Ско-
рость роста штаммов водорослей определяли 
по стандартной формуле: v=(lnN2-lnN1)/∆t, где 
v – скорость роста, N1 – численность клеток 
в культуре в момент времени t1, N2 – числен-
ность клеток в культуре в момент времени t2, 
∆t – промежуток времени между t1 и t2 [9].

Содержание хлорофилла а  и каротиноидов 
определяли стандартным методом экстракции 
из клеток ацетоном с последующим измерени-
ем на спектрофотометре Shimagzu-UV 2550. 
Расчет концентраций данных пигментов про-
изводили по стандартным формулам [10]. 

Образцы для подсчета численности клеток 
и определения содержания пигментов отбира-
ли после тщательного перемешивания суспен-
зии в одно и то же время спустя 2 ч после окон-
чания темнового периода на 1, 4 и 7 сут опыта. 
Продолжительность экспериментов  – 7 сут. 
Все опыты проводили в  трех повторностях. 
Эффективные и летальные концентрации вы-
числяли методом пробит-анализа [11]. На гра-
фиках представлены средние значения и стан-
дартные отклонения. 

Результаты и  обсуждение. Внесение 2 мг/л 
бихромата калия не оказывало существенно-
го влияния на численность клеток через сут-
ки эксперимента; ингибирование возрастало 
с  увеличением содержания вещества в  среде 
и  продолжительностью экспозиции (рис. 1а). 

К концу опыта популяция водоросли при содер-
жании 2 мг/л токсиканта восстанавливалась, 
концентрации вещества 4–10 мг/л продолжа-
ли оказывать ингибирующий эффект на рост 
популяции. Скорость роста популяции данно-
го штамма снижалась через сутки при добав-
лении бихромата калия во всех концентраци-
ях (табл. 1). В последующие дни скорость роста 
в присутствии токсиканта увеличивалась, что 
связано с адаптацией водоросли к негативному 
фактору и ее восстановлением. В то время как 
контрольная популяция к этому времени нахо-
дилась в стационарной фазе роста и темпы ее 
прироста замедлялись.

Уменьшение содержания хлорофилла а  и 
каротиноидов у штамма PP-07 отмечено через 
сутки при всех уровнях содержания бихрома-
та калия (рис. 1б, 1в). Так как изменение со-
держания хлорофилла а и каротиноидов но-
сило сходный характер на всем протяжении 
опыта, мы будем обозначать их как фотосин-
тетические пигменты (ФП). К  седьмым сут-
кам содержание ФП возрастало при 2 мг/л 
токсиканта. Более высокое количество веще-
ства продолжало негативно сказываться на 
данных показателях. 

 Изменения динамики численности клеток 
и содержания ФП в токсической среде у штам-
ма PP-08 носило иной характер. Число клеток 
достоверно не отличалось от контрольного 
при внесении 2 мг/л бихромата калия на пер-
вые сутки опыта, а концентрации токсиканта 
4 – 10 мг/л приводили к ингибированию роста 
(рис. 2а). На четвертые сутки количество кле-
ток сократилось при всех уровнях содержания 
токсиканта, однако изменения были менее вы-
раженными, чем у штамма PP-07. С увеличе-
нием экспозиции до семи суток число клеток 
в присутствии 2 мг/л бихромата калия возрас-
тало, в то время как при более высоких кон-
центрациях продолжало снижаться. Скорость 
роста водоросли также изменялась в токсиче-
ской среде (табл. 1). Содержание ФП через сут-
ки опыта не отличалось от контрольного при 
внесении 2 мг/л токсиканта (рис. 2б, 2в), а при 
более высоких его концентрациях отмечено 
снижение данных показателей. 

Штаммы P. pungens неодинаково реагиро-
вали на присутствие бихромата калия в среде: 
штамм PP-07 был более чувствителен к ток-
сиканту, чем PP-08, что подтверждают так-
же различные для обоих штаммов летальные 
и эффективные концентрации (табл. 2). Раз-
ный отклик на данное вещество описан ранее 
у  трех штаммов вида Scenedesmus obliquus 
[2]. Вследствие того, что исследованные на-
ми штаммы росли при одинаковых стандарт-
ных условиях, можно предположить, что нео-
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Таблица 1
Скорость роста (делений/сутки) популяций штаммов PP-07 и PP-08 Pseudo-nitzshia pungens в 

присутствии бихромата калия (мг/л) 

Продолжительность 
эксперимента, сутки

Концентрация бихромата калия (мг/л)

Контроль 2 4 7 10

Штамм PP-07

1 0,27 0,15 -0,12 -0,31 -0,81

4 1,81 1,03 0,35 0,38 -0,48

7 0,20 0,76 0,29 0,34 0,44

Штамм PP-08

1 0,01 0,04 -0,39 -0,75 0,02

4 0,58 0,20 0,12 0,28 -0,06

7 0,55 0,69 0,36 0,03 -0,23

Рис. 1. Рост культуры (а), содержание хлорофилла (б) и каротиноидов (в)  штамма PP-07 Pseudo-nitzschia pungens; рост 
культуры (г), содержание хлорофилла (д) и каротиноидов (е)  штамма PP-08 Pseudo-nitzschia pungens в зависимости от 
содержания бихромата калия в среде.
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динаковый отклик водорослей обусловлен их 
физиолого-биохимическими особенностями. 

Таким образом, бихромат калия во всех кон-
центрациях оказывал негативное действие на 
содержание ФП, рост обоих штаммов P. pun-
gens и на морфологию клеток. 

Отмеченное в наших опытах при концентра-
циях 4–10 мг/л большее снижение числа клеток 
водоросли, чем уменьшение уровня ФП, по-ви-
димому, связано с  тем, что главная цель ор-
ганизма микроводоросли в  неблагоприятных 
условиях – накопление фотосинтетических пиг-
ментов, особенно при отсутствии клеточного 
деления [12]. Такое явление описано ранее при 
воздействии бихромата калия на других пред-
ставителях микроводорослей [3,4]. Негативное 

действие хрома обусловлено, возможно, тем, 
что он, не являясь жизненно необходимым для 
растений, не имеет специального механизма де-
токсикации, что увеличивает токсическую на-
грузку на клетку, приводя к нарушению процес-
сов потребления минеральных веществ [1]. 

Заключение. Таким образом, бихромат ка-
лия во всех случаях оказал негативное действие 
на содержание ФП, а также рост штаммов PP-
07 и PP-08 P. punges. В целом, при 2 мг/л отме-
чено уменьшение числа клеток и содержания 
ФП, с последующим восстановлением культу-
ры. При 4, 7 и 10 мг/л подавлялось деление кле-
ток и снижалось содержание ФП на всем про-
тяжении опыта. Штамм PP-07 P. pungens более 
чувствителен к токсиканту, чем PP-08. 

Таблица 2
 ЛК50

24 и ЭК50
24 бихромата калия (мг/л) для штаммов PP-07 и PP-08 Pseudo-nitzshia pungens

Штамм Pseudo-nitzshia 
pungens

ЛК5024 и ЭК5024 бихромата калия (мг/л) для показателей жизнедеятельности 
Pseudo-nitzshia pungens

Численность клеток Содержание хлорофилла а Содержание каротиноидов

PP-07 7,3 7,8 8,2

PP-08 9,6 8,1 9,6
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Zh.V. Markina, N.A. Ayzdaycher.

PHOTOSYNTHETIC PIGMENT CONTENT AND GROWTH OF MICROALGAE PSEUDO-
NITZSHIA PUNGENS (BACILLARIOPHYTA) IN THE PRSENCE OF POTASSIUM DICHROMATE 

A.V. Zhirmunskii Institute of Marine Biology, Far East Branch of the Russian Academy of Sciences, 690041, Vladivostok, Russian 
Federation 

Potassium dichromate concentrations of 2, 4, 7 and 10 mg/l inhibited the growth of marine diatom Pseudo-
nitzschia pungens (PP-07 and PP-08 strains) and led to a reduced content of chlorophyll  and carotenoids. All 
parameters decreased as compared to the controls on the first experimental day, especially at 7 and 10 mg/l con-
centrations. By the fourth day the adverse effect intensified. After seven days in the presence of 2 mg/l of the sub-
stance, the content of chlorophyll  and carotenoids increased in both strains but the parameters did not attain the 
control level. The strains investigated of the microalgae populations remained inhibited at a more higher potassium 
dichromate content. PP-07 strain was more sensitive to the toxicant than PP-08 strain.

Keywords: potassium dichromate, pollution, unicellular algae, growth, photosynthetic pigments,
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ 
ТОКСИЧНОСТЬ СОЛЕЙ   
И НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА 
ДЛЯ МИКРОВОДОРОСЛИ 
SCENEDESMUS QUADRICAUDA

УДК 581.1; 582.232; 628.394

В.И. Ипатова1, А.Г. Дмитриева1, 
Т.В. Дрозденко2

1Московский государственный университет 
им. М.В. Ломоносова, 119991, г. Москва, 
Российская Федерация
2ФГБОУ ВПО Псковский государственный 
университет, 180000, г. Псков, Российская 
Федерация

Исследовали влияние солей серебра (макроформа) и наночастиц серебра (нч Ag) в виде кол-
лоида (наноформа) на микроводоросль Scenedesmus quadricauda (Turp.) Breb. (=Desmodesmus 
communis (E. Hegew.) E. Hegew.). Основным показателем состояния культуры служило измене-

ние численности клеток. По результатам хронических испытаний были рассчитаны величины ЛК50 и 
пороговые концентрации МДК (ЛК20) и на их основе индекс токсичности, показатель опасности и ин-
декс опасности) исследованных веществ. Показано, что соединения серебра в макроформе более ток-
сичны для популяции S. quadricauda, чем серебро в наноформе. По своему токсическому действию на 
изменение численности клеток S. quadricauda, по изменению величин ЛК50, МДК и индексов токсич-
ности и опасности в длительном эксперименте испытанные вещества можно расположить в следую-
щем порядке: AgNO3 > Ag2SO4 > нч Ag. Токсичность коллоидного серебра для культуры Scenedesmus 
quadricauda проявлялась в течение 20 суток после внесения препарата, а последующее восстановле-
ние численности клеток происходило за счет резистентных клеток в популяции.

Ключевые слова: Scenedesmus guadricauda, нитрат серебра, сульфат серебра, коллоидное сере-
бро, наночастицы серебра, сравнительная токсичность.
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Введение. В настоящее время в связи с широ-
ким использованием серебра в  хозяйственной 
деятельности человека (пищевая промышлен-
ность, косметология, медицина, водоподготовка 
и т.п.) уделяется особое внимание исследованию 
механизмов и закономерностей биоцидного дей-
ствия серебра в различных формах и, особенно, 
в виде солей и наночастиц. 

Согласно данным стандартных токсикологиче-
ских исследований серебро, относящееся к груп-
пе тяжелых металлов, может оказывать токсиче-
ское действие на организмы в малых дозах и со 
временем способно накапливаться в них [1,2]. Од-
нако простые неорганические соли серебра (на-
пример, нитрат серебра) полностью диссоцииру-
ют в водном растворе, образуя свободные ионы 
серебра, активно взаимодействующие с живой 
клеткой. Существуют и  иные формы серебра, 
мало распространенные в природных условиях 
(например, наносеребро) и  их преобразования 
в условиях растворов не выявлено. 

Противомикробное антисептическое действие 
серебра известно с давних времен. В присутствии 
белоксодержащих жидкостей бактерицидные 
свойства серебра резко снижаются, а в питатель-
ных бульонах для подавления развития клеток 
Escherichia coli (в количестве n*106) серебра тре-
буется больше в 100 раз, чем в дистиллированной 
воде [3]. 

Наноматериалы могут обладать совершенно 
иными физико-химическими свойствами и био-
логическим (в том числе токсическим) действи-
ем, чем вещества в обычном физико-химическом 
состоянии. Токсичность наноматериалов тесно 
связана с их формой, размерностью, растворимо-
стью, распределением частиц по размерам, пло-
щади поверхности, поверхностным и объемным 
свойствам, связыванием с белком [4]. 

Более подробно изучено влияние ионного се-
ребра на водоросли. Бионакопление и  токсич-
ность Ag+ из различных соединений серебра для 
морских и пресноводных водорослей были рас-
смотрены в обзоре Ratte [9]. Водоросли имеют 
высокий коэффициент бионакопления ионного 
серебра (более 104). 

Механизм действия коллоидного серебра на 
растительную клетку недостаточно изучен. По-
казано, что многие наноматериалы индуцируют 
в клетках водорослей сильный окислительный 
стресс, нарушающий баланс между оксидантны-
ми и  антиоксидантными процессами [5,6]. Ци-
тотоксический эффект наночастиц серебра (нч 
Ag), вызывающих окислительный стресс, может 
быть результатом взаимодействия ионов сере-
бра с функциональными тиоловыми группами 
(-SH), поскольку ионы серебра имеют высокое 
сродство к ним [7]. В присутствии нч Ag может 
происходить увеличение уровня активных форм 

кислорода, повреждающих белки и ДНК и вызы-
вающих перекисное окисление липидов [8]. В за-
висимости от силы окислительного стресса клет-
ки могут погибнуть в результате апоптоза или 
некроза.

В связи с разными физико-химическими свой-
ствами солей серебра и серебра в виде коллоида 
требуется проведение сравнительных испытаний 
этих веществ на токсичность с использованием 
популяции микроводорослей в качестве тест-объ-
екта в  длительных экспериментах. Посколь-
ку разные характеристики тест-объекта могут 
изменяться в  течение воздействия токсиканта 
возникает необходимость разработки сравни-
тельной количественной оценки длительного 
токсического воздействия. В  связи с  этим це-
лью настоящей работы явилось исследование 
влияния солей серебра (макроформа) и серебра 
в виде коллоида (наноформа) и оценка сравни-
тельной токсичности этих веществ для микро-
водоросли Scenedesmus quadricauda (Turp.) Breb. 
(=Desmodesmus communis (E. Hegew.) E. Hegew.).

Материалы и  методы исследования. Объек-
том исследования была лабораторная альгологи-
чески чистая культура пресноводной хлорокок-
ковой микроводоросли Scenedesmus quadricauda 
(Turp.) Breb. (=Desmodesmus communis (E. Hegew.) 
E. Hegew.). Для экспериментов использовали 
нормально развивающуюся культур в фазе ло-
гарифмического роста с исходной численностью 
50-100  тыс кл/мл. Водоросли культивировали на 
среде Успенского № 1 в люминостате с интен-
сивностью света 3 клюкс при 12-часовом чере-
довании света и темноты, температуре 20-24°С 
и перемешивали 2 раза в сутки во избежание их 
оседания [10]. 

В качестве модельных токсикантов исполь-
зовали серебро в форме раствора солей Ag2SO4 
и AgNO3 (макроформа), а также коллоидное се-
ребро с размерами частиц 17–35 нм (нч Ag) без 
присадок марки Silver Max (наноформа) в концен-
трациях от 0,0001 до 0,1 мг/л. Концентрации солей 
серебра рассчитаны в расчете на ион серебра. 

Испытания проводили в 3 повторностях для ка-
ждой концентрации и контроля в течение 30 су-
ток.

Основным показателем состояния культуры 
служило изменение численности клеток (абсо-
лютной и в % по отношению к контролю). Чис-
ленность клеток подсчитывали с помощью све-
тового микроскопа в камере Горяева. Контролем 
служил рост водорослей в чистой среде без до-
бавления токсикантов. 

По результатам хронических испытаний бы-
ли рассчитаны ЛК50 (полуэффективная концен-
трация, вызывающая угнетение роста на 50%) 
и МДК (минимальная действующая концентра-
ция ЛК20, вызывающая угнетение роста на 20%) 
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и на их основе индекс токсичности (ИТ), пока-
затель опасности (ПО) и индекс опасности (ИО) 
[11], позволяющие сравнивать между собой ток-
сичность и относительную опасность различных 
токсикантов для микроводорослей, по следую-
щим формулам:

ИТ (AgNO3) = ЛК50(AgNO3)/ЛК50(нч Ag)
ИТ (AgSO4) = ЛК50(Ag SO4)/ЛК50(нч Ag)
ПО(AgNO3) = ЛК50(AgNO3)/МДК(AgNO3)
ПО(Ag2SO4) = ЛК50(Ag2SO4)/МДК(Ag2SO4)
ПО(нч Ag) = ЛК50(нч Ag)/МДК(нч Ag)
ИО(AgNO3) = ПО(AgNO3)/ ПО(нч Ag)
ИО(Ag2SO4) = ПО(Ag2SO4)/ ПО(нч Ag)
Чувствительность культуры к  токсикантам 

оценивали по величине ЛК50 и МДК за 3, 7, 21 
и 30 суток. Статистическую обработку результа-
тов проводили в программе Excel-2010 с исполь-
зованием пакета анализа данных, для чего рас-
считывали доверительный интервал и критерий 
Стьюдента при уровне значимости 0,05. Оценку 
токсического действия проводили на основании 
достоверности различий опытных значений чис-
ленности клеток по сравнению с контролем. 

Результаты и обсуждение. Эксперименты с ис-
пользованием растворов солей сульфата и нитра-
та серебра, а также коллоидного серебра одина-
ковой концентрации были проведены в разные 
годы и сезоны. Концентрации солей серебра при-
ведены в расчете на ион серебра.

Снижение общей численности клеток S. 
quadricauda (табл. 1) при воздействии Ag2SO4 наи-
более существенным было при концентрации 0,1 
мг /л: на 30 сутки численность клеток составля-

ла всего 4% от контроля. При концентрациях 0,01 
и 0,001 мг/л снижение численности клеток отме-
чено на 3 сутки с последующим увеличением ее 
на 21-30 сутки. Тенденция изменения численно-
сти клеток при концентрации 0,0001 мг /л сходна 
с таковой при 0,1 мг/л. Практически на все сро-
ки наблюдений (за исключением 21 суток) чис-
ленность клеток при 0,0001 мг /л была ниже, чем 
в контроле. Такой парадоксальный эффект низ-
кой концентрации 0,0001 мг /л можно объяснить 
накоплением клетками серебра и слабым (или от-
сутствием) его выведением. При более высоких 
концентрациях (0,001 и 0,01 мг/л) серебро может 
выводиться из клеток в среду. Подобные эффек-
ты были получены нами ранее при исследовании 
токсичности солей меди и хрома [12, 13]. 

Токсичность AgNO3 (табл. 2) в концентраци-
ях 0,1 и  0,01 мг/л проявлялась в  течение всего 
эксперимента: на 30 сутки при 0,01 мг/л числен-
ность клеток составляла 52% от контроля, а при 
0,1 мг/л – всего 2,4%. Следует отметить, что при 
концентрации 0,001 мг/л достоверное снижение 
численности клеток отмечено на 3, 21 и 30 сутки. 
При концентрации 0,0001 мг/л численность кле-
ток до 21 суток изменялась в пределах, близких 
к контролю, а на 30 сутки наблюдалось достовер-
ное снижение численности клеток (76,3 % от кон-
троля).

При концентрации 0,1 мг/л коллоидного сере-
бра получен достоверный токсический эффект 
в период 3-21 сутки (табл. 3), который проявился 
в первую очередь в уменьшении жизнеспособно-
сти культуры, а на уровне популяции клеток во-

Таблица 1
Изменение общей численности клеток Scenedesmus quadricauda (в дес. тыс. кл/мл) в присутствии 

сульфата серебра

Время,
сутки

Концентрация Ag+, мг/л

контроль 0.0001 0.001 0.01 0.1

3
35.5 ± 1.2

100 %
30.7 ± 1.2

87.0 %
25.3 ± 2.5

71.3 %
25.0 ± 4.0

70.8 %
17.0 ± 2.0

48.2 %

7
58.0 ± 2.0

100%
45.3 ± 2.1

78.1 %
50.3 ± 6.7

86.7 %
62.0 ± 5.2
106.9 %

24.7 ± 1.2
42.6 %

21
112.3 ± 14.0

100 %
116.3 ± 13.2

105.6 %
140.0 ± 14.4

124.7 %
148.0 ± 2.8

131.8 %
13.5 ± 3.5

12.0 %

30
181.0 ± 21.6

100 %
113.0 ± 7.81

62.3 %
252.3 ± 15.7

139.4 %
279.0 ± 32.5

154.1 %.
7.3 ± 0.6

4.0 %

Примечание: в числителе дроби представлено количество клеток в дес. тыс. кл/мл; в знаменателе – в процентах  
по отношению к контролю. Жирным шрифтом выделены значения, достоверно меньшие контрольных.
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Таблица 2
Изменение общей численности клеток Scenedesmus quadricauda (в дес. тыс. кл/мл) в присутствии 

нитрата серебра

Время,
сутки

Концентрация Ag+, мг/л

контроль 0,0001 0,001 0,01 0,1

3
36,0 ± 3,0

100 %
44,3 ± 2,1
123,1 %

25,0± 3,6
69,4 %

15,7 ± 0,6
43,6 %

10,7 ± 1,2
29,7 %.

7
76,3 ± 2,1

100 %
69,3 ± 4,9

90,8 %
82,0 ± 3,0
107,5 %

44,7 ± 4,6
58,6 %

6,0 ± 1,0
7,9 %

21
199,7 ± 11,9

100 %
198,3±17,6

99,3 %
172,0±10,4

86,1 %
150,7 ± 8,1

75,5 %
8,3 ± 0,6

4,2 %

30
252,7 ± 16,2

100 %
192,7 ± 3,1

76,3 %
126,3 ± 7,5

50,0 %
131,3 ± 4,2

52,0 %
6,0 ± 1,0

2,4 %

Примечание: в числителе дроби представлено количество клеток в дес. тыс. кл/мл; в знаменателе – в процентах  
по отношению к контролю. Жирным шрифтом выделены значения, достоверно меньшие контрольных.

Таблица 3
Изменение общей численности клеток S. quadricauda (в дес. тыс. кл/мл) в присутствии 

коллоидного серебра

Время,
сутки

Концентрация коллоидного серебра, мг/л

контроль 0.0001 0.001 0.01 0.1

3
16,0±0,92

100 %
17,2±1,8
107,4%

15,5±0,57
96,8 %

15,8±0,65
98,9 %

6,3±0,6
39,6 %

7
51,7±1,73

100%
61,3±2,85
118,7 %

61,2±4,25
118,4 %

64,3±3,46
124,5 %

7±3,92
13,6 %

21
340±33,95

100 %
388±29,03

114,2 %
440±16,97

129,4 %
386,7±27,91

113,7 %
16±11,32

4,71 %

30
566,7±32,7

100 %
613,3±80,3

108,2 %
496,7±3,3

87,6 %
436,7±17,3

77,1 %
207,7±188,9

36,5 %

Примечание: в числителе дроби представлено количество клеток в дес. тыс. кл/мл; в знаменателе – в процентах  
по отношению к контролю. Жирным шрифтом выделены значения, достоверно меньшие контрольных.

дорослей  – в  массовой гибели чувствительных 
к  серебру клеток, после которой в  популяции 
оставались живые резистентные клетки, за счет 
которых в дальнейшем и происходило восстанов-
ление популяции. На 30 сутки наблюдалось увели-
чение численности клеток до 36,5% от контроля. 

При концентрациях 0,01 и 0,0001 мг/л достовер-
ное снижение численности происходило на 30 
сутки, а при 0,0001 мг/л в течение всего периода 
наблюдений численность клеток была на уровне 
контроля. 

Таким образом, наиболее выраженное токсиче-
ское действие солей серебра (макроформа) и кол-
лоидного серебра (наноформа) по параметру 

изменения численности выявлено при концен-
трации 0,1 мг/л. При этом наибольший токсиче-
ский токсический эффект получен при действии 
нитрата серебра, а наименьший – при действии 
коллоидного серебра. 

Для более полной сравнительной оценки ток-
сичности солей и начастиц серебра нами впер-
вые для растительного тест-объекта Scenedesmus 
quadricauda были использованы следующие по-
казатели токсичности: индекс токсичности (ИТ), 
показатель опасности (ПО) и индекс опасности 
(ИО) на основе токсикометрических показателей 
ЛК50 и МДК.

Сравнение величин ЛК50 для всех 3 веществ (та-
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бл. 4) показало, что ЛК50 со временем (с 3 по 30 
сутки) в целом уменьшается. Величина ЛК50 кол-
лоидного серебра максимальна на 3 сутки и, не-
смотря на последующее ее снижение, на 30 сутки 
она на порядок выше ЛК50 сульфата и нитрата се-
ребра, что свидетельствует о меньшей токсично-
сти нч Ag. 

Величина МДК для Ag2SO4 и AgNO3 снижалась 
к 30 суткам. При этом МДК для AgNO3 была ни-
же, чем МДК Ag2SO4 и на 2 порядка ниже, чем нч 
Ag. МДК нч Ag была практически одинаковой 
в течение 21 суток, но к 30 суткам значение МДК 
повысилось, что указывает на снижение токсич-
ности коллоидного серебра для тест-культуры.. 

По величинам ЛК50 сначала был рассчитан 
ИТ для двух сравниваемых попарно веществ. 
(табл. 5). Оказалось, что наименьшим показатель 
ИТ был для пары ЛК50 AgNO3/ ЛК50 нч Ag (осо-
бенно на 3 и 30 сутки). Таким образом, чем мень-
ше величина ИТ, тем более токсично вещество.

ПО рассчитан с учетом отношения величины 
ЛК50 к  величине МДК для каждого вещества 
(табл. 6). Наиболее высоким ПО оказался для 
нитрата серебра (особенно на 3 и 30 сутки), что 

указывает на его большую токсичность. По ПО 
на 30 сутки все исследованные вещества мож-
но расположить в следующем порядке: AgNO3 > 
Ag2SO4 > нч Ag. ИО, рассчитанный по отношени-
ям ПО Ag2SO4/ПО нч Ag и ПО AgNO3/ПО нч Ag, 
подтверждает более высокий уровень опасности 
нитрата серебра по сравнению с сульфатом се-
ребра по отношению к нч коллоидного серебра 
(табл. 6).

Проведенные исследования показали, что со-
единения серебра в макроформе более токсич-
ны для лабораторной популяции Scenedesmus 
quadricauda, чем серебро в наноформе. Токсич-
ность солей серебра проявлялась в течение 30 су-
ток наблюдений, тогда как токсическое действие 
коллоидного серебра было эффективно в тече-
ние 3 недель для Scenedesmus quadricauda и 10 су-
ток для Monoraphidium arcuatum [14], после кото-
рых происходило постепенное восстановление 
численности клеток. 

Колебательный характер величин изученных 
показателей токсичности (численности кле-
ток, ЛК50, МДК) исследованных веществ связан 
с активностью метаболических процессов в по-

Таблица 4
Изменение величин ЛК50 и МДК солей и наночастиц серебра в хроническом эксперименте

Сутки ЛК50 Ag2SO4 ЛК50 AgNO3 ЛК50 нч Ag МДК Ag2SO4 МДК AgNO3 МДК нч Ag

3 0,050 0,010 0,110 0,022 0,0002 0,024

7 0,006 0,005 0,048 0,001 0,0006 0,027

21 0,016 0,009 0,038 0,008 0,0020 0,024

30 0,005 0,001 0,047 0,001 0,0001 0,038

Таблица 5
Изменение величины индекса токсичности (ИТ) солей и наночастиц серебра  

в хроническом эксперименте

Сутки ЛК50 Ag2SO4/ЛК50 нч Ag ЛК50 AgNO3/ЛК50 нч Ag

3 0,454 0,091

7 0,133 0,110

21 0,421 0,236

30 0,110 0,027
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пуляциях микроводорослей, что обусловлено 
взаимодействием накопления серебра клетка-
ми и его выведения. Проведенные ранее экспе-
рименты с бесклеточными фильтратами (после 
пребывания клеток водорослей в присутствии 
коллоидного серебра) [15] показали, что сере-
бро активно накапливается клетками в первые 
3 суток после внесения нч Ag. Поэтому после 
внесения в  бесклеточные фильтраты интакт-
ных клеток их численность возрастала до уров-
ня контроля. Это свидетельствует о том, что се-
ребро содержалось в основном на или в клетках 
при первичной интоксикации, а не в среде. Од-
ной из причин снижения токсичности серебра 
в процессе роста культуры может образовани-
ем металл-органических комплексов – основной 
формы соединений в биологических средах. Из-
вестно, что липиды, белки, пептиды, аминокис-
лоты и их производные, полисахариды, карбоно-
вые кислоты, флавины, фосфаты, нуклеотиды 
и др. соединения клетки содержат функциональ-
ные группы, способные присоединять металлы 
и выступают к качестве биомолекул-лигандов – 
адсорбентов металлов. Причем, ионы металлов 
связываются с биомолекулами в основном через 
серу, азот и кислород. Однако металлы могут су-
ществовать и в растворенном состоянии в виде 
ионов и низкомолекулярных соединений. Кроме 
того, при отравлении металлами (особенно при 
высокой концентрации в среде) клетки активно 
синтезируют металлсвязывающие цитоплазма-
тические белки – фитохелатины, участвующие 
в детоксикации организма от избытка металлов, 
выполняя защитную функцию. Причем, эти со-
единения существуют короткое время и функ-
ционируют в момент интоксикации и еще не-
которое время. Подобную функцию могут 
выполнять и  низкомолекулярные белки, спо-
собные связывать металл. 

Динамическая природа наночастиц затрудняет 
оценку при интоксикации. Однако использова-
ние индексов ИТ, ПО и ИО позволяет провести 
сравнительную оценку токсичности и опасности 
веществ в макро и микроформе.

Серебро в  коллоиде, обладая большой об-
щей поверхностью, оказывает сильное адсорби-
рующее действие и, по-видимому, более проч-
но связывается с  различными биомолекулами 
с образованием крупных лигандов, удерживаю-
щих серебро. Поэтому токсичность нч Ag бы-
стро снижается одновременно с  уменьшением 
его альгицидного и  бактерицидного действия. 
В связи с этим испытанный нами препарат кол-
лоидного серебра марки Silver Max имеет ограни-
ченный срок применения. Токсический эффект 
коллоидного наносеребра на популяцию клеток 
Scenedesmus quadricauda проявился в  массовой 
гибели чувствительных к серебру клеток, после 
которой в  популяции оставались живые рези-
стентные клетки, за счет которых в дальнейшем 
и происходило восстановление популяции. Се-
ребро, находящееся в составе солей, вследствие 
активного перемещения ионов серебра в клетку 
и обратно в среду оказывает длительный токси-
ческий эффект даже при низких концентрациях. 

Выводы:
• По своему токсическому действию на измене-

ние численности клеток Scenedesmus quadricauda, 
по изменению величин ЛК50, МДК и индексов ток-
сичности и опасности в длительном эксперимен-
те все испытанные вещества можно расположить 
в следующем порядке: AgNO3 > Ag2SO4 > нч Ag.

• Токсичность коллоидного серебра для куль-
туры Scenedesmus quadricauda проявлялась в те-
чение 20 суток после внесения препарата, а по-
следующее восстановление численности клеток 
происходило за счет резистентных клеток в по-
пуляции.

Таблица 6
Изменение величин показателя опасности (ПО) и индекса опасности (ИО) солей и наночастиц 

серебра в хроническом эксперименте

Сутки

ПО ПО ПО ИО ИО

ЛK50 Ag2SO4

МДК Ag2SO4

ЛK50 AgNO3

МДК AgNO3

ЛK50 нч Ag
МДК нч Ag

ПО Ag2SO4

ПО нч Ag
ПО AgNO3

ПО нч Ag

3 2,27 50,0 4,58 0,50 10,92

7 4,92 8,83 1,78 2,76 4,96

21 2,00 4,55 1,60 1,25 2,84

30 3,71 13,0 1,25 2,97 10,40



51

1. Eister R. Silver hazards to fish, wildlife 
and invertebrates: a synoptic review. 
Biological Report. 1996; U.S. Department 
of the Interior. Washington DC. 
2. Ratte H.T. Bioaccumulation and toxicity 
of silver compounds: a review. Envoron. 
Toxicol. Chem. 1999; 18: 89-1
3. Mc Knight D.M., Morel M.M. Release 
of weak and strong copper-complexing 
agents by algae. Limnol. Oceanogr. 1979; 
24: 823-
4. Alison C.P. Elder. Recent advances and 
challenges in nanotoxicology research. 
В кн.: Труды 4 съезда Токсикологов 
России. 6-8 ноября 2013 г. Москва. 
20Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека. М.: Capital 
Press; 2013: 59-60.
5. Klaine S.J., Alvarez P.J.J., Batley G.E., 
Fernandes T.F., Handy R.D., Lyon D.Y., 
Mahendra S., McLaughlin M.J., Lead 
J.R. Nanomaterials in the environment: 

behavior, fate, bioavailability, and effects. 
Environ. Toxicol. Chem. 2008; 27: 
1825–51.
6. Hu X., Cook S., Wang P., Hwang H.M. 
In vitro evaluation of cytotoxicity of 
engineered metal oxide nanoparticles. Sci. 
Total Environ. 2009; 407: 3070–72.
7. Szivбk I., Behra R., Sigg L. 
Metal_induced reactive oxygen species 
production in Chlamydomonas reinhardtii 
(Chlorophyceae). J. Phycol. 2009; 45: 
427–35.
8. De Lima R., Seabra A.B., Durбn N. Silver 
nanoparticles: a brief review of cytotoxicity 
and genotoxicity of chemically and 
biogenically synthesized nanoparticles. J. 
Appl. Toxicol. 2012; 2: 867–79.
9. Ratte H.T. Bioaccumulation and toxicity 
of silver compounds: a review. Environ. Sci. 
Technol. 1999; 18: 89–108.
10. Дмитриева А.Г., Артюхова В.И. 
Установление максимально допустимой 
концентрации для одноклеточных водо-

рослей. В кн.: Филенко О.Ф., Соколова 
С.А., ред. Методические рекомендации 
по установлению эколого-рыбохозяй-
ственных нормативов (ПДК и ОБУВ) 
загрязняющих веществ для воды водных 
объектов, имеющих рыбохозяйственное 
значение. М.: ВНИРО; 1998: 30-
11. Дулов А.С., Радилов А.С., Глушкова 
А.В. Методические подходы к оценке 
сравнительной токсичности наночастиц 
и наноматериалов и продукции на их ос-
нове. В кн.: Труды 4 съезда Токсиколо-
гов России. 6-8 ноября 2013 г. Москва. 
20Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека. М.: Capital 
Press; 2013: 185-
12. Дмитриева А.Г., Даллакян Г.А., 
Лысенко Н.Л. Анализ функциональных 
показателей популяции водорослей 
в условиях накопления меди. Альголо-
гия. 1992;. 2(2): 30-
13. Дмитриева А.Г., Ипатова В.И., 

Кожанова О.Н., Дронина Н.Л. Желтухин 
Г.О., Крупина М.В. Реакция Elodea 
canadensis на загрязнение хромом 
среды обитания. Вестник МГУ. Сер. 
Биология. 2006; 2: 17-
14. Спиркина Н.Е., Ипатова В.И., 
Дмитриева А.Г. Оценка токсичности 
бесклеточных фильтратов микроводо-
рослей после воздействия коллоидного 
серебра. В кн.: Труды V Всероссийской 
конференции по водной экотоксиколо-
гии с приглашением специалистов из 
стран ближнего зарубежья, посвящен-
ная памяти Б.А. Флерова «Антропо-
генное влияние на водные организмы 
и экосистемы». 28 октября – 1 ноября 
2014 г. Борок. Борок; 2014: 41-3.
15. Ипатова В.И., Спиркина Н.Е., 
Дмитриева А.Г. Устойчивость микрово-
дорослей к коллоидному наносеребру. 
Физиология растений. 2015; 62(2): 
273–

Список литературы

REFERENCES:
1. Eister R. Silver hazards to fish, wildlife 
and invertebrates: a synoptic review. 
Biological Report. 1996; U.S. Department 
of the Interior. Washington DC. 
2. Ratte H.T. Bioaccumulation and toxicity 
of silver compounds: a review. Envoron. 
Toxicol. Chem. 1999; 18: 89-1
3. Mc Knight D.M., Morel M.M. Release 
of weak and strong copper-complexing 
agents by algae. Limnol. Oceanogr. 1979; 
24: 823-
4. Alison C.P. Elder. Recent advances and 
challenges in nanotoxicology research. In: 
Proc. 4th Russian Congress of Toxicology. 
Moscow, 20The Federal Service for 
Supervision of Consumer Rights Protection 
and Human Welfare. M.: Capital Press; 
2013: 59-60 (in Russian).
5. Klaine S.J., Alvarez P.J.J., Batley G.E., 
Fernandes T.F., Handy R.D., Lyon D.Y., 
Mahendra S., McLaughlin M.J., Lead 
J.R. Nanomaterials in the environment: 

behavior, fate, bioavailability, and effects. 
Environ. Toxicol. Chem. 2008; 27: 
1825–51.
6. Hu X., Cook S., Wang P., Hwang H.M. 
In vitro evaluation of cytotoxicity of 
engineered metal oxide nanoparticles. Sci. 
Total Environ. 2009; 407: 3070–72.
7. Szivбk I., Behra R., Sigg L. 
Metal_induced reactive oxygen species 
production in Chlamydomonas reinhardtii 
(Chlorophyceae). J. Phycol. 2009; 45: 
427–35.
8. De Lima R., Seabra A.B., Durбn N. Silver 
nanoparticles: a brief review of cytotoxicity 
and genotoxicity of chemically and 
biogenically synthesized nanoparticles. J. 
Appl. Toxicol. 2012; 2: 867–79.
9. Ratte H.T. Bioaccumulation and toxicity 
of silver compounds: a review. Environ. Sci. 
Technol. 1999; 18: 89–108.
10. Dmitrieva A.G., Artyukhova V.I. 
Establishing the maximum allowable 

concentration for unicellular algae. In: 
Guidelines for the establishment of 
ecological and fisheries regulations (MPC 
and TSEL) of pollutants to water bodies 
having fishery significance. Filenko O.F., 
Sokolova S.A., eds. M .: VNIRO; 1998: 
30-3 (in Russian). 
11. Dulov A.S., Radilov A.S., Glushkova 
A.V. Methodical approaches to the 
estimation of the relative toxicity of 
nanoparticles and nanomaterials and 
products based on them. In: Proc. 4th 
Russian Congress of Toxicology. Moscow, 
20The Federal Service for Supervision of 
Consumer Rights Protection and Human 
Welfare. M.: Capital Press; 2013: 185-88 
(in Russian).
12. Dmitrieva A.G., Dallakyan G.A., 
Lysenko N.L. Analysis of the functional 
parameters of the population of algae 
in terms of accumulation of copper. 
Al’gologiya. 1992;. 2(2): 30-6 (in 

Russian). 
13. Dmitrieva A.G., Ipatova V.I., Kozhanova 
O.N., Dronina N.L. Zheltukhin G.O., 
Krupina M.V. Reaction Elodea canadensis 
to chromium pollution. Vestnik MGU. Ser. 
Biologiya. 2006; 2: 17-24 (in Russian). 
14. Spirkina N.E., Ipatova V.I., Dmitrieva 
A.G. Evaluation of the toxicity of cell-free 
filtrate of algae after exposure to colloidal 
silver. In: Proc. Russian conference on 
water toxicology, inviting experts from 
neighboring countries, dedicated to the 
memory B.A. Flerov “Anthropogenic impact 
on aquatic organisms and ecosystems.” 
2014 Borok. Borok; 2014: 41-3 (in 
Russian).
15. Ipatova V.I., Spirkina N.E., Dmitrieva 
A.G. Resistance of Microalgae to Colloidal 
Silver Nanoparticles. Fiziologiya rasteniy. 
2015; 62(2): 273–82 (in Russian).

V.I. Ipatova1, A.G. Dmitrieva1, T.V. Drozdenko2

COMPARATIVE TOXICITY OF SILVER SALTS AND SILVER NANOPARTICLES TO 
MICROALGA SCENEDESMUS QUADRICAUDA

1 M.V. Lomonosov Moscow State University, 119991, Moscow, Russian Federation 
2 Pskov State University, 180000, Pskov, Russian Federation

The effect of silver salts (macroform) and colloidal silver nanoparticles (AgNP) (nanoform) on microalgae 
Scenedesmus quadricauda (Turp.) Breb. (= Desmodesmus communis (E. Hegew.) E. Hegew.) was studied. The 
change in the cells number was taken as the culture growth main indicator. Based on results of chronic tests, the 
magnitude of LC50 and threshold limit values TLV (LC20 ) were estimated and follow-up toxicity index, hazard 
index and hazard indicator of investigated substances were calculated .It was shown that silver salts in macro 
form are more toxic to the population of S. quadricauda, than nano form of silver. The tested substances can be 
ranged in the following order: AgNO3> Ag2SO4> AgNP according to their toxic effects on the change in the S. 
quadricauda number of cells, LC50 values, threshold concentrations (TLV) and calculated toxicity and hazard 
indexes in a long-term experiment. Toxicity of colloidal silver to Scenedesmus quadricauda occurred within 20 
days after application of the preparation and the subsequent restoration of the cells number was due to the 
presence of resistant cells in the population.

Keywords: Scenedesmus quadricauda, silver nitrate, silver sulfate, colloidal silver, silver nanoparticles, 
comparative toxicity.
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Алюмосиликатные нанотрубки рассматриваются как новый класс носителей биологически ак-
тивных веществ. Исследование проведено в соответствии с действующими нормативно-мето-
дическими документами с целью экспериментальной оценки острой токсичности и опасности 

алюмосиликатных нанотрубок (каолин трубчатый обогащённый) при внутрижелудочном введении 
и нанесении на кожу мышей и крыс. В работе показано, что алюмосиликатные трубки (производство 
ЗАО «НТиИ», Россия) в соответствии с ГОСТ 12.1.007-76 могут быть отнесены к веществам 4 клас-
са опасности (вещества малоопасные). На основании результатов исследования можно полагать, что 
получен перспективный наноразмерный материал, который может быть использован в качестве но-
сителя лекарственных средств 

Ключевые слова: алюмосиликатные нанотрубки (каолин  трубчатый обогащённый), острая 
токсичность и опасность, внутрижелудочное введение, нанесение на кожу, мыши, крысы.

Введение. Изучение биологических эффектов 
наночастиц и наноматериалов является актуаль-
ной проблемой. Известно, что наночастицы могут 
проникать в организм через различные барьеры, 
в том числе через кожу, слизистую дыхательных 
путей, желудочно-кишечный тракт. Токсическое 
действие наночастиц определяется не только их 
массой, но также их размерами и формой [1,2].

Алюмосиликатные нанотрубки  (АНТ)  (као-
лин трубчатый обогащённый) могут рассматри-
ваться как новый класс наноносителей биоло-
гически активных веществ для использования 
в медицине при создании новых лекарственных 
форм препаратов.

АНТ имеют многослойную трубчатую струк-
туру, характеристика которой схематично пред-
ставлена на рисунке 1. АНТ обладают внутрен-

ней полостью, в связи с чем находят применение 
в качестве контейнеров для адресной доставки 
лекарственных средств  (ЛС) и  обеспечения их 
пролонгированного действия [3-7]. АНТ харак-
теризуются химической стабильностью, механи-
ческой прочностью и высокой сорбционной спо-
собностью, что дает возможность помещать ЛС 
внутрь полости [5-8]. АНТ могут быть получены 
как из природных источников, так и путём хи-
мического синтеза [5]. В работе [9] показано, что 
АНТ обладают низкой цитотоксичностью, что 
подтверждает перспективность их использова-
ния в медицинских целях.

Настоящее исследование проведено с  целью 
экспериментальной оценки острой токсичности 
и опасности АНТ на мышах и крысах при внутри-
желудочном (в/ж) введении и нанесении на кожу.
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Материалы и  методы исследования. АНТ 
произведены компанией ЗАО «Нанотехно-
логии и  инновации» из природного каолина 
по ТУ 57 2920-001-17527415-12. Порошкообраз-
ный материал АНТ в  основном представлен 
трубчатой фракцией  (не  менее 80%). Измере-
ние размеров АНТ проведено при помощи атом-
но-силового микроскопа «Solver Pro, NT-MDT» 
и  просвечивающей электронной микроскопии 
на Hitachi H-500 (рис. 2). 

Внешний диаметр АНТ составляет 90-140 нм, 
внутренний диаметр  – 10-60  нм, длина  – 300-
2000 нм. Удельная поверхность использованных 
нанотрубок составляет 62.4  м2/г, удельный вес 
2.55 г / см3. Химический состав алюмосиликат-
ных нанотрубок: А12 О3 · 2SiO2 · 4Н2О.

Экспериментальные исследования проводили 
в соответствии с действующими нормативно-ме-
тодическими документами и  Приказом Минз-
дравсоцразвития России от 23.08.2010 г № 708н 
«Об утверждении правил лабораторной прак-
тики». Эксперименты проводились в  весенний 
период. Животных, полученных из питомника 
РАМН, прошедших карантин в течение 10 дней, 
содержали в  однотипных условиях вивария 
на стандартном пищевом рационе. В эксперимен-
тах использовали нелинейных белых мышей сам-
цов и самок массой тела 18-24 г, нелинейных бе-
лых крыс самцов и самок массой тела 180-240 г. 
Группы формировались методом случайных чи-
сел с использованием массы тела в качестве веду-
щего признака. Каждая подопытная и контроль-
ная группа состояла из 10 особей.

Проведено изучение острой токсичности АНТ 
при в/ж введении крысам и мышам в виде суспен-
зии в 1% крахмальном геле в максимально допу-
стимых объемах и  нанесении на  кожу крысам 

в виде мази на вазелиновой основе (при экспози-
ции 4 часа), мышам «пробирочным методом» при 
погружении хвостов на 2/3 их длины в 25 %-ную 
взвесь препарата в 1 % крахмальном геле (на 2 ч). 
Период наблюдения за животными после одно-
кратного введения препарата составил 14 дней.

Общее состояние подопытных животных опре-
деляли по внешнему виду, поведенческим реакци-
ям, клинической картине интоксикации, пищевой 
активности, динамике массы тела (еженедельно). 
Критерием острой токсичности служили изме-
нения этих показателей и возможная гибель по-
допытных животных. Кроме того, оценивали 
признаки возможного местного раздражающего 
действия АНТ. По завершении эксперимента по-
допытных крыс подвергали эвтаназии, вскрыва-
ли, оценивали макроскопическую картину, опре-
деляли относительную массу органов  (печень, 
сердце, селезенка, почки, надпочечники, щито-
видная железа, тимус, у самок – яичники, матку, 
у самцов – семенники). Класс опасности вещества 
при в/ж и накожном путях поступления опреде-
ляли в  соответствии с  классификацией ГОСТ 
12.1.007-76.

Статистическую обработку эксперименталь-
ных данных проводили с использованием кри-
терия t Стьюдента. Разницу между контролем 
и опытом считали достоверной при Р≤0,05. 

Результаты и  обсуждение.  Определение 
острой токсичности АНТ при в/ж введении 
крысам. В/ж крысам самцам и самкам АНТ вво-
дили в диапазоне доз от 5000 до 20000 мг/кг. АНТ 
в дозах 15000 и 20000 мг/кг вводили дробно в два 
приема с интервалом в два часа, введение в боль-
ших дозах технически не  представляется воз-
можным. Признаков токсического отравления, 
а  также гибели при введении испытанных доз 

Рис. 1. Схематичное изображение многослойной трубчатой структуры алюмосиликатных нанотрубок.
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не отмечали. Динамика массы тела подопытных 
крыс самцов и самок не отличалась от контроль-
ных групп.

При макроскопическом исследовании внутрен-
них органов подопытных и контрольных живот-
ных во время вскрытия в  конце эксперимента 
каких-либо особенностей не выявлено. Органы 
расположены правильно, свободная жидкость 
в  грудной и  брюшной полостях отсутствует. 
Определение относительной массы внутренних 
органов контрольных и подопытных крыс (сам-
цов и самок), получавших АНТ в максимальной 
дозе 20000 мг/кг, не выявило достоверных откло-
нений от контроля.

Таким образом, величина DL50 АНТ при в/ж 
введении крысам самцам и самкам составила бо-
лее 20000 мг/кг.

Определение острой токсичности АНТ 
при в/ж введении мышам. В/ж мышам сам-
цам и  самкам АНТ вводили в  диапазоне доз 
от 5000 до 20000 мг/кг. Доза 20000 мг/кг техниче-
ски является максимально вводимой. После вве-
дения АНТ в дозах 10000, 15000 и 20000 мг/кг че-
рез 2-3 минуты у животных отмечали снижение 
двигательной активности, которое сохранялось 
в течение 1-1,5 часов, после чего состояние жи-
вотных нормализовалось. У  контрольных мы-
шей, которым в/ж вводили 1% крахмальный гель, 
не отмечали изменений в поведении.

В дальнейшем в течение всего периода наблю-
дения (14 дней) подопытные животные по поведе-
нию, двигательной и пищевой активности, дина-

мике массы тела не отличались от контрольных. 
Гибели мышей при введении испытанных доз 
не отмечали.

Определение острой токсичности АНТ при 
накожном нанесении крысам. На крысах острую 
токсичность АНТ изучали при эпикутанных ап-
пликациях на эпилированную кожу в виде вазе-
линовой мази в концентрациях 25 %, 50 %, и 65 %, 
что соответствует дозам 1250 мг/кг (15 мг/ см2), 
2500 мг/кг (30 мг/см2) и 3250 мг/кг (40 мг/см2). На-
несение вещества в больших концентрациях тех-
нически не представляется возможным. Призна-
ков токсического отравления, гибели животных, 
а также местного раздражающего действия ве-
щества при аппликации в испытанных концен-
трациях не  наблюдали. Динамика массы тела 
крыс при однократном нанесении на кожу мази 
АНТ не отличалась от контроля.

При макроскопическом исследовании внутрен-
них органов во время вскрытия в конце экспе-
римента каких-либо особенностей не выявлено. 
Органы расположены правильно, свободная жид-
кость в грудной и брюшной полостях отсутствует. 
Определение относительной массы внутренних 
органов контрольных и подопытных крыс (сам-
цов и самок), подвергавшихся воздействию АНТ 
в максимальной дозе 3250 мг/кг (40 мг/см2), не вы-
явило достоверных отклонений от контроля.

Определение острой токсичности АНТ при 
накожном нанесении мышам. Клинических при-
знаков интоксикации и  гибели мышей самцов 
и самок при хвостовой аппликации 25 % взвеси 

Рис. 2. �а. Изображения алюмосиликатных нанотрубок,  полученные на РЭМ «Quanta 200 3D» 
б. �Изображения алюмосиликатных нанотрубок,  полученные на АСМ «Solver Pro, NT-MDT»  

и на ПЭМ Hitachi H-500.

а. б.
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Aluminosilicate clay nanotubes (ANT, halloysite clay) are considered as a new class of carriers for biologically 
active substances. The study was conducted in accordance with regulatory guidance documents in force for the 
purpose of experimental evaluation of acute toxicity and hazard of ANT intragastrically administrated and 
applied to the skin in mice and rats. It is shown that the tubular enriched kaolin (aluminosilicate clay nanotubes) 
(production of °SC «NT&I», Russia) in accordance with GOST 12.1.007-76 may be referred to hazard class 4 (low 
hazard substance). Based on the results of the study, it could be said that a promising nano-sized material (ANT) 
was produced that can be used as a drug carrier for medications. 

Keywords: Aluminosilicate clay nanotubes (halloysite clay),  acute toxicity and hazard, intra gastric administra-
tion, application to skin, mice, rats.
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алюмосиликатных нанотрубок в 1 % крахмаль-
ном геле не наблюдали. Динамика массы тела 
мышей не отличалась от контроля.

Заключение. Изучена острая токсичность пре-
парата АНТ (каолин трубчатый обогащённый) 
производства ЗАО «НТиИ», Россия, при одно-
кратном в/ж введении и нанесении на кожу нели-
нейных крыс обоего пола и нелинейных мышей 
обоего пола. DL50  АНТ для крыс обоего пола 
и мышей обоего пола при в/ж поступлении со-
ставила более 20000 мг/кг. DL50 АНТ для крыс 

обоего пола и мышей обоего пола при нанесении 
на кожу составила более 3250 мг/кг (40 мг/см2). 

Проведенные исследования позволяют сде-
лать вывод о том, что при в/ж введении и нане-
сении на кожу лабораторным грызунам (крысы 
обоего пола и мыши обоего пола) АНТ (каолин 
трубчатый обогащённый) производства ЗАО 
«НТиИ», Россия в соответствии с ГОСТ 12.1.007-
76 по уровню средних смертельных доз (DL50) мо-
жет быть отнесен к веществам 4 класса опасно-
сти (вещества малоопасные).
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«Съезды и конференции»
ОБ УЧАСТИИ В 54-М СОВМЕСТНОМ  
ЗАСЕДАНИИ КОМИТЕТА ОЭСР  
ПО ХИМИИ И РАБОЧЕЙ  
ГРУППЫ ОЭСР ПО ХИМИИ,  
ПЕСТИЦИДАМ  
И БИОТЕХНОЛОГИИ
(г. Париж, франция, 09.02.2016 – 11.02.2016)

9 – 11 февраля 2016 года в Париже состоялось 
54-е совместное заседание Комитета ОЭСР по 
химии и Рабочей группы по химическим веще-
ствам, пестицидам и биотехнологиям (далее – 
Комитет) Организации экономического со-
трудничества и развития (далее – ОЭСР).

В заседании Комитета приняли участие пред-
ставители государств-членов ОЭСР, государств 
и международных организаций-наблюдателей. 
В состав делегации Российской Федерации бы-
ли включены представители Роспотребнадзо-
ра, Минпромторга России, Минэкономразви-
тия России, Росстандарта, Росатома, эксперты 
НИИ ЭЧ и ГОС им. А.Н. Сысина Минздрава 
России, НИУ ВШЭ.

Многие вопросы, рассматриваемые на дан-
ном заседании, носят стратегический харак-
тер. Ключевыми вопросами повестки дня засе-
дания Комитета были следующие:

1. Рассмотрение возможностей взаимодей-
ствия Комитета по химии с рабочей группой 
по безопасности потребительской продукции.

Страны-члены ОЭСР уделяют огромное вни-
мание оценке риска и управлению им на всех 
стадия «жизненного» цикла продукта. Оценка 
риска включает такие этапы, как разработка 
и  утверждение стандартов безопасности; до-
рыночный контроль; пограничный и таможен-
ный контроль; контроль и надзор обращения 
на рынке.

В рамках данного направления деятельности 
российской делегацией выражена заинтересо-
ванность в совместной деятельности. Россий-
ской Федерацией было предложено объеди-
нить усилия двух рабочих групп и выбрать ряд 
видов продукции, которые формируют высо-
кие уровни химических рисков для потреби-
телей (например, изделия бытовой химии, ряд 
отделочных материалов), и выполнить проект 
по оценке рисков и выработке общих и част-

ных мер по их минимизации. Рабочая группа 
приняла во внимание все комментарии и пред-
ложения для разработки плана их дальнейшей 
деятельности.

2. Обмен информацией по наилучшим до-
ступным технологиям.

Во многих странах использование наилуч-
ших доступных технологий (НДТ) или ана-
логичных концепций играет ключевую роль 
в  определении условий выдачи разрешений 
для промышленных выбросов. НДТ – «техно-
логия производства продукции (товаров), вы-
полнения работ, оказания услуг, определяе-
мая на основе современных достижений науки 
и техники и наилучшего сочетания критериев 
достижения целей охраны окружающей сре-
ды при условии наличия технической возмож-
ности её применения». Наилучшие доступ-
ные технологии (наилучшая существующая 
технология) призваны стать элементом более 
качественного и экономически обоснованно-
го контроля и  предотвращения негативного 
воздействия на окружающую среду с учетом 
особенностей конкретной отрасли промыш-
ленности. Основными целями природоох-
ранных директив ЕС являются обеспечение 
комплексного предотвращения и  контроля 
загрязнения на основе разработки и  выдачи 
индивидуальных комплексных разрешений 
промышленным предприятиям, а также регу-
лирование воздействий на всю окружающую 
среду в целом и обеспечение высокого уров-
ня её охраны и защиты. Системой критериев 
для оценки воздействия на окружающую сре-
ду и получения выдаваемого в соответствии 
с  требованиями Директивы комплексного 
разрешения в различных отраслях экономики 
являются НДТ. Российская делегация выра-
зила заинтересованность в участии в работе 
новой экспертной группы по наилучшим до-
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ступным технологиям в рамках Комитета по 
химии ОЭСР.

Российская делегация выразила заинтересо-
ванность в участии в работе новой экспертной 
группы по наилучшим доступным технологи-
ям в рамках Комитета по химии ОЭСР.

3. Методы тестирования и  оценка безо-
пасности наноматериалов. При обсуждении 
вопросов безопасности наноматериалов пред-
ставителями Роспотребнадзора было сообще-
но о созданной в Российской Федерации наци-
ональной системе регулирования нановеществ 
и наноматериалов. Следует отметить, что в на-
стоящее время ОЭСР сделан акцент на необ-
ходимость развития нанобезопасности в  ус-
ловиях производства. Поддерживая мировые 
тенденции в области безопасности нанотехно-
логий, Российской Федерации также следует 
направить усилия на снижение риска воздей-
ствия нановеществ и материалов на работаю-
щих в данной отрасли.

Социальные и  экономические выгоды от 
внедрения инструментария, подходов и ре-
комендаций ОЭСР. В  рамках рассмотрения 
вопросов социальных и экономических выгод 
от внедрения инструментария, подходов и ре-
комендаций ОЭСР в части выявления химиче-
ских веществ высокой степени риска и замены 
их безопасными аналогами, целесообразным 
является внедрение данного направления дея-
тельности в практику развития национальной 
системы регулирования обращения химиче-
ских веществ путем ограничения, запрещения 
наиболее опасных и  замены их безопасными 
аналогами с учетом мировых тенденций.

Утверждение программы работы по окру-
жающей среде, здравоохранению и безопасно-
сти (EHS) на 2017-2020 годы.

В основе программы лежит тесное взаимо-
действие правительств и промышленности для 
сохранения высокого уровня здоровья челове-
ка и охраны окружающей среды. 

В связи с  поддержкой осуществления про-
граммы по охране окружающей среды (UNEP) 
и Стратегического подхода к международно-
му регулированию химическими веществами 
(SAICM, СПМРХВ), цели и задачи программы 
ОЭСР отражают цели устойчивого развития 
до 2020 года и ориентированы на достижение 
цели безопасного использования химических 
веществ на протяжении всего их жизненного 
цикла ( от момента синтеза до захоронения).

ОЭСР имеет огромный опыт в  разработке 
схем и инструментов, применяемых в рамках 
реализации СПМРХВ, и играет ведущую роль 
в некоторых вопросах регулирования химиче-
ских веществ, таких как управление рисками 
перфторированных соединений, развитие по-

тенциала для обеспечения безопасности про-
изводимых наноматериалов и веществ, разру-
шающих эндокринную систему. Кроме того, 
научный опыт ОЭСР в управлении химически-
ми веществами позволяет взять на себя веду-
щую роль в оценке эффективности схем регу-
лирования химических веществ и в разработке 
набора наилучших практик в этой области.

Акцент в  работе программы на 2017-2020 
годы направлен на реализацию актов Сове-
та ОЭСР, связанных с взаимным признанием 
данных в оценке химических веществ, с прин-
ципами испытаний ОЭСР, принципами надле-
жащей лабораторной практики и процедурами 
контроля за соблюдением.

Актуальной и  неизменно развивающейся 
темой остается вопрос обеспечения безо-
пасности в современной биотехнологии. Про-
граммой предусмотрены мероприятия, направ-
ленные на развитие регулирующего надзора 
трансгенных организмов в сельском хозяйстве, 
а также при производстве продуктов питания 
и кормов.

В области химической безопасности усилия 
стран-членов ОЭСР направлены на устранение 
дублирования работы и снижения нетарифных 
барьеров в торговле путем разработки систем 
по сбору, оценке и обмену информацией о по-
тенциальных рисках химических веществ, обе-
спечивая тем самым основу системы взаимно-
го признания данных.

Среди прочих вопросов программы ОЭСР 
большое значение уделено разработке новых 
инструментов оценки химических веществ.

Роль ОЭСР заключается в расширении нор-
мативного использования комплексных под-
ходов для тестирования и оценки химических 
веществ (IATA) с  использованием таких ин-
струментов как (Q)SAR, методов испытания 
без использования животных, а также новых 
научных подходов (например, неблагоприят-
ные пути исхода, AOP). 

Развитие новых альтернативных методов 
определения свойств химических веществ по-
зволяет избежать расхождения в управлении 
отдельными видами химических веществ и, 
следовательно, избежать мер нетарифного ре-
гулирования в торговле.

Все заявления Российской делегации нашли 
положительный отклик со стороны Секрета-
риата ОЭСР.

Следующее заседание Комитета ожидается 
в ноябре 2016 года.

Директор ФБУЗ «Российский регистр 
потенциально опасных химических и био-
логических веществ» Роспотребнадзора, 
Заведующий кафедрой гигиены РМАПО 

Х.Х.Хамидулина
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Новые публикации по токсикологии 
и смежным дисциплинам

 Забродский П.Ф.  

Иммунотоксикология фосфорорганических 
соединений. – Саратов: Издательство «Саратов-
ский источник», 2016. – 289 с. 
ISBN 978-5-91879-561-3

Рецензия 
на монографию П.Ф. Забродского 
«Иммунотоксикология фосфорорганических 
соединений» 

Монография доктора медицинских наук, профессора, за-
служенного деятеля науки Российской Федерации П.Ф. 
Забродского «Иммунотоксикология фосфорорганических 
соединений» посвящена рассмотрению токсических и им-
мунотоксических свойств фосфорорганических соединений 
(ФОС), в частности, боевых отравляющих веществ и инсек-
тицидов. Исследовано комбинированное действие различ-
ных ФОС и их антидотов на врожденный и адаптивный им-
мунитет. Проведена оценка влияния иммуномодуляторов 
на иммунные реакции, сниженные интоксикацией ФОС. 
В монографии представлены данные литературы и, в ос-
новном, собственных исследований о механизмах действия 
ФОС на систему иммунитета, а также способах коррекции 
постинтоксикационных нарушений иммунного гомеостаза. 

Книга состоит из предисловия, 14 глав и заключения, со-
держит 81 таблицу, 36 иллюстраций. Список использо-
ванных источников отечественной и зарубежной литера-
туры составляет 610 наименований. 

В предисловии к монографии отмечено, что исследование 
воздействия ФОС, а также их комбинированного действия 
с антидотами на показатели врожденного и адаптивного 
иммунитета, а также изучение возможностей коррекции 
нарушений гуморальных и клеточных иммунных реакций 
как в случае острых, так и хронических интоксикаций яв-
ляется одной из актуальных проблем токсикологии. Это 
определяется использованием ФОС в сельском хозяйстве, 
промышленности медицине, быту, продолжающимся унич-
тожением фосфорорганическими отравляющих веществ 
(реализация Федеральной целевой программы «Уничто-
жение запасов химического оружия в Российской Феде-
рации»), возможностью химически опасных аварий с по-
ражением людей, а также ростом интоксикаций данными 
антихолинэстеразными соединениями, формирующими 
вторичные иммунодефицитные состояния. В  настоящее 
время нельзя исключить применение ФОС в качестве хи-
мического оружия (боевых отравляющих веществ), в тер-
рористических и криминальных целях. В 60 странах ми-
ра за 20 лет зарегистрировано более 34000 отравлений 
ФОС, при этом 73% случаев отравлений связано с их упо-
треблением. В России больные с острыми отравлениями 
ФОС составляют до 3% пациентов, поступающих в специ-
ализированные токсикологические центры. Из них в ле-

чебных учреждениях погибает в настоящее время 20-24% 
больных. Несомненно, что в танатогенезе при отравлени-
ях ФОС существенную роль играет нарушение патогенети-
ческих механизмов иммунного статуса. 

В первых 3-х главах монографии приведены основные 
положения иммунологии и иммунотоксикологии, описаны 
экспериментальные методы оценки доиммунных факто-
ров резистентности организма и иммунного статуса, дана 
общая характеристика ФОС. 

Последующие главы книги посвящены изучению влияния 
острой и хронической интоксикации ФОС на врожденный 
и адаптивный иммунитет, комбинированному действию 
различных ФОС и их антидотов, а также ФОС и иммуномо-
дуляторов на показатели системы иммунитета, механиз-
мам иммунотоксического действия ФОС. 

В главе 4 описано изменение показателей неспецифиче-
ской резистентности организма (врожденного иммунитета) 
под влиянием ФОС. Описан открытый автором феномен, 
который реализуется вследствие «холинергического проти-
вовоспалительного пути (механизма)»: показано, что акти-
вация ацетилхолином α7н-холинорецепторов (α7nAChR) ма-
крофагов, моноцитов и нейтрофилов при интоксикации ФОС 
приводит к подавлению продукции ими провоспалительных 
цитокинов, вызывающему снижение летальности животных 
при сепсисе и различных инфекционных процессах. 

В 5-й и 6-й главах описаны характеристика иммуномо-
дуляторов, иммуномодулирующие свойства Т-активина, 
имунофана и полиоксидония, их влияние на показатели 
врожденного иммунитета; 7-я глава посвящена влиянию 
ФОС на адаптивный иммунитет.

В главе 8 и 9 рассмотрены соответственно острое дей-
ствия ФОС при их комбинированном действии с антидота-
ми на показатели врожденного и адаптивного иммунитета; 
в главе 10 описано изменение функции Th1- и Th2-лим-
фоцитов, кооперации Т- и В-лимфоцитов, концентрации 
в крови кортикостерона, активности ацетилхолинэстера-
зы лимфоцитов, состояния перекисного окисления ли-
пидов под влиянием острой интоксикации ФОС в комби-
нации с антидотами; в главе 11 рассмотрена коррекция 
нарушений иммунного статуса после острого действия 
ФОС в комбинации с антидотами.
Изучению клеточных иммунных реакций, продукции ци-
токинов после хроническом воздействии ФОС, а  также 
фармакологической коррекции выявленных изменений 
посвящена глава 12. В 13-й главе описано влияние хро-
нической интоксикации ФОС на гуморальные иммунные 
реакции, кооперацию Т- и В-лимфоцитов и содержание 
цитокинов в крови, а также коррекция постинтоксикаци-
онных нарушений. 

В последней 14-й главе рассмотрены изменение функции 
Th1- и Th2-лимфоцитов, концентрации в крови кортико-
стерона, активности эстераз Т-лимфоцитов, состояния пе-
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 Гребенюк А.Н., 
Легеза В.И.,  
Гладких В.Д. и др. 

Практическое руко-
водство по использо-
ванию медицинских 
средств противоради-
ационной защиты при 
чрезвычайных ситу-
ациях и  обеспечению 
ими аварийных меди-
ко-санитарных фор-
мирований и  регио-
нальных аварийных 
центров / Федеральное медико-биологическое 
агентство. – М.: Комментарий, 2015. – 304 с. 

ISBN 978-5-94822-078-9

В Руководстве представлены современные возможности 
медикаментозной профилактики и терапии радиационных 
поражений, а также методические подходы к формирова-
нию резерва медицинских средств противорадиационной 
защиты для ликвидации медико-санитарных последствий 
радиационных аварий и катастроф. 

В Руководстве изложены особенности организации меди-
цинского обеспечения населения в условиях чрезвычай-
ных ситуаций радиационной природы, показана роль и ме-
сто медицинской противорадиационной защиты в системе 
мероприятий медицинской службы на этапах медицинской 
эвакуации, приведены алгоритмы оказания медицинской 
помощи пораженным, образцы форм специальной меди-
цинской карты и карты предварительного гигиенического 
расследования радиационной аварии. Рассмотрены нор-
мативно-правовые аспекты медицинского обеспечения 
населения в условиях чрезвычайных ситуаций, современ-
ные подходы к профилактике и лечению лучевой патологии 
с учетом особенностей различных клинических форм ради-
ационных поражений и этапности оказания медицинской 
помощи. Обобщены существующие представления о фар-

макологических свойствах медикаментозных препаратов, 
формирующих современную систему медицинской проти-
ворадиационной защиты – средств профилактики лучевых 
поражений, лечебно-профилактических противолучевых 
средств, средств госпитальной терапии острых радиаци-
онных поражений. Представлены номенклатура и  мини-
мальные объемы содержания лекарственных препаратов 
и медицинских изделий в резервах медицинских средств 
для ликвидации медико-санитарных последствий чрезвы-
чайных ситуаций радиационной природы, даны варианты 
комплектования аварийных медицинских укладок для вра-
чебно-сестринских бригад и медицинских учреждений, уча-
ствующих в оказании медицинской помощи пострадавшим 
из очагов радиационных поражений. 

Руководство предназначено для обеспечения практической 
деятельности медицинского персонала здравпунктов АЭС, 
аварийных радиологических бригад, медицинских отря-
дов специального назначения, медико-санитарных частей, 
специализированных медицинских центров и госпиталей, 
а также для подготовки научно-педагогических работников 
и медицинских специалистов в системе послевузовского 
и дополнительного профессионального образования. 

Руководство разработано коллективом авторов в составе: 
доктор медицинских наук, профессор А.Н. Гребенюк; лау-
реат государственной премии СССР, заслуженный деятель 
науки РФ, доктор медицинских наук, профессор В.И. Леге-
за; доктор медицинских наук, профессор В.Д. Гладких; док-
тор медицинских наук, доцент А.А. Тимошевский; доктор 
биологических наук В.Б. Назаров. 

Рецензентами Руководства выступили профессор кафедры 
медицины катастроф Российской медицинской академии 
последипломного образования, заслуженный деятель на-
уки РФ, доктор медицинских наук, профессор М.В. Васин, 
профессор кафедры военной токсикологии и медицинской 
защиты Военно-медицинской академии имени С.М. Киро-
ва, заслуженный работник высшей школы РФ, доктор ме-
дицинских наук, профессор Н.А. Смирнов. 

Издание Руководства проведено в рамках Федеральной це-
левой программы «Обеспечение ядерной и радиационной 
безопасности на 2008 и на период до 2015 года». 

рекисного окисления липидов после хронической инток-
сикации ФОС.

Автор вполне справедливо отмечает в разделе «Заключе-
ние», что монография не дает полных ответов на далеко 
неоднозначные и иммунологические феномены при воз-
действии ФОС. Нерешенность многих вопросов, противо-
речивость и неоднозначность результатов исследований 
механизмов нарушения показателей врожденного имму-
нитета, а также иммуногенеза при острой и хронической 
интоксикации ФОС предполагает дальнейшее изучение 
этой проблемы. 

Несомненная актуальность темы монографии, обзор 
большого числа источников литературы, высокий мето-
дический уровень собственных исследований автора, до-
стоверность полученных результатов, обоснованность вы-
водов позволяет рассматривать работу П.Ф. Забродского 

как значительный вклад в развитие существующих пред-
ставлений о механизмах дисфункции системы иммунитета 
при интоксикации ФОС, в том числе, при комбинирован-
ном действии данных соединений и их антидотов, спосо-
бах фармакологической коррекции постинтоксикацион-
ных нарушений иммунного статуса.

Книга имеет большую теоретическую значимость и прак-
тическую ценность. 

Монография адресована токсикологам, иммуноло-
гам,  фармакологам, биологам,   физиологам,   терапев-
там и химикам. 

Член-корреспондент РАН, доктор медицин-
ских наук, профессор Б.А. Курляндский 
Доктор медицинских наук, профессор 
Х.Х. Хамидулина 
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АВТОМАТИЗИРОВАННОЙ РАСПРЕДЕ
ЛЕННОЙ ИНФОРМАЦИОННО-ПОИСКО
ВОЙ СИСТЕМЫ (АРИПС) «ОПАСНЫЕ 
ВЕЩЕСТВА», предоставляющей широкий  
спектр возможностей при разработке паспортов 
безопасности, MSDS, проектов выбросов, 
сбросов, классификации отходов производства и 
потребления, проведении мониторинга, оценки 
риска, экспертных работ.

А Р И П С  « О П А С Н Ы Е  В Е Щ Е С Т В А » 
НОВАЯ ВЕРСИЯ – электронная постоянно 
пополняемая база данных химических веществ, 
в том числе прошедших государственную 
регистрацию в системе Роспотребнадзора. 
По техническим характеристикам АРИПС 
«ОПАСНЫЕ ВЕЩЕСТВА» НОВАЯ ВЕРСИЯ 
представляет собой продукт, созданный с 
использованием последних достижений в области 
программирования. Использование современных 
методов разработки программного обеспечения 
позволило существенно расширить возможности 
предоставления информации.     АРИПС 
«ОПАСНЫЕ ВЕЩЕСТВА» НОВАЯ ВЕРСИЯ  
содержит исчерпывающие сведения из ведущих 
отечественных и зарубежных баз данных. Вся 
информация представлена в структурированной 
форме, подобной информационной карте, 
составляемой на вещество при его государственной 
регистрации.

АРИПС «ОПАСНЫЕ ВЕЩЕСТВА» НОВАЯ 
ВЕРСИЯ включает в себя:

• �физико-химические характеристики, данные 
о хранении, транспортировке, утилизации, 
пожаровзрывоопасность

• �параметры токсикометрии (показатели 
острой токсичности при различных путях 
поступления, кумулятивности, оценку 
специфических и отдаленных эффектов)

• показатели экологической безопасности 
• �гигиенические и экологические нормативы: 

ОБУВ и ПДК загрязняющих веществ в  
атмосферном воздухе населенных мест, ОБУВ 
и ПДК вредных веществ в воздухе рабочей 
зоны, ОДУ и ПДК химических веществ в воде 
водных объектов хозяйственно-питьевого 
и культурно-бытового водопользования и 
питьевой воды, ПДК и ОДК в почве, ДУ в 
продуктах питания, ПДК и ОБУВ вредных 
веществ для воды водных объектов, имеющих 
рыбохозяйственное значение

• �классы (категории) опасности по влиянию на 

здоровье человека, окружающую природную 
среду, а также обусловленные физико-
химическими свойствами в соответствии с 
СГС

• �коды и фразы риска, маркировку, номера 
ООН, КЭМ и номера аварийных карточек 
при железнодорожных, морских и других 
видах перевозки

• �нормативные и библиографические данные.

П р е д л а г а е м ы й  п р о г р а м м н ы й  п р о д у к т 
предоставляет пользователю следующие 
возможности:
• �просмотр полной информации о веществе (более 

300 характеристик)
• �поиск конкретного вещества с одновременным 

использованием более 50 условий
• �ускоренный поиск вещества по фрагменту 

названия IUPAC,  торговому названию,  
синониму, номерам САS, RTECS и EINECS, 
брутто формуле, дате и сроку регистрации

• �вывод в файл, на печать, просмотр информации 
по конкретному веществу, списку веществ, 
сформированных в результате поиска по 
заданным параметрам

• �актуализации и пополнения базы данных 
новыми веществами АРИПС «ОПАСНЫЕ 
ВЕЩЕСТВА» НОВАЯ ВЕРСИЯ  

Минимальные требования к компьютеру: 
процессор Сeleron 1,8, оперативная память – 1GB, 
свободное место на жестком диске 100 МВ;

Требования к программному обеспечению: 
Windows XP Professional SP2, Windows Office 2003. 

Более детальную информацию Вы можете 
найти на сайте www.RPOHV.ru

ФБУЗ «РОССИЙСКИЙ РЕГИСТР ПОТЕНЦИАЛЬНО ОПАСНЫХ 
ХИМИЧЕСКИХ И БИОЛОГИЧЕСКИХ ВЕЩЕСТВ»  

РОСПОТРЕБНАДЗОРА

ПРЕДЛАГАЕТ НОВУЮ ВЕРСИЮ

Если Вас 
заинтересовала эта 

информация, Вы можете 
связаться с нами  

и оставить свою заявку:  
Адрес: 117105, Москва,  
Варшавское шоссе, 19А

Многоканальный телефон: 
(499) 940-97-87

Факс: (499) 940-97-75
E-mail: secretary@rpohv.ru
Beб-caйт: www.rpohv.ru,  

www.rpohbv.ru


