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ЭКОЛОГИЧЕСКАЯ 
ТОКСИКОЛОГИЯ

ИЗМЕНЕНИЕ РЕПРОДУКТИВНОГО 
ПОТЕНЦИАЛА, ВЫЖИВАЕМОСТИ 
И МЕТАБОЛИЗМА В ДВУХ 
ПОКОЛЕНИЯХ DAPHNIA MAGNA 
В СРЕДЕ С ПИПЕРОНИЛ 
БУТОКСИДОМ

УДК 574.24: 574.58

Вработе проанализированы изменения выживаемости, плодовитости и метаболической ак-
тивности в двух поколениях ракообразных Daphnia magna в среде с пиперонил бутоксидом 
(ПБО) в концентрациях от 50 до 800 мкг/мл в 21-суточном эксперименте в каждом поко-

лении. Нарушение метаболизма оценено МТТ-тестом, традиционно применяемым in vitro для 
анализа цитотоксичности лекарственных препаратов. МТТ-тест интегрально отражает коли-
чество активных форм кислорода, инактивацию митохондриальных оксидаз, соотношение жи-
вых и мертвых клеток и работу системы антиоксидантных ферментов. Выявлено, что в первом 
поколении полулетальной для плодовитости дафний является концентрация ПБО 353 мкг/л, для 
выживаемости – 650 мкг/л. Во втором поколении токсическая концентрация снижается почти 
в два раза и составляет 194 мкг/л для плодовитости и 200 мкг/л для выживаемости. Обнаружен 
цитотоксический эффект действия ПБО на дафний. 

Ключевые слова: Daphnia magna, пиперонил бутоксид, цитотоксичность, выживаемость, пло-
довитость.
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Введение. Пиперонил бутоксид (ПБО)  – ве-
щество-синергист пиретроидов инсектицидного 
действия. Входит в состав более полутора тысяч 
препаратов, применяемых в сельском хозяйстве, 
в быту и на производстве. Его используют для 
уничтожения плодовой мухи и вредителей, а так-
же при хранении зерна. Основным механизмом 
токсического действия препарата является уси-
ление влияния синтетических пиретроидов на 
нервную систему насекомых, блокада защит-
ных ферментов насекомых [1]. Водный раствор 
ПБО быстро разлагается под действием ультра-

фиолетовых лучей, поэтому опасность представ-
ляет только острое инсектицидное действие ве-
щества. Лимитирующим критерием вредности 
соединения для теплокровных животных явля-
ется его гепатотоксическое действие. Симптомы 
интоксикации развиваются спустя 20 мин после 
воздействия препаратом. Интоксикация прояв-
ляется в виде нарушения двигательной активно-
сти, прострации, появления выделений из глаз. 
Летальная медиальная доза (ЛД50) при введении 
в желудочный тракт крыс составляет 4570 мг/кг, 
для мышей – 2650 мг/кг. Менее чувствительны 
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к препарату собаки и коты (ЛД50 больше 7900 мг/
кг). Коэффициент видовой чувствительности со-
ставляет 2,98. Однократно принятая доза 50 мг 
(0,71 мг/кг) является безопасной для человека [2]. 

Для безопасного применения любого хими-
ката в  окружающей среде используют расче-
ты его предельно-допустимой концентрации по 
выживаемости и плодовитости принятых в эко-
токсикологии тест-организмов. Согласно совре-
менным методическим подходам к оценке канце-
рогенного риска, вещества с негенотоксическим 
механизмом канцерогенного действия нормиру-
ются по принципам общей токсикометрии [3]. 
Одним из широко используемых в экотоксиколо-
гии для нормирования вредных веществ является 
ветвистоусый рачок Daphnia magna. Дафниевый 
тест входит в международный экотоксикологи-
ческий стандарт [4].

Целью данной работы был анализ обще-
го токсического действия ПБО, вызывающего 
изменение выживаемости и  плодовитости ра-
кообразных Daphnia magna в  двух поколениях 
в модельном эксперименте, а также анализ цито-
токсического действия препарата по изменению 
метаболической активности рачков.

Материалы и методы исследования.
Характеристика вещества
Пиперонил бутоксид – маслянистая жидкость 

желтого цвета, со слабым специфическим запа-
хом. Химическое название 5-2-(2-бутоксиэтокси)- 
этоксиметил)-6-пропил-1,3-бензодиоксол. Эмпи-
рическая формула С19Н30О5, cas 51-03-6

Относительная молекулярная масса 338,43; 
растворяется в воде 14,3 мг/л (25°С); хорошо рас-
творяется в органических растворителях; Tкип 
180°С, давление пара 1·10-7 мм. рт. ст. (25°С), кон-
станта Генри 2,3·10-6 Р м3 моль-1 (25°C), удельная 
плотность 1,060 (20°С); Ко/в 4,51·104; водный рас-
твор быстро разлагается на свету [2].

Культивирование Daphniа magna и схема экс-
перимента

Культура Daphnia magna Straus успешно куль-
тивируется несколько лет в нашей лаборатории 
по международному протоколу [4]. «Культивиро-
вание рачков проводили на водопроводной от-
стоянной дважды фильтрованной воде, имеющей 
следующие характеристики: рН 7,5 – 8,2, О2 ~10,0 
мг/л; жесткость ~ 6,8 мг/л, соотношение Ca:Mg 4:1, 
железа – менее 0,3 мг/л, Mn 0,1 мг/л, хлоридов – до 
12 мг/мл, фосфатов – менее 0,05 мг/мл, сульфатов 

около 44 – 50 мг/мл, взвешенных веществ – менее 
3 мг/мл.»

Для получения синхронизированной культуры 
половозрелых самок по 5 особей культивирова-
ли в лабораторных стаканах со 100 мл воды при 
режиме освещенности 700 люкс 12 ч/ 12 ч свет/
тьма при 20°C (Климатоста, модель R2 Спецком-
плектресурс, Россия) и обновлении воды дважды 
в неделю. Рачков кормили ежедневно суспензией 
зеленых водорослей (Chlorella vulgaris) в концен-
трации 1,87 мг C/л (плотность 4·105 кл./мл). Уда-
ляли молодь первых пометов. 

В эксперимент было отобрано по 10 новоро-
жденных дафний третьего помета (поколение 
F1). Односуточных рачков рассаживали индиви-
дуально в лабораторные стаканы с 50 мл воды, 
в которой создавали разные концентрации рас-
творенного в 96%-ом этиловом спирте ПБО – 0 
(контроль), 50, 100, 200, 400 и 800 мкг/л. Исходные 
концентрации вещества были приготовлены та-
ким образом, чтобы аликвота составила 25 мкл 
раствора на 1 л воды. В контрольные образцы до-
бавляли спирт в той же аликвоте. Дафний куль-
тивировали в режиме освещения 12 ч/ 12 ч свет/
тьма при 20°C в климатостате 21 сут. Кормили 
рачков ежедневно. Воду с веществом меняли че-
рез сут, погибших дафний учитывали и удаляли. 
Новорожденную молодь учитывали и использо-
вали для анализа на цитотоксичность. 

Для получения второго поколения (F2) по 10 од-
носуточных дафний из третьего помета поколе-
ния F1 от трех разных самок рассаживали в ла-
бораторные стаканы с 50 мл воды и создавали 
концентрации ПБО – 0 (контроль), 50, 100, 200, 
400 и 800 мкг/л ПБО как в поколении F1. Рачков 
культивировали в климатостате при оптималь-
ных условиях до 21-суточного возраста. Анализи-
ровали выживаемость и плодовитость. Новоро-
жденную молодь учитывали и использовали для 
анализа на цитотоксичность.

МТТ-тест для оценки цитотоксического 
действия вещества

Для анализа цитотоксичности использо-
вали водорастворимый 3-(4,5-диметилтиа-
зол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолиум бромид 
(МТТ) [5]. МТТ-метод интегрально отражает 
количество активных форм кислорода, в  том 
числе, короткоживущих супероксид анион-ра-
дикалов, инактивацию сукцинатдегидрогеназ 
и других митохондриальных оксидаз, соотноше-
ние живых и мертвых клеток и работу системы 
антиоксидантных ферментов. Метод основан на 
способности митохондриальных дегидрогеназ 
восстанавливать проникающий в  клетки бес-
цветный МТТ с образованием нерастворимого 
окрашенного формазана. Последующий фото-
метрический анализ позволяет сопоставить из-
менение оптической плотности раствора по от-
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ношению к контролю с изменением количества 
жизнеспособных клеток и  оценить эффектив-
ность цитотоксического действия анализируемо-
го соединения. 

МТТ-тест применен в разработанной автора-
ми модификации для анализа цитотоксическо-
го эффекта у D. magna в опытах in vivo [6]. Для 
проведения анализа 4-суточную новорожденную 
молодь по 50 особей из каждой опытной и кон-
трольной групп поколения F1 и F2 пересаживали 
в микропробирки типа «Эппендорф» и проводи-
ли МТТ-тест на цитотоксичность. Для этого из 
микропробирок удаляли воду, добавляли по 100 
мкл раствора МТТ и инкубировали в те-
чение 1 ч при комнатной температуре 
в темноте. По окончанию инкубации су-
пернатант осторожно удаляли, добавляли 
по 200 мкл ДМСО («ЦАМАКС», Россия). 
Через 10 мин содержимое микропроби-
рок гомогенизировали с помощью пести-
ка. Для получения фоновых проб 50 че-
тырехсуточных дафний из контрольных 
групп гомогенизировали в 200 мкл ДМ-
СО. МТТ не добавляли. По 200 мкл на-
досадочной жидкости из фоновых проб 
помещали в лунки В2…..В6 96-ти луноч-
ного планшета. Крайние ряды (А1…..А6 
и В1, С1, Е1…) не заполняли во избежание 
искажения результатов. После растворе-
ния гранул формазана супернатант из ка-
ждой опытной пробы переносили по 200 
мкл в лунки С2…..С6, D2…..D6, E2…….
E6. Оптическую плотность определяли 
при длине волны 492 (рабочая) и 630 нм 
(шумовая). Измерения оптической плот-
ности окрашенных образцов проводи-
ли на планшетном иммуноферментном 
анализаторе “StatFax” 2100 (“Awareness 
Technology”, США, VIS-модель). 

Статистическая обработка данных
Значимость отличия с  контролем ко-

личественных признаков оценена тестом 
Манна-Уитни, качественных признаков – 
2-тестом. Расчеты проведены в програм-

ме Statistica 12. Коэффициенты корре-
ляции рассчитаны между показателями 
метаболической активности новорожден-
ного потомства дафний поколений F1 и F2 
и показателями изменения плодовитости 
и выживаемости ракообразных в этих по-
колениях.

Результаты и  их обсуждение. На 
рисунке 1 А  представлены данные по 
выживаемости дафний к 21-м сут экспе-
римента в  процентах относительно со-
отвествующих контролей для каждо-
го поколения. Видно, что выживаемость 
дафний, культивируемых при разных кон-

центрациях ПБО, снижается, начиная с 100 мкг/л 
вещества в каждом поколении. Поскольку даф-
нии, культивируемые при концентрации ПБО 
800 мкг/л, не приносили потомства, во втором по-
колении эта группа отсутствовала. С применени-
ем критерия 2 рассчитали, что значимое сниже-
ние выживаемости тест-объекта в F1 происходит 
при концентрации ПБО 800 мкг/л, в поколении 
F2 – при 400 мкг/л.

На рисунке 1 Б представлены значения опти-
ческой плотности, характеризующие изменение 
метаболической активности в образцах новоро-
жденных дафний от самок из поколений F1 (F1’) 

Рис. 1. Изменение (А) выживаемости и (Б) метаболической 
активности D. magna при культивировании в среде 
с пиперонил бутоксид в двух поколениях к 21-м сут 
эксперимента.
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и F2 (F2’). С применением теста Манна-Уитни был 
выявлен значимый токсический эффект у  по-
томства дафний, культивируемых в среде с ПБО 
в концентрациях 100, 200 и 400 мкг/л. Анализ по-
казал высокий коэффициент корреляции между 
показателями выживаемости дафний и метабо-
лической активностью (r = 0,67 и 0,92 соответ-
ственно для поколений F1 и F2), что указывало 
на то, что снижение выживаемости может быть 
связано с цитотоксическим действием вещества 
на тест-организм.

По результатам анализа плодовитости было 
установлено, что дафнии, культивируемые в сре-
де с ПБО в концентрации 800 мкг/л, не способны 
производить жизнеспособное потомство. Плодо-
витость дафний в поколении F1 значимо снижа-
лась при концентрации ПБО 400 мкг/л, а в поко-
лении F2 при концентрации 100 мкг/л (рис. 2). 

Данные по плодовитости в каждом поколении 
имели высокий коэффициент корреляции с на-
рушением митохондриальной активности у  их 
потомства, измеренной МТТ-тестом. Коэффи-
циенты корреляции составили r = 0,58 и 0,92 со-
ответственно для первого и второго поколений 
ракообразных, подвергавшихся воздействию.

Более детальный анализ компонентов общей 
плодовитости – размера и числа пометов на даф-

нию к концу эксперимента, выявил, что количе-
ство пометов значимо не изменяется ни в одной 
экспериментальной группе из поколения F1, но 
снижается количество новорождённых на помет 
начиная с концентрации 400 мкг/л (табл. 1). Сни-
жение плодовитости в поколении F2 было связа-
но как со снижением числа пометов, так и новоро-
жденных на помет, значимых при концентрации 
ПБО от 100 мкг/л (табл. 1).

Для расчета полулетальной концентрации 
ЛК50, вызывающей нарушение выживаемости 
и репродуктивного потенциала дафний, был про-
веден пробит-анализ [7]. Согласно полученным 
данным ЛК50 пиперонил бутоксида для плодови-
тости дафний в поколении F1 составил 353 мкг/л, 
в поколении F2 – 194 мкг/л, для выживаемости 
в F1 – 650 мкг/л, в F2 – 200 мкг/л.

Из литературы известно, что в условиях мно-
гократного воздействия (21 сут) пиперонил бу-
токсида в  дозах 100, 300 и  1000 мг/кг на кожу 
кроликов признаков интоксикации и летальных 
исходов не отмечалось. Наряду с этим наблюда-
лось проявление местного действия в виде эри-
темы на кожных покровах при воздействии в до-
зе 1000 мг/кг. При пероральном поступлении 
пиперонил бутоксида в организм собак в тече-
ние 8 недель в дозах 2000 и 3000 мг/кг наблюда-

Таблица 1 
Изменение плодовитости Daphnia magna в F1 и F2, культивируемых с разной концентрацией 

пиперонил бутоксида

Концентрация 
пиперонил 

бутоксида, мг/л

Новорожденных на дафнию, 
особей

Пометов на дафнию, 
штук

Новорожденных на помет, 
особей

M ± SEM (р†)

Поколение F1, N = 10 

0 70,10±1,30 (-) 3,80±0,85 (-) 18,60±0,97 (-)

50 71,70±2,70 (0,2137) 3,90±0,31 (0,7055) 18,38±1,42 (0,9397)

100 69,88±1,55 (0,1907) 3,75±0,57 (0,8589) 18,84±1,89 (0,8242)

200 63,44±1,33 (0,0702) 3,44±0,21 (0,5676) 17,84±1,72 (0,7751)

400 49,43±1,98 (0,0270) 3,57±0,11 (0,6256) 13,70±1,17 (0,0006)

Поколение F2: N=10

0 70,44±1,33 (-) 3,78±0,31 (-) 18,48±0,32 (-)

50 70,11±1,70 (0,5202) 3,89±0,11 (0,6272) 18,30±1,67 (0,7239)

100 41,62±2,12 (0,0541) 3,00±0,16 (0,0094) 14,03±1,11 (0,0386)

200 37,88±1,35 (0,0012) 2,88±0,52 (0,0021) 13,15±2,07 (0,0141)

400 13,16±1,16 (0,0002) 1,50±0,11 (0,0026) 5,67±0,42 (0,0043)

Примечание. † Вероятность отличия от контроля. Жирным шрифтом – значимые отличия от контроля
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лось уменьшение потребления корма, снижение 
массы тела, повышение активности щелочной 
фосфатазы и увеличение массы печени [8 – 10]. 
Анализ литературы показал, что пиперонил бу-
токсид в дозах 300, 1000 и 5000 ррm (26,7; 89 и 445 
мг/кг) действует на репродуктивную функцию 
крыс линии Sprague Dawley CD и снижает массу 
тела у животных в двух поколениях. Полулеталь-
н ая доза для крыс по репродуктивной токсично-
сти составила 1000 ррm (89 мг/кг) [11]. В другом 
исследовании использовали крыс Crj:Donryu. 
В  корм животным в  течение 28 сут добавля-
ли ПБО в концентрациях 5000, 10000 или 20000 
ppm (445, 890 и 1780 мг/кг). Концентрации 10000 
и 20000 ppm (890 и 1780 мг/кг) вызвали увеличе-
ние печени и атрофические изменения в женских 
половых путях у крыс, что являлось результатом 
антиэстрогенной активности ПБО [12].

Известно, что механизм негативного дей-
ствия пиперонил бутоксида основан на ток-
сическом влиянии вещества на ферменты мо-
нооксигеназной системы. Оксигеназы  – это 
ферменты, которые катализируют включение 
кислорода в молекулу субстрата. Они участву-
ют в синтезе и деградации многих типов мета-
болитов, входят в состав мультиферментных 
комплексов, встроенных в мембрану. Извест-
но, что уровень активных форм кислорода мо-
жет зависеть от функционирования изоформ 
цитохрома Р450 и уровня экспрессии защит-
ных ферментов: каталазы, супероксидисму-
тазы и глутатионпероксидазы. Например, по-
казано, что ПБО в  концентрации 500 мкг/л 

вызывает оксидативный стресс, воздействуя 
на цитохром Р450 в  головном мозге тиляпии 
Oreochromis niloticus [13]. В другой работе об-
наружено, что ПБО при воздействии на комара 
Aedes albopictus, находящегося в личиночной 
стадии жизненного цикла, индуцирует экс-
прессию гена CYP6N28 и ингибирует CYP6P15 
и CYP6Y7 [14]. Примененный в нашем экспери-
менте МТТ-анализ позволил интегрально оце-
нить цитотоксический эффект ПБО, суммарно 
отразив количество образующихся активных 
форм кислорода, инактивации сукцинатдеги-
дрогеназ и  других митохондриальных окси-
геназ, соотношение живых и мертвых клеток 
и работу системы антиоксидантных фермен-
тов. Поскольку полученные нами данные по 
выживаемости и плодовитости ракообразных 
D. magna коррелируют с данными по наруше-
нию метаболической активности, можно пред-
положить, что снижение демографических по-
казателей у рачков связано с цитотокическим 
эффектом ПБО, нарушающим активность 
ферментов оксигеназной системы.

Выводы: 1. Пиперонил бутоксид вызывает ци-
тотоксический эффект, что является одной из 
возможных причин снижения выживаемости 
и  плодовитости ветвистоусого рачка Daphnia 
magna. 

2. Токсическая концентрация вещества во вто-
ром поколении снижалась более, чем в два раза 
по сравнению с первым, что может свидетель-
ствовать о повышении чувствительности рачков 
во втором поколении».

Рис. 2. Изменение плодовитости D. magna при культивировании в среде с пиперонил 
бутоксид в двух поколениях к 21-м сут эксперимента.
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CHANGES IN REPRODUCTIVE POTENTIAL, SURVIVAL AND METABOLIC ACTIVITY IN 
TWO SUCCESSIVE GENERATIONS OF DAPHNIA MAGNA IN THE PIPERONYL BUTOXIDE 

MEDIUM
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Changes in survival, fertility and metabolic activity in two generations of  crustacean Daphnia magna  in the 
piperonyl butoxide medium (PBO) were analyzed  in concentrations of 50 to 800 ug/ml in a 21 day experiment 
in each generation. Metabolism disorders  were  evaluated  using the MTT-assay traditionally applied in vitro to 
analyze cytotoxicity of medications. The MTT-assay shows in an integral way the amount of oxygen active forms, 
inactivation of mitochondrial oxidases, ratio of living and dead cells and function of antioxidant enzymes. It was 
found out  that in the first generation, the PBO concentration  of 353 ug/l is semi-lethal to Daphnia fertility and to 
the Daphnia survival  it is 650 ug/l. In the second generation the toxic concentration is two-fold lower and amounts 
to 194 ug/l to fertility and to 200 ug/l to  survival. It was revealed that PBO poses the  cytotoxic effect on Daphnia.

Keywords: Daphnia magna, piperonyl butoxide, cytotoxicity, survival, fertility.
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