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Уважаемые коллеги!

С 10 октября 2018 г. по 15 июня 2019 г. журна-
лом «Токсикологический вестник» и учредите-
лем журнала «Токсикологический вестник»  – 
ФБУЗ РПОХБВ Роспотребнадзора проводился 
Конкурс работ молодых ученых и специалистов 
по следующим номинациям: 

•  «Лучшая работа в  области профилактиче-
ской токсикологии»;

•  «Лучшая работа в области клинической ток-
сикологии»;

•  «Лучшая работа в  области лекарственной 
токсикологии»;

• Лучшая работа в области экологической ток-
сикологии».

В конкурсе приняло участие 11 номинантов – 
молодых ученых и специалистов различных на-
правлений токсикологии:

 Абдулмуталимова Тамила Омариевна, канди-
дат биологических наук, научный сотрудник ла-
боратории гидрогеологии и геоэкологии ФГБУН 
Института геологии Дагестанского научного 
центра Российской академии наук; «Оценка кан-
церогенного риска здоровью населения при ис-
пользовании подземных вод с высоким содержа-
нием мышьяка в качестве источников питьевого 
водоснабжения на примере Республики Даге-
стан».

Белинская Екатерина Александровна, стар-
ший научный сотрудник ФГУП НТЦ РХБГ 
ФМБА России; «Влияние стойких органических 
загрязнителей и бенз[a]пирена на прорастание 
семян ячменя обыкновенного (Hordéum vulgáre 
l.)» 

Герунов Тарас Владимирович, кандидат био-
логических наук, доцент кафедры диагностики, 
внутренних незаразных болезней, фармаколо-
гии, хирургии и акушерства ФГБОУ ВО «Омский 
государственный аграрный университет имени 
П.А. Столыпина»; «Иммунотропные эффекты 
ивермектина у продуктивных и лабораторных 
животных».

Игнатова Анна Михайловна, кандидат тех-
нических наук, научный сотрудник отдела био-
химических и  цитогенетических методов диа-
гностики ФБУН «Федеральный научный центр 
медико-профилактических технологий управ-
ления рисками здоровью населения»; «Биологи-
ческая оценка воздействия микро- и нанораз-
мерных частиц оксида алюминия на организм 
лабораторных животных в условиях острой ток-
сичности».

Кострова Таисия Александровна, соиска-
тель ученой степени кандидата медицинских 
наук, младший научный сотрудник лаборато-

рии биохимической токсикологии и фармаколо-
гии ФГБУН ИТ ФМБА России; «Эксперимен-
тальная оценка изменений нейротрофических 
и апоптотических факторов в реализации отда-
ленных последствий острых тяжелых отравле-
ний нейротоксикантами (экспериментальное ис-
следование)».

Степанков Марк Сергеевич, лаборант-иссле-
дователь лаборатории биохимической и наносен-
сорной диагностики ФБУН ФНЦ медико-про-
филактических технологий управления рисками 
здоровью населения; «Исследование и оценка па-
раметров токсичности нанодисперсного оксида 
магния при многократном ингаляционном воз-
действии».

Толкач Павел Геннадьевич, кандидат меди-
цинских наук, преподаватель кафедры воен-
ной токсикологии и медицинской защиты Воен-
но-медицинской академии имени С.М. Кирова 
МО РФ; «Изучение механизма пульмонотокси-
ческого действия дихлорангидрида угольной 
кислоты».

Усов Константин Ильич, кандидат биологи-
ческих наук, доцент, заведующий лабораторией 
токсикологических испытаний и исследований 
НИИ Биофизики, ФГБОУ ВО «Ангарский госу-
дарственный технический университет»; «Анти-
оксидантные эффекты адеметионина при введе-
нии крысам противотуберкулезных препаратов 
в токсических дозах».

Чигринский Евгений Александрович, канди-
дат биологических наук, доцент кафедры био-
химии ФГБОУ ВО Омского государственного 
медицинского университета Минздрава России, 
644099, г. Омск; «Тиреоидный статус мышевид-
ных грызунов при воздействии синтетического 
пиретроида циперметрина».

Шафигуллина Злата Александровна, аспирант 
Уральского федерального университета имени 
первого Президента России Б. Н. Ельцина, Ин-
ститут естественных наук и математики 620002, г. 
Екатеринбург, младший научный сотрудник Ин-
ститута иммунологии и физиологии Уральского 
отделения РАН, 620049, г. Екатеринбург; «Имму-
номодулирующее влияние аминофталгид разида 
на клетки печени при диффузном токсическом 
повреждении».

Шемаев Михаил Евгеньевич, сотрудник 
ФГБУН ИТ ФМБА России, 192019, г. Санкт-Пе-
тербург, Российская Федерация; «Особенности 
элиминации свинца у крыс при его парентераль-
ном введении».

6 августа 2019 г. были подведены итоги конкур-
са комиссией в составе:
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• Гребенюка Александра Николаевича – пред-
седателя Конкурсной комиссии (заместителя 
председателя Всероссийской общественной ор-
ганизации токсикологов, доктора медицинских 
наук, профессора);

•  Шеиной Натальи Ивановны – секретаря Кон-
курсной комиссии (доктора биологических 
наук, профессора кафедры гигиены ГБОУ 
ВПО «Российский национальный исследова-
тельский медицинский университет им. Н.И. 
Пирогова» МЗ РФ);

•  Голубевой Маргариты Ивановны – члена 
Конкурсной комиссии(кандидата биологи-
ческих наук, заведующей лабораторией про-
филактической токсикологии и гигиены АО 
«ВНЦ БАВ»);

•  Гуськовой Татьяны Анатольевны  – члена 
Конкурсной комиссии (член-корреспондента 
РАН, профессора);

•  Филенко Олега Федоровича – члена Конкурс-
ной комиссии(доктора биологических наук, 
профессора кафедры гидробиологии МГУ, 
заведующего лабораторией водной токсико-
логии МГУ им. М.В. Ломоносова).

Оценка научных работ молодых ученых, пред-
ставленных на конкурс проводилась по следую-
щим критериям:

• актуальность,
• научная новизна;
• практическая значимость;
•  перспективность внедрения результатов  

работы;
•  оригинальность применяемых методов, аппа-

ратуры для исследований;
•  полученные по работе патенты (в т.ч. в соав-

торстве).
Все работы были рассмотрены и оценены ре-

цензентами и на основе рейтинга бальных оце-
нок и выявлены победители.

Решением Конкурсной комиссии от 06.08.2019 
победителями конкурса работ молодых ученых 
и специалистов в следующих номинациях объяв-
лены:

• «Лучшая работа в области профилактиче-
ской токсикологии» – Шемаев Михаил Евгенье-
вич, сотрудник ФГБУН ИТ ФМБА России с ра-
ботой «Особенности элиминации свинца у крыс 
при его парентеральном введении»;

• «Лучшая работа в области клинической ток-
сикологии» – Кострова Таисия Александровна, 
соискатель ученой степени кандидата медицин-
ских наук, младший научный сотрудник лабо-
ратории биохимической токсикологии и фарма-
кологии ФГБУН ИТ ФМБА России с  работой 

«Экспериментальная оценка изменений ней-
ротрофических и  апоптотических факторов 
в реализации отдаленных последствий острых 
тяжелых отравлений нейротоксикантами (экс-
периментальное исследование)» ;

• «Лучшая работа в  области лекарственной 
токсикологии»  – Шафигуллина Злата Алек-
сандровна, аспирант Уральского федерального 
университета имени первого Президента России 
Б.Н. Ельцина, Институт естественных наук и ма-
тематики, младший научный сотрудник Инсти-
тута иммунологии и физиологии Уральского от-
деления РАН с работой «Иммуномодулирующее 
влияние аминофталгидразида на клетки печени 
при диффузном токсическом повреждении»; 

• «Лучшая работа в  области экологической 
токсикологии» – Чигринский Евгений Алексан-
дрович, кандидат биологических наук, доцент 
кафедры биохимии ФГБОУ ВО Омского госу-
дарственного медицинского университета Минз-
драва России с  работой «Тиреоидный статус 
мышевидных грызунов при воздействии синте-
тического пиретроида циперметрина».

Конкурсная комиссия отметила высокий уро-
вень научных работ конкурсантов.

Победители конкурса будут награждены гра-
мотами, ценными подарками и получат бесплат-
ную подписку на журнал «Токсикологический 
вестник» 2020 года. Также научные работы участ-
ников Конкурса будут опубликованы в журнале 
«Токсикологический вестник»: победителей кон-
курса – в 5 номере, участников конкурса – в по-
следующих выпусках журнала. 

Информация о  результатах конкурса будут 
опубликованы на сайте журнала «Токсикологи-
ческий вестник http://www.toxreview.ru, а также на 
сайте Регистра потенциально опасных химиче-
ских и биологических веществ http://www.rpohv.ru/.

Редакционная коллегия журнала «Токсиколо-
гический вестник» и организационный комитет 
ФБУЗ РПОХБВ Роспотребнадзора благодарят 
участников Конкурса работ молодых ученых 
и специалистов, желает успехов в научной работе 
и надеется на дальнейшее сотрудничество с мо-
лодыми талантливыми учеными. 

Особенную благодарность хотелось бы выра-
зить членам конкурсной комиссии за быструю, 
хорошо слаженную профессиональную работу. 

Главный редактор журнала
«Токсикологический вестник»

Х.Х. Хамидулина
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ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 
РАСПРОСТРАНЕННОСТИ И 
СТРУКТУРЫ ОСТРЫХ ОТРАВЛЕНИЙ  
В САНКТ-ПЕТЕРБУРГЕ  
(ПО ДАННЫМ 
МНОГОПРОФИЛЬНОГО 
СТАЦИОНАРА) 

614.881 : 615.099.036.11
А.Г. Синенченко, 
А.Н. Лодягин, 
Б.В Батоцыренов, 
И.А. Шикалова, 
А.М. Антонова

ГБУ Санкт-Петербургский 
научно-исследовательский 
институт скорой помощи имени 
И.И. Джанелидзе, 192242, 
г. Санкт-Петербург, Российская 
Федерация

Цель исследования - провести анализ распространенности и структуры острых химических 
отравлений, поступающих в многопрофильный стационар за период с 2015-2017 гг. Ма-
териалы и методы исследования. Использованные данные получены из сводной учетной 

документации отделения острых отравлений. При статистической обработке материала исполь-
зованы числовые характеристики переменных с оценкой их точности и надежности, достовер-
ность различий показателя по непараметрическому критерию Пирсона, корреляционная связь 
по коэффициенту ранговой корреляции Спирмена, для установления коэффициента и линии 
регрессии тренда использовался метод авторегрессии и интегрирования скользящего среднего 
(ARIMA). Результаты и обсуждение. Установлено, что в общем потоке поступающих в отде-
ление скорой медицинской помощи (СМП) в анализируемый период больные с острыми хи-
мическими отравлениями составляли 21,4%. Доказано преобладание среди больных молодого 
возраста (18-25 лет) острых отравлений наркотиками и психодислептиками (43,5%, p≤0,05), в 
возрастных категориях (26-45 лет), (46-59 лет) и (60-74 лет) – острых отравлений алкоголем 
(56,7%, p≤0,05; 85,5%, p≤0,001; 77,1%, p≤0,001), больных старческого возраста (75-90 лет и стар-
ше) – острых отравлений лекарственными средствами (48,1%, p≤0,05). Выявлена высокая эпи-
демиологическая значимость по показателю летальности среди больных с острыми отравления-
ми лекарственными средствами, наркотиками и психодислептиками и алкоголем (0,30%, 0,29%, 
0,18%). Заключение. Сведения о распространенности и динамике острых химических отравле-
ний за период с 2015-2017 гг. позволяют определить ориентиры организационных мероприятий 
в контексте оказания медицинской помощи в условиях многопрофильного стационара.

Ключевые слова: скорая медицинская помощь, многопрофильный стационар, острые химиче-
ские отравления, токсикология, эпидемиология. 

Введение. Известно, что острые химические 
отравления по показателям распространенно-
сти и  летальности имеют высокую эпидемио-
логическую значимость для населения РФ [1]. 
Основываясь на данных официальной стати-
стики острые химические отравления зани-
мают четвертое место по распространенности 
и первое место по числу смертельных исходов 
в  общей структуре заболеваемости населения 
РФ [2]. В последние годы особую актуальность 

по распространенности представляют отрав-
ления природными и  синтетическими нарко-
тиками отдельно и в комбинации с галлюцино-
генами-стимуляторами и  антидепрессантами 
[3], отравления не инъекционными веществами 
с  наркотическим действием  – γ-оксимасляной 
кислотой (ГОМК) и ее прекурсорами (γ-бутиро-
лактон и 1,4-бутандиол) [4,5]. 

Исследование распространенности и  струк-
туры острых отравлений среди поступающих 
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в многопрофильный стационар на сегодняшний 
день является крайне актуальным. 

Цель исследования: провести анализ распро-
страненности и структуры острых химических 
отравлений, поступающих в многопрофильный 
стационар за период с 2015-2017 гг. 

Материалы и методы исследования. Исследо-
вание включало в себя изучение журналов ре-
гистрации химико-токсикологических исследо-
ваний, госпитализированных в  центр лечения 
острых отравлений многопрофильного стаци-
онара за период с 2015-2017 гг., годовых отчетов 
заведующих токсикологическими отделениями 
за данный временной период. Основным мето-
дом исследования явился клинико-эпидемиоло-
гический. Все больные с острыми химическими 
отравлениями были разделены на группы со-
гласно критериям МКБ-10: I группа (Т36-39, Т41-
50) – отравления лекарственными средствами, 
медикаментами и биологическими веществами; 
II группа (Т40) – отравления наркотиками и пси-
ходислептиками (галлюциногенами); III груп-
па (Т51)  – токсическое действие алкоголя; IV 
группа (Т52-65) – токсическое действие веществ, 
преимущественно немедицинского назначения. 
Статистическая обработка материала произво-
дилась с помощью пакета прикладных программ 
для статистической обработки данных Statistica 
10.0 с  определением числовых характеристик 
переменных с оценкой их точности и надежно-
сти. С целью определения различий в распреде-
лении признака использовался непараметриче-
ский критерий Пирсона, для определения силы 

и направленности корреляционной связи меж-
ду признаками применялся коэффициент ран-
говой корреляции Спирмена. Для проведения 
эпидемио логического анализа с  установлени-
ем коэффициента и линии регрессии тренда ис-
пользовался метод авторегрессии и интегриро-
вания скользящего среднего (ARIMA). 

Результаты и обсуждение. В результате про-
веденного анализа общей заболеваемости среди 
пациентов, госпитализированных в многопро-
фильный стационар скорой помощи, в  период 
с 2015 по 2017 гг., был установлен среднегодовой 
процент нуждающихся в оказании стационарной 
токсикологической помощи. Из всего входящего 
потока больных и пострадавших нуждались в го-
спитализации с острыми химическими отравле-
ниями 21,4% (44787 чел.), в  среднем 20,3±1,9% 
(min=19, max=23) (14929±2205.3 чел. в  год) 
(табл. 1). В ходе оценки динамических показате-
лей заболеваемости выявлена общая тенденция 
роста частоты острых химических отравлений 
(y=2203x+10522, RІ=0.99) за анализируемый вре-
менной период. В свою очередь встречаемость 
больных с острыми химическими отравлениями 
напрямую зависела от увеличения общего пото-
ка поступающих в многопрофильный стационар 
(r=1,0 p≤0.05). 

В данном временном периоде больше госпита-
лизировались лица мужского пола (78,0±12,1%, 
p≤0,001) (табл.2). 

Среди больных с  острыми химическими от-
равлениями преобладали лица трудоспособно-
го возраста в возрастной категории 26-45 лет – 

Таблица 1
 Структура входящего потока госпитализированных в многопрофильный стационар больных 

и пострадавших за период с 2015 по 2017 гг. 

Показатели

Временной период 
Всего2015 2016 2017

абс. % абс. % абс. % абс. %

Общее количество 
больных, поступивших 
в многопрофильный 

стационар 

65913 100 69353 100 73235 100 208501 100

Количество больных 
с острыми отравлениями 12673 19,2 15034 21,6 17080 23,3 44787 21,4

Количество больных 
хирургического, 

терапевтического профиля
51872 78,7 52939 76,3 54745 74,8 159556 76,7

Количество больных 
психиатрического профиля 1368 2,1 1380 2,1 1410 1,9 4158 1,9
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Таблица 2
Распределение больных с острыми химическими отравлениями по полу  

за период с 2015-2017 гг.

Половые 
отличия

Острые химические отравления (распределение по группам) 

I
(Т36-39, Т41-50)

II
(Т40)

III
(Т51)

IV
(Т52-65) Итого

абс. % абс. % абс. % абс. % абс. %

мужчины 2653 56,8* 9140 82,7** 22571 81,3** 577 43,3* 34941 78,0**

женщины 2011 43,2 1900 17,3 5180 18,7 755 56,7 9846 22,0

ВСЕГО 4664 100 11040 100 27751 100 1332 100 44787 100

Примечание: * – достоверное отличие p≤0,05, ** достоверное отличие p≤0,001

58,4% (p≤0,05), средний возраст составил 45,4±0,6 
лет (табл.3). 

Как видно из таблицы 3 больные молодого 
возраста (18-25 лет) поступали с  острыми от-
равлениями наркотиками и психодислептиками 
(43,5%, p≤0.05), лица в возрастных категориях 
(26-45 лет), (46-59 лет) и (60-74 лет) – с острыми 
отравлениями алкоголем (56,7%, p≤0,05; 85,5%, 

p≤0,001; 77,1%, p≤0,001); больные старческого 
возраста (75-90 лет и  старше)  – чаще госпита-
лизировались с острыми отравлениями лекар-
ственными средствами (48,1%, p≤0,05). 

В ходе изучения структуры острых химиче-
ских отравлений пациентов токсикологического 
профиля за анализируемый период было дока-
зано, значительное преобладание больных с от-

Таблица 3
Распределение больных с острыми химическими отравлениями по возрасту  

за период с 2015-2017 гг.

Возраст 
(лет)

Острые химические отравления (распределение по группам) 
I

(Т36-39, 
Т41-50)

II
(Т40)

III
(Т51)

IV
(Т52-65) Всего

абс. % абс. % абс. % абс. % абс. %

18-25 844 17,4 2109 43,5* 1721 35,4 174 3,7 4848 10,8

26-45 2135 8,1 8623 32,9 14848 56,7* 557 2,3 26163 58,4*

46-59 862 8,5 301 2,9 8603 85,5** 288 3,1 10054 22,4

60-74 520 16,8 7 0,3 2386 77,1** 180 5,8 3093 6,9

75-90 и > 303 48,1* - - 193 30,6 133 21,3 629 1,4

Примечание: * – достоверное отличие p≤0,05, ** достоверное отличие p≤0,001
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равлением алкоголем (61,9%, p≤0,05), наркоти-
ками и психодислептиками (24,6%, p≤0,05), реже 
встречались отравления лекарственными сред-
ствами (10,4%) и веществами немедицинского на-
значения (3,1%). 

 Необходимо отметить, что в группе больных 
с острыми отравлениями лекарственными сред-
ствами преобладали отравления противосудо-
рожными, седативными, снотворными и  про-
тивопаркинсоническими препаратами (52,6%, 
p≤0,05). При этом, в среднем в 55,4±2,15% случаев 
данные лекарственные средства использовались 
больными с суицидальной целью. Причиной суи-
цидального поведения явились невротические 
и связанные со стрессом расстройства (F40-F48) 
(70,2%), из которых наиболее часто встречались 
реакции на острый стресс (F43.20), кратковре-
менные и пролонгированные депрессивные ре-
акции (F43.21) (45,4% и 30,6%, соответственно).

Во II группе больных преобладали отравле-
ния неустановленными наркотиками и психодис-
лептиками (61,2%, p≤0,001) и отравления метадо-
ном (29,2%, p≤0,05). 

В III группе в среднем за изучаемый времен-
ной период преобладали отравления этиловым 
спиртом (99,6%, p≤0,001) и значительно реже дру-
гими спиртами. У пациентов с диагнозом «ток-
сическое действие этанола» в 60,5% случаев пре-
валировало сочетанное употребление этанола 
и других психоактивных веществ. 

Среди пациентов IV группы преобладали от-
равления угарным газом и продуктами горения 
(44,1%, p≤0,001) и отравления кислотами и щело-
чами (21,6%, p≤0.05). С данным характером от-
равления поступали лица как трудоспособного 
возраста (68,3% случаев), так и, пожилого и стар-
ческого возраста в (31,7% случаев). 

 Показатель летальности среди госпитализи-
рованных с острыми химическими отравления-
ми в период с 2015 по 2017 гг. был выше у боль-
ных с острыми отравлениями лекарственными 
средствами, наркотиками и психодислептиками 

и алкоголем (0,30%, 0,29%, 0,18%), что доказыва-
ет их высокую эпидемиологическую значимость 
(табл.4). 

Заключение. Эпидемиологический анализ 
распространенности острых экзотоксикозов 
в  структуре входящего потока поступающих 
в многопрофильный стационар в период с 2015 
по 2017 гг. показал высокую распространенность 
острых отравлений (21,4%) с  тенденцией к  их 
увеличению. 

В структуре острых химических отравлений 
значительно преобладали отравления алкого-
лем (61,9%, p≤0,001), наркотиками и  психодис-
лептиками (24,6%, p≤0,001), что свидетельствует 
о необходимости совершенствования мероприя-
тий по первичной профилактике употребления 
алкоголя и  наркотических веществ, особенно 
среди лиц молодого и трудоспособного возраста. 

Высокая эпидемиологическая значимость по 
показателю летальности наблюдалась среди 
острых отравлений лекарственными средства-
ми, наркотиками и психодислептиками и алко-
голем. Значительная часть острых отравлений 
лекарственными средствами носило суицидаль-
ный характер (55,4±2,15%), что свидетельствует 
о необходимости продолжения совершенствова-
ния первичной профилактики по предотвраще-
нию суицидального поведения. 

Организация оказания токсикологической 
помощи должна включать раннее разделе-
ние больных на дифференцированные группы 
(острые отравления лекарственными средства-
ми и веществами немедицинского предназначе-
ния; острые отравления наркотическими веще-
ствами и алкоголем), с учетом необходимости 
осуществления лечебно-охранительного режи-
ма для пациентов с  суицидальным поведени-
ем, обеспечивать преемственность в  ведении 
больных с психическими расстройствами и ад-
диктивной патологией, использовать высоко 
технологические методы диагностики и совре-
менные методы лечения. 

Таблица 4
Показатель летальности больных с острыми химическими отравлениями  

за период с 2015 по 2017 гг. (в процентах)

№ 
п/п

Острые химические отравления  
(распределение по группам)

Число умерших
 (абс)

Показатель 
летальности в %

1 I (Т36-39, Т41-50) 136 0,30

2 II (Т40) 130 0,29

3 III (Т51) 85  0,18

4 IV (Т52-65) 60 0,13
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Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
127473, г. Москва, Российская Федерация

Проведена оценка психоэмоционального статуса у пациентов с острым отравлением тал-
лием. По результатам проведенного исследования установлено, что  уровень тревоги и 
депрессии связан с концентрацией таллия в крови и моче у пострадавших, наблюдалась 

тенденция обратной корреляционной связи. Вероятно, причиной развития тревожно-депрессив-
ных состояний стала стрессовая реакция в ответ на острую химическую травму. Показана необ-
ходимость оценки психоэмоционального статуса у пациентов  с острым отравлением таллием с 
использованием шкалы «Тревоги и депрессии» (HADS) и проведения консультации психиатра 
для выбора адекватного метода терапевтической коррекции.

Ключевые слова: острое отравление таллием, психоэмоциональный статус.

Введение. В НИИ скорой помощи им. 
Н.В. Скли фосовского проведено самое круп-
ное в РФ и странах СНГ исследование по изу-
чению клинических проявлений у пострадав-
ших с лабораторно подтвержденным острым 
отравлением таллием. Установлено, что соче-
тание  таких симптомов, как алопеция, боль 
мышечного характера различной локализации 
(преимущественно в грудной клетке, в прокси-
мальных отделах ног), периферический пара-
парез или тетрапарез, расстройства чувстви-
тельности по полиневритическому типу в виде 
болезненных парестезий и/или гипестезий с 
дальнейшей трансформацией в мононевропа-
тии, нарушение координации в виде статиче-
ской и динамической атаксии, постуральный 
тремор, а также желудочно-кишечные рас-

стройства и нарушения зрения  должны вы-
зывать подозрение на интоксикацию соедине-
ниями таллия [1]. Существуют определенные 
закономерности, которые при тщательном 
сборе анамнеза, клиническом и общесомати-
ческом осмотре позволяют заподозрить от-
равление таллием и аргументировать проведе-
ние химико-токсикологического исследования 
биосред больных [2]. Изучение клинических 
проявлений показало, что  наряду с жалоба-
ми соматического характера многие пациен-
ты отмечали общую слабость, утомляемость, 
которые сохранялись долгое время и были 
расценены как астенический синдром [1]. По-
мимо жалоб астенического характера многие 
пациенты отмечали отчетливое снижение на-
строения, тревогу, нарушение сна. Вариабель-
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ная оценка психоэмоциональных расстройств с 
синдромальной неоднозначностью и полимор-
физмом клинических проявлений, с развити-
ем в ряде случаев развернутых астено-депрес-
сивных и  тревожно-депрессивных состояний, 
обусловила необходимость проведения анали-
за психического статуса пациентов. В первую 
очередь необ ходимо было установить тип до-
минирующих психоэмоциональных наруше-
ний у исследуемых пациентов, провести раз-
граничение между тревожными реакциями, 
депрессивными, астеническими и астено-де-
прессивными расстройствами. Также был не-
решенным вопрос о патогенезе психических 
нарушений у больных с отравлением таллием 
– интоксикационный фактор сыграл домини-
рующую роль в их формировании или стрес-
совая реакция в ответ на химическую травму 
полностью определяла развитие тревожных и/
или депрессивных проявлений.  

Следует отметить, что оценка психоэмоци-
ональной сферы пострадавших определенно 
вызвала сложности, поскольку для правильной 
интерпретации данных необходима была шка-
ла оценки психического здоровья.  Для объек-
тивизации нарушений в исследовании был ис-
пользован один из популярных инструментов 
диагностики – госпитальная шкала «Тревоги 
и депрессии» (HADS) [3]. Данный инструмент 
позволяет не только установить наличие эмо-
циональных расстройств, но и определить их 
вид и выраженность.

Цель - оценить психоэмоциональный статус у 
пациентов с острым отравлением таллием.

Материалы и методы исследования. В НИИ 
СП им. Н.В. Склифосовского за медицинской 
помощью обратились 44 пациента (32 женщи-
ны и 12 мужчин в возрасте от 19 до 50 лет) с по-
дозрением на острое отравление таллием. Все 
пострадавшие были осмотрены токсикологом, 
неврологом, акушером- гинекологом, офталь-
мологом. Был предположен пероральный путь 
приема токсиканта за 3-3,5 месяца до обраще-
ния в стацио нар. Всем пациентам проводили 
качественное и количественное определение 
таллия в плазме крови методом масс-спектро-
метрии с индуктивно связанной плазмой с ис-
пользованием прибора спектрометра индук-
тивно-связанной плазмы с масс-спектральным 
детектированием и количественное определе-
ние таллия в моче. У 7-и больных содержание 
таллия в плазме крови превышало референт-
ные значения (0,006-0,72 мкг/л) в среднем в 24 
раза, составляя от 8,3 мкг/л до 26,67  мкг/л, в 
моче в среднем в 134 раза, составляя от 48,72 
мкг/л до 356,1 мкг/л (референтные значения 
0,0-1,0 мкг/л). Их состояние было оценено как 
средней тяжести. Отравление легкой степени 

отмечено у 23-х пациентов, которым было ре-
комендовано амбулаторное лечение по месту 
жительства. Уровень таллия в крови у этих 
больных достигал от 0,325 мкг/л до 6,11 мкг/л, 
а в моче от 2,8 мкг/л до 68,48 мкг/л. У 14 пациен-
тов на момент осмотра клинические признаки 
отравления таллием отсутствовали. Концен-
трация таллия у этих больных была в преде-
лах референтных значений. 

На первичном приёме невролога пострадав-
шие предъявляли не только «неврологиче-
ские» жалобы (боль, двигательные, чувстви-
тельные, координаторные расстройства), но 
и отмечали эмоциональные расстройства, об-
щую слабость и быструю утомляемость, нару-
шение концентрации внимания, ухудшение па-
мяти. Не всегда жалобы совпадали с истинной 
клинической картиной. Поэтому дополнитель-
ное внимание уделяли оценке эмоциональной 
сферы. Пострадавшим было предложено анке-
тирование по госпитальной шкале «Тревоги и 
депрессии» (HADS) [3], после этого они были 
проконсультированы психиатром. В исследо-
вании приняли участие 14 пациентов в возрас-
те 36,5 [33; 42,25] лет, по гендерному признаку 
– 2 мужчин и 12 женщин. Пострадавшие были 
сопоставимы по сроку и тяжести отравления. 
Уровень таллия в крови составил 8,05 [1,89; 
13,36] мкг/л, в моче – 57,38 [14,73; 90,23] мкг/л. 

Результаты и обсуждение. Всех пациентов с 
отравлением таллием (n=14) беспокоили общая 
слабость, быстрая утомляемость, выраженное 
снижение трудоспособности, что указывало 
на наличии астенической симптоматики.  По-
страдавшие отмечали, что у них появились 
трудности в привычной работе с документа-
ми, стало сложно сосредоточиться на текущих 
задачах, нарушилась концентрация внимания, 
что вызывало у них обоснованное беспокой-
ство, поскольку люди  имели высшее образова-
ние, являлись квалифицированными юриста-
ми, экономистами, бухгалтерами. Изменения 
в эмоциональной сфере наблюдали  у себя 11 
пострадавших (78,5%), которые проявлялись 
в виде снижения настроения (n=8), раздражи-
тельности, плаксивости (n=3), эмоциональной 
лабильности (n=3), нарушении сна (n=4). 

С учетом предъявляемых жалоб пациентам 
было предложено пройти анкетирование для 
выявления признаков тревоги и депрессии, по 
результатам которого  только у 5-и пациентов 
(35,7%)  не было признаков тревоги и/или де-
прессии, у остальных – зарегистрированы рас-
стройства различной степени выраженности. 
Субклиническая тревога выявлена у 2-х паци-
ентов (14,3%), причем она не сопровождалась 
депрессией. Клиническая выраженная трево-
га зарегистрирована у 7-и пациентов (50%), из 
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них только у одного расстройство было изо-
лированным, а у шести – сопровождалось де-
прессией разной степени выраженности от суб-
клинической (n=3) до клинически выраженной 
(n=3). Следует отметить, что у пациентов с кли-
нически выраженной тревогой уровень таллия 
в крови и моче был достоверно ниже в срав-
нении с пациентами  без эмоциональных рас-
стройств: 1,2 [0,8; 10,3] мкг/л против 17,55 [6,1; 
2] мкг/л и 8,3[6,3; 87] мкг/л против 74 [68,5; 95,6] 
мкг/л соответственно, p<0,05 (табл. 1).

Депрессия является более тяжелым психи-
ческим расстройством. Расстройство было вы-
явлено у 6-и пациентов (42,9%) разной степе-
ни выраженности от субклинической формы 
(n=3, 21,4%) до клинически выраженной (n=3, 
21,4%), причем во всех случаях депрессивные 
расстройства сопровождались выраженной 
тревогой – 14 [14; 15,5] баллов по госпитальной 
шкале «Тревоги и депрессии». Признаков де-
прессии не было у 8-и пациентов (57,1%), одна-
ко у трех из них зарегистрированы тревожные 
расстройства в субклинической (n=2) и клини-
ческой (n=1) формах (табл. 2).

У пациентов с депрессивными расстройства-
ми в целом уровень таллия в крови и моче был 
достоверно ниже в сравнении с остальными па-
циентами – 4,75 [0,8; 11,3] мкг/л против 9,9 [5,6; 
19,2] мкг/л и 37,2 [6,3; 97,5] мкг/л против 58,6 
[41,1; 79,4] мкг/л соответственно, p<0,05 (табл. 
2). Только в трех случаях депрессия была у па-
циентов с высокими показателями токсиканта 
в крови и тяжелой неврологической симптома-
тикой. У 2-х женщин в возрасте 43 лет и 41 года 
с уровнем таллия в крови – 13,7 мкг/л, моче – 
66 мкг/л и уровнем таллия в крови – 12,3 мкг/л, 
моче – 108 мкг/л соответственно имели место 
двигательные, чувствительные и координатор-
ные расстройства, тотальная алопеция. Третья 
женщина 27 лет с уровнем таллия в крови – 8,3 
мкг/л, моче – 128 мкг/л предъявляла жалобы на 
выраженный распространенный болевой син-
дром.

Проведен анализ ответов на вопросы (по 
шкале тревоги и депрессии). При прохождении 
тестирования в первой части при оценке уров-
ня тревоги пациенты сообщали, что в большей 
степени испытывают напряжение, страх, не-
усидчивость, беспокойные мысли и не могут 
легко расслабиться. Во второй части пациенты 
отмечали за собой медлительность, отсутствие 
бодрости и радости от того, что раньше прино-
сило удовольствие. 

Проведено сопоставление жалоб пациентов 
с различным уровнем эмоционального фона и 
данных объективного осмотра. С учетом ма-
лой выборки говорить о достоверных разли-
чиях в подгруппах не представляется возмож-

ным. Однако отмечено, что жалобы пациентов 
с отсутствием эмоциональных расстройств по 
госпитальной шкале «Тревоги и депрессии» 
соответствовали данным объективного осмо-
тра. Пациенты с признаками клинической тре-
воги и/или депрессии (≥ 11 баллов) акцентиро-
вали внимание врача на своем эмоциональном 
состоянии, растерянности, снижении концен-
трации внимания, снижении памяти, а не на 
развившихся неврологических расстройствах. 
Пациенты с тревогой и/или депрессией остро 
реагировали на боль и чувствительные рас-
стройства, однако их не беспокоило наличие 
двигательных и координаторных нарушений, 
тремор. Несмотря на отсутствие жалоб, объек-
тивно данные симптомы были выявлены вра-
чом при осмотре (табл. 3).

При  тщательном сборе  анамнеза, жалоб и 
проведении осмотра  в большинстве случа-
ев у пациентов с острым отравлением талли-
ем определялись психоэмоциональные рас-
стройства различной степени выраженности 
от субклинических форм тревожных и депрес-
сивных проявлений до развернутых астено-де-
прессивных и тревожно-депрессивных состо-
яний. Определенные сложности возникли при 
попытке уточнения патогенеза психоэмоцио-
нальных нарушений при отравлении таллием. 
С одной стороны, данные расстройства могли 
быть проявлением астенического, астено-де-
прессивного синдромокомплекса, возникаю-
щего в ответ на острую химическую травму 
с ее сложным многофакторным патогенезом 
развития болезни (нейротоксическое, энтеро-
токсическое, нефротоксическое действие, ге-
модинамические нарушения, гипоксия, мета-
болические расстройства). С другой стороны, 
психические нарушения могли быть психоген-
но провоцированными и развились в ответ на 
стрессовую ситуацию (факт осознания болез-
ни, сомато-неврологические симптомы на фо-
не отравления). При этом обязательно следует 
учитывать преморбидный склад личности по-
страдавших, определяющий особенности ре-
агирования на болезнь/стрессовую ситуацию, 
а также отягощенность исследуемых больных 
аффективной психической патологией. 

Пострадавшие работали в одном офисном по-
мещении, тесно общались друг с другом, могли 
способствовать индуцированию развития не-
которых симптомов у своих коллег. Вероятно, 
имела место эгротогения – отрицательное пси-
хологическое воздействие одних больных на 
других, что ведет к появлению новых симпто-
мов невротического характера или усилению 
уже имеющихся [4].

Установлено, что тревожно-истеро-ипохон-
дрические реакции развивались у больных с 
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Таблица 2
Уровень таллия в крови и моче у пациентов с различным уровнем депрессии по госпитальной 

шкале «Тревоги и депрессии» (HADS)

Депрессия n Уровень таллия в крови, 
мкг/л

Уровень таллия в моче, 
мкг/л

Отсутствие расстройств (0-7 баллов) 8 9,9 [5,6; 19,2] 58,6 [41,1; 79,4]

Субклиническая депрессия (8-10 баллов) 3 8,3 [4,5; 11] 66,03 [37,2; 97]

Клиническая депрессия (≥11 баллов) 3 4,75 [0,8; 11,3]* 37,2 [6,3; 97,5]*

Примечание: *достоверное отличие p<0,05 по сравнению с группой больных без эмоциональных расстройств

Таблица 3
Сопоставление жалоб пациентов и данных объективного осмотра  

у пациентов с различным состоянием эмоциональной сферы по госпитальной шкале  
«Тревоги и депрессии» (HADS)

Симптомы

Наличие признаков тревоги и депрессии, n-количество больных

нет эмоциональных 
расстройств (n=5) признаки тревоги (n=7) признаки депрессии (n=3)

жалобы  
(n)

объективно
(n)

жалобы  
(n)

объективно
(n)

жалобы  
(n)

объективно
(n)

Двигательные 
нарушения 3 4 1 4 0 1

Чувствительные 
нарушения 4 3 5 6 2 3

Координаторные 
нарушения 3 4 1 4 0 2

Тремор 2 2 1 3 0 2

Боль 5 - 7 - 3 -

Таблица 1
Уровень таллия в крови и моче у пациентов с различным уровнем тревоги по госпитальной шкале 

«Тревоги и депрессии» (HADS)

Тревога n Уровень таллия в крови, 
мкг/л

Уровень таллия в моче,  
мкг/л

Отсутствие расстройств (0-7 баллов) 5 17,55 [6,1; 2] 74 [68,5; 95,6]

Субклиническая тревога (8-10 баллов) 2 12,1 и 7,8 48,7 и 34,03

Клиническая тревога (≥11 баллов) 7 1,2 [0,8; 10,3]* 8,3 [6,3; 87]*

Примечание: *достоверное отличие p<0,05 по сравнению с группой больных без эмоциональных расстройств
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личностной акцентуацией по тревожно-мни-
тельному или истерическому типу и являлись 
неосознанным проявлением получения внима-
ния и заботы со стороны окружающих.

Отмечено, что у превалирующего большин-
ства больных с отравлением таллием были от-
четливые жалобы на значительное изменение 
эмоционального фона, неврологические рас-
стройства в сочетании с выраженными прояв-
лениями астении. Однако результаты проведен-
ного исследования показали, что в большинстве 
случаев у пациентов с тревожно-депрессивными 
расстройствами, выявленными  по госпитальной 
шкале «Тревоги и депрессии», уровень таллия в 
биосредах организма был статистически ниже, 
чем у больных без психоэмоциональных наруше-
ний. Данную тенденцию связали с психической 

травматизацией. Астенические расстройства от-
мечались в 100% случаев и варьировали в зави-
симости от тяжести отравления, преморбидных 
особенностей личности, коморбидности хими-
ческой травмы с пограничной психической па-
тологией, возраста пациентов. В данном случае 
астенический синдром можно рассматривать как 
патологически измененную реакцию адаптации 
нервной системы в ответ на химическую травму. 

Выводы. 
1. Психоэмоциональные расстройства воз-

никают у 78,5% пострадавших с отравлени-
ем таллием. Признаки тревоги выявляются у 
64,2%, симптомы депрессии – у 42,9%, астени-
ческий синдром – у 100% больных. Развитие 
депрессивных расстройств всегда сопровожда-
ется возникновением выраженной тревоги.

Рис. 1. Частота встречаемости различных симптомов тревоги и/или депрессии разной степени выраженности.
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Шкала тревоги и депрессии

Часть I (оценка уровня тревоги) Часть II (оценка уровня депрессии)

Я испытываю напряжение, мне не по себе  
3 - все время  
2 - часто  
1 - время от времени, иногда  
0 - совсем не испытываю 
Я испытываю страх, кажется, будто что-то ужасное 
может вот-вот случиться  
3 - определенно это так, и страх очень велик  
2 - да, это так, но страх не очень велик  
1  - иногда, но это меня не беспокоит  
0 - совсем не испытываю 
Беспокойные мысли крутятся у меня в голове  
3 - постоянно  
2 - большую часть времени  
1 - время от времени и не так часто  
0 - только иногда 
Я легко могу сесть и расслабиться  
0 - определенно это так  
1 - наверное, это так  
2 - лишь изредка это так  
3 - совсем не могу 
Я испытываю внутреннее напряжение или дрожь  
0 - совсем не испытываю  
1 - иногда  
2 - часто  
3 - очень часто 
Я испытываю неусидчивость, мне постоянно нужно 
двигаться  
3 - определенно это так  
2 - наверное, это так  
1 - лишь в некоторой степени это так  
0 - совсем не испытываю 
У меня бывает внезапное чувство паники  
3 - очень часто  
2 - довольно часто  
1 - не так уж часто  
0 - совсем не бывает 

То, что приносило мне большое удовольствие, и сейчас 
вызывает у меня такое же чувство  
0 - определенно, это так  
1 - наверное, это так  
2 - лишь в очень малой степени это так  
3 - это совсем не так 
Я способен рассмеяться и увидеть в том или ином 
событии смешное  
0 - определенно это так  
1  - наверное, это так  
2 - лишь в очень малой степени это так  
3 - совсем не способен 
Я испытываю бодрость  
3 - совсем не испытываю  
2 - очень редко  
1  - иногда  
0 - практически все время 
Мне кажется, что я стал все делать очень медленно  
3 - практически все время  
2 - часто  
1  - иногда  
0 - совсем нет 
Я не слежу за своей внешностью  
3 - определенно это так  
2 - я не уделяю этому столько времени, сколько нужно  
1 - может быть, я стала меньше уделять этому времени  
0 - я слежу за собой так же, как и раньше 
Я считаю, что мои дела (занятия, увлечения) могут 
принести мне чувство удовлетворения  
0 - точно так же, как и обычно  
1 - да, но не в той степени, как раньше 2 - значительно 
меньше, чем обычно  
3 - совсем так не считаю 
Я могу получить удовольствие от хорошей книги, радио- 
или телепрограммы  
0 - часто  
1 - иногда  
2 - редко  
3 - очень редко 

Оценка результатов проводится по каждой части отдельно, где 
0-7 баллов – норма;
8-10 баллов – субклинически выраженная тревога и/или депрессия;
11 и более баллов – клинически выраженная тревога и/или депрессия.

2. Уровень тревоги и депрессии связан с 
концентрацией таллия в крови и моче, на-
блюдалась тенденция обратной корреляци-
онной связи. Вероятно, причиной развития 
тревожно-депрессивных состояний стала 
стрессовая реакция в ответ на острую хими-
ческую травму.

3. В протокол обследования больных  с 
острым отравлением таллием должна вхо-
дить оценка психоэмоционального статуса с 
использованием шкалы «Тревоги и депрес-
сии» (HADS) и консультация психиатра для 
выбора адекватного метода терапевтической 
коррекции.   
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Изолированное и комбинированное повреждающее действие наночастиц (НЧ) PbO и CuO 
оценены на стабильной линии человеческих фибробластов с помощью трёх различных 
показателей цитотоксичности, основанных на снижении  (а) дегидрогеназной активности 

клеток (МТТ-тест); (б) содержания АТФ (тест на  жизнеспособность культуры по интенсив-
ности люминесценции); (в) интегральной оценки клеточной пролиферации, распластывания и 
прикрепления к поверхности по электрическому импедансу («нормализованный клеточный ин-
декс»). По всем этим показателям продемонстрирована для обоих видов метало-оксидных нано-
частиц чёткая зависимость  повреждения клетки от их концентрации, адекватно описываемая 
гиперболической функцией, в то время как при одном и том же уровне воздействия количе-
ственные характеристики цитотоксичности PbO-НЧ в сравнении с CuO-НЧ схожи. Последнее 
ранее наблюдалось и в субхроническом эксперименте на крысах. Математически описанная с 
помощью методологии построения поверхности отклика комбинированная цитотоксичность 
наночастиц in vitro найдена неоднозначной, что также согласуется с выводами из эксперимента 
на крысах с теми же наночастицами.
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Введение. Большинство опубликованных на-
нотоксикологических исследований проведено 
in vitro (главным образом, на культурах стабиль-
ных клеточных линий). Однако наша группа бы-
ла, насколько нам известно, первой использовав-
шей подобные экспериментальные модели для 
оценки сравнительной и комбинированной ток-
сичности наночастиц и поставившей вопрос о 
том, соответствует ли такая оценка получаемой 
в экспериментах in vivo [1,2]. Актуальность во-
проса определяется тем, что многие металлур-
гические, электросварочные и лазерные техно-
логические процессы связаны с образованием 
аэрозолей конденсации, значительная фракция 
которых представлена наночастицами оксидов 
разных металлов (МеО-НЧ). 

В частности, изученная в наших первых экс-
периментах комбинация Mn3O4-НЧ и NiO-НЧ, 
достаточно часто входит в состав сварочных ды-
мов. В этих экспериментах мы показали, что 
повреждение клеток в различных культурах 
находится в количественной зависимости от кон-
центрации МеО-НЧ, причём Mn3O4–НЧ найде-
ны более цитотоксичными, чем NiO-НЧ, как это 
ранее было найдено по ряду неспецифических 
признаков токсичности in vivo. Принципиально 
совпали и оценки типологии комбинированной 
токсичности, которая для клеточных культур, 
как и во многих исследованиях на крысах (см. на-
пример, обобщения у [3,4] и др.) оказалась неод-
нозначной в зависимости от ряда факторов. Вме-
сте с тем, предсказать на основании тестирования 
in vitro конкретный тип комбинированного дей-
ствия той же самой пары МеО-НЧ in vivo оказа-
лось невозможным. Поэтому мы высказали мне-
ние, что хотя такие эксперименты и могут иметь 
прогностическое значение для ускоренной оцен-
ки сравнительной токсичности наночастиц этого 
класса, различающихся по составу, однако для ха-
рактеристики их комбинированной токсичности 
исследования на системно-организменном уровне 
по-прежнему приоритетны.  

Для подтверждения этого заключения, пока ос-
нованного лишь на одной серии экспериментов, 

мы выбрали другую пару МеО-НЧ, которая ти-
пична для загрязнения воздуха в медеплавильном 
производстве, а именно CuO-НЧ и PbO-НЧ [4].

В специальной литературе можно найти нема-
ло данных для токсикологической характери-
стики CuO – НЧ, полученной на разных экспе-
риментальных моделях ( [5-17] и ряд других), в то 
время как токсикологическое изучение действия 
PbO-НЧ началось значительно позднее [18-22]. В 
целом, эти исследования показывают, что наря-
ду с типичным фактически для всех пока изучен-
ных MeO-НЧ широким спектром неспецефиче-
ских эффектов, каждый из них вызывает in vivo 
некоторые важные эффекты, качественно спец-
ифичные для соответствующего металла в лю-
бой химической форме [4]. Так при субхрониче-
ской интоксикации, развивающейся у крыс при 
повторных внутрибрюшинных введениях PbO-
НЧ наблюдались типичные нарушения порфири-
нового синтеза и анемия [18], а при аналогичном 
воздействии CuO-НЧ - синдром, напоминающий 
болезнь Вильсона у человека [9]. Что же касается 
их комбинированной токсичности, нам известно 
только собственное исследование in vivo [18] и не 
найдено ни одной работы in vitro.

К сожалению, мы пока не нашли адекватный 
показатель действия на клеточную культуру, ко-
торый соответствовал бы вышеназванным эф-
фектам действия PbO-НЧ или CuO-НЧ на си-
стемно-организменном уровне. Тем не менее, 
заслуживает внимания и оценка их сравнитель-
ной и комбинированной неспецефической цито-
токсичности для одной из тех клеток, которые 
наиболее часто используются в нанотоксиколо-
гических экспериментах in vitro, а именно для фи-
бробласта.

Материалы и методы исследования.
Приготовление и характеристика наночастиц.
Водные суспензии обеих MeO-НЧ были по-

лучены с помощью лазерной абляции мишеней 
соответствующего метала 99.9% чистоты под 
слоем де-ионизированной воды c последующим 
частичным упариванием при 50 °C в течение 5 
часов для достижения концентрации 0,5 мг/мл. 

Рис. 1.  Суспензии CuO-НЧ (слева) и PbO-НЧ (справа). Сканирующая электронная микроскопия при увеличении *103 860 
и *29 640, соответственно.
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При сканирующей электронной микроскопии 
(Cross Beam Workstation Auriga производства 
Carl Zeiss, Germany) было показано, что части-
цы обеих суспензий имели сферическую форму 
(рис. 1) при среднем ±  диаметре 24,5±4,8 мкм 
для CuO-НЧ и 47,0±16,0 мкм для PbO-НЧ. Спек-
троскопия с помощью Рамановского конфо-
кального микроскопа Alpha 300 AR (Germany) 
подтвердила, что эти наночастицы действи-
тельно состояли из CuO и PbO.

Отсутствие заметных изменений дзета-потен-
циала, а также очертания и положения пика плаз-
монного резонанса при наблюдении в течение 2 
недель свидетельствовали о достаточной стабиль-
ности обеих нано-суспензий, которые в наших 
экспериментах приводились в контакт с клетками 
не позднее, чем через несколько дней после приго-
товления.

Культура клеток, параметры воздействия 
на них и оценка его эффектов.

Эксперименты проведены на стабильной линии 
ФЛЭЧ-104 Коллекции клеточных культур ООО 
«БиолоТ» (Санкт-Петербург, Россия), которая 
представляет собой монослойную культуру фи-
бробластоподобных клеток, полученную из лёг-
ких 8-недельного эмбриона человека. Клеточную 
культуpу поддеpживали пpи 37°С в атмосфере 5% 
СО2 в cpеде DMEM с L-глутамином, с содержани-
ем глюкозы 1 г/л, добавлением 10% эмбриональ-
ной бычьей сыворотки и 0,5% гентамицина. 

Клетки высевали в 96-луночный планшет (TPP 
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland) 
для тестирования дегидрогеназной активности 
или содержания АТФ и в 8-луночный планшет 
(ACEA Biosciences, San Diego, California, USA) для 
определения клеточного индекса  по 70 000 кле-
ток на лунку в объеме 100 мкл питательной среды 
для первых двух тестов или 300 мкл – для третьего 
и инкубировали в атмосфере 5% CO2 при 37°C в 
течение 24 часов до добавления MeO-НЧs, инку-
бация с которыми проводилась в тех же условиях 
в течение следующих 24 часов. Конечная концен-
трация наночастиц в среде инкубации параллель-
но экспонированных проб составляла 50 – 75 – 100 
– 200 мкг/мл. Все варианты экспозиции осущест-
влялись в четырёх повторностях.

Для количественной оценки цитотоксическо-
го эффекта этой инкубации использовались три 
показателя: содержание АТФ в культуре по лю-
минесцентному сигналу, дегидрогеназная актив-
ность в МТТ-тесте и изменение  нормализованно-
го клеточного индекса. 

Биолюминиесцентная АТФ-метрия проводи-
лась с использованием реагентов CellTiter-Glo 
(Promega Corporation, USA). Рабочий раствор по-
лучали путем восстановления лиофилизирован-
ного CellTiter-Glo Substrate в CellTiter-Glo Buffer и 
подогревали на водяной бане до комнатной тем-

пературы. Этот раствор добавляли по 100 мкл в 
каждую лунку. Далее в течение 2 минут враща-
тельными движениями перемещали планшет в 
одной плоскости, чтобы вызвать лизис клеток. 
После инкубации при комнатной температуре в 
течение 10 минут измеряли свечение клеток с ис-
пользованием люминометра LM-01T с программ-
ным обеспечением Kilia (Immunotech, Beckman 
Coulter Company, Praha, Czech Republic). Результа-
ты измерения представлялись в единицах относи-
тельной интенсивности люминесценции relative 
luminescence units (RLU).

Для определения дегидрогеназной активности c 
помощью МТТ-теста, использовали жёлтый тет-
разолиевый краситель 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma Aldrich, St. 
Louis, Missouri, USA), который в живых клетках 
восстанавливается до пурпурного формазана. В 
качестве растворяющего компонента использова-
ли диметилсульфоксид (ДМСО). В каждую лунку 
с клетками добавляли по 20 мкл красителя в кон-
центрации 5 мг/мл и инкубировали в течение 2 ча-
сов. После этого из планшетов полностью удаля-
ли среду и в каждую лунку добавляли по 100 мкл 
ДМСО для растворения кристаллов формазана. 
Оптическую плотность измеряли на спектрофо-
тометре Epoch™ (BioTek, Winooski, Vermont, USA) 
при длине волны 490 нм. 

Оценку клеточного индекса осуществляли на 
клеточном анализаторе RTCA iCELLigence™ 
ACEA Biosciences, San Diego, California, U.S.A) в 
реальном времени. Метод основан на том, что в 
присутствии клеток, активно прикрепившихся к 
сенсорной поверхности электрода, погружённого 
в индивидуальную лунку, и действующих как изо-
лятор увеличивается электрический импеданс. 
Повреждение клеток, снижающее их способ-
ность к пролиферации и к прикреплению, снижа-
ет импеданс.

Результаты выражаются в виде нормализован-
ного клеточного индекса (NCI) в соответствии 
с рекомендациями производителя (Calculation 
principles of RTCA Software, ACEA Biosciences, 
USA).

Математическое моделирование получен-
ных данных.

Зависимость цитотоксического эффекта от 
концентрации наночастиц в культуре модели-
ровалась тремя математическими функциями, 
которые представлялись возможными при пер-
воначальной визуальной оценке расположения 
точек в осях концентрация (X) – показатель 
эффекта (Y), а именно: линейной Y = b0 + b1X, 
лог-линейной Y = exp(b0 + b1X) и гиперболиче-
ской Y = b0 + b1X 

              b2 + b3X
Коэффициенты bi, подобранные по экспери-

ментальным данным по критерию минимиза-

https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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ции суммы квадратов отклонений, оказались 
статистически значимыми для всех трёх показа-
телей в любой из моделей. Однако, судя по то-
му же критерию, наиболее близкую аппрокси-
мацию зависимости эффектов от концентрации 
обоих МеО-НЧ давала гиперболическая мо-
дель, на которую мы и опираемся при обсужде-
нии результатов исследования.

Как и в большинстве наших ранее проведен-
ных исследований по анализу закономерностей 
двухфакторной комбинированной токсичности 
([1,4,24] и др.), мы и в этой работе использова-
ли метод построения поверхности отклика (the 
Response Surface Methodology - RSM).

Уравнение регрессии, описывающее функцию 
отклика Y (x1, x2), в нашем случае имеет вид:

Y=b0 + b1x1 + b2x2 + b12x1x2   (1),

где Y есть тот или иной показатель цитотоксич-
ности, x1 и x2 - дозы CuO-НЧ и PbO-НЧ, соответ-
ственно. Постоянный член уравнения b0, коэф-
фициенты регрессии для каждой независимой 
переменной b1, b2 и коэффициент регрессии для 
их комбинации b12 подбирались по эксперимен-
тальным данным на основе того же критерия 
наименьшей суммы квадратов отклонений.
Принимается, что комбинированное действие 
двух факторов является однонаправленным, 
если ответ Y в обеих однофакторных функци-
ях Y(x1, 0) и Y(0, x2) возрастает или снижает-
ся с увеличением x1 или x2, и противоположно 
направленным - если Y в одной функции при 
этом возрастает, а в другой – снижается. Тео-
рия метода RSM показывает, что даже на ос-
нове эксперимента, в котором использовались 
только по два уровня каждого воздействия, 
уравнение (1) позволяет прогнозировать зна-

чение Y для любой комбинации x1 и x2 в преде-
лах этих уровней.

Результаты и их обсуждение. Наличие коли-
чественной зависимости между силой предполо-
жительно вредного внешнего воздействия на жи-
вую систему (например, дозой или концентрацией 
токсиканта) и величиной измеряемого показате-
ля состояния этой системы является теоретиче-
ски важным аргументом в пользу того, что сдвиг 
этого показателя действительно является эффек-
том указанного воздействия. Вместе с тем, анализ 
типа зависимости доза (концентрация)-эффект 
имеет и практическое значение как в сфере задач 
оценки рисков для здоровья и управления ими, так 
и в экспериментальной токсикологии для выбора 
диапазона доз, в котором имеет смысл проведе-
ние тех или иных исследований. В частности, для 
экспериментального моделирования комбиниро-
ванной токсичности двух MeO-НЧ на клеточной 
культуре представляется наиболее целесообраз-
ным использовать такие концентрации каждого 
из них, которые при изолированном воздействии 
явно эффективны по используемому показателю, 
причём даже относительно небольшое увеличе-
ние концентрации заметно усиливает сдвиг этого 
показателя. 

Именно поэтому первым этапом нашего ис-
следования было экспериментальное и матема-
тическое моделирование однофакторных за-
висимостей доза-эффект по каждому из трёх 
использовавшихся показателей цитотоксичности. 
Как уже было указано выше, наиболее близкой 
аппроксимацией экспериментально найденной 
зависимости во всех случаях оказалась гипербо-
лическая функция. Это подтверждает ту хорошо 
известную общую закономерность, что хотя зави-
симость токсического эффекта от дозы и может 
казаться квази-линейной, но только в ограничен-

                                 (a)                                            (б)               

Рис. 2. Зависимость цитотоксического эффекта, оцененного по снижению дегидрогеназной активности (DHA) в МТТ-
тесте и выраженного в %% контрольного показателя (на оси ординат) от действующей концентрации (а) СuO-НЧ или  
(б) PbO–НЧ (на оси абсцисс в мкг/мл). Кривые – геометрическая интерпретация приведенных уравнений, точки – 
средние арифметические значения показателя эффекта с 95%-ными доверительными интервалами.
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ном диапазоне доз. В этом отношении, результа-
ты настоящего исследования в принципе совпа-
дают с результатами предыдущего, проведенного 
на клеточных культурах с NiO-НЧ и Mn3O4-НЧ 
[1]. Для сокращения объёма статьи мы иллюстри-
руем рассматриваемую аппроксимацию примера-
ми, относящимися только к оценке цитотоксич-
ности по снижению дегидрогеназной активности 
культуры клеток, измеренной в МТТ-тесте как 
для CuO-НЧ, так и для PbO-НЧ (рис. 2).

При одном и том же уровне экспозиции цито-
токсичность наночастиц PbO и CuO была коли-
чественно сопоставимой подобно тому, как это 
было ранее показано в отношении ряда неспец-
ифических показателей действия тех же наноча-
стиц in vivo [18].

Отметим, что не только тип рассматриваемой 
зависимости, но и эффективный дозовый диапа-
зон оказался фактически одним и тем же для трёх 
разных показателей эффекта. Это косвенно под-
тверждает, что несмотря на разные ближайшие 
биохимические и биофизические механизмы из-
менения этих показателей, все три отражают сте-
пень цитотоксичности. Вместе с тем, выявленный 
в этом диапазоне тип комбинированной цитоток-
сичности оказался отчасти зависящим от того, по 
какому показателю она оценивалась.

Действительно, как видно из изоболограмм, 
полученных с помощью методики построения 
поверхности отклика (рис. 3), этот тип фактиче-
ски один и тот же при оценке цитотоксическо-
го эффекта с помощью МТТ - теста и нормали-
зованного клеточного индекса (НКИ), в обоих 
случаях свидетельствуя об аддитивности одно-
направленного действия с некоторой тенденци-
ей к субаддитивности. Однако, судя по показа-
телю снижения люминесцентной активности, 
заключение о типе комбинированного действия 
изученных MeO-НЧ далеко не так однозначно. 
В этом случае субаддитивный тип однонаправ-
ленной комбинированной токсичности проя-
вился только при низших дозах обоих агентов, 
в то время как при более высоких дозах хотя бы 
одного из них мы видим разные варианты про-
тивонаправленного действия.

Необходимо подчеркнуть, что как в целом ря-
де экспериментов in vivo ( см. обобщения [4, 25]), 
так и в предыдущем исследовании на клеточных 
культурах [1] мы обосновали в качестве одной из 
парадигм теории комбинированной токсично-
сти именно неоднозначность её типологии для 
одной и той же пары токсикантов в зависимости, 
прежде всего, от оцениваемого эффекта, а так-
же от его уровня и от соотношения действую-
щих доз. Примеры такой неоднозначности пред-
ставлены на рис. 4 изоболограммами, которые 
были построены при анализе данных экспери-
ментов in vivo как раз с комбинацией [CuO-НЧ + 

PbO-НЧ], но в опубликованной по его результа-
там статье [19] не приводились. 

Из множества таких изоболограмм мы приве-
ли на рисунке 4 примеры только тех, которые 
по форме и наклону изобол схожи с типологией 
комбинированной цитотоксичности, выявлен-
ной на клеточной культуре (рис. 3). В частности, 
здесь видны: аддитивность однонаправленного 
действия на число тромбоцитов; некоторая тен-
денция к субаддитивности однонаправленного 
действия на общую двигательную активность 
крысы (судя по числу квадратов, пересечен-
ных за 3 мин); и характерная  зависимость типа 
комбинированной токсичности, оцененной по 
повышению концентрации мочевой кислоты в 
крови, от уровня эффекта и соотношения доз. В 
последнем случае она варьирует от антагониз-
ма (в виде субаддитивности однонаправленного 
или даже противонаправленности действия) до 
синергизма (супераддитивности).

Мы привели также одну из изоболограмм, по-
строенных по показателям цитологической ха-
рактеристики жидкости, полученной при брон-
хоальвеолярном лаваже через 24 часа после 
однократного интратрахеального введения тех 
же наносуспензий раздельно или в комбинации 
(рис. 4г). Конкретно речь идёт о показателе отно-
шения  числа нейтрофильных лейкоцитов к чис-
лу альвеолярных макрофагов (НЛ/AM), которое, 
как давно показано (начиная с [26]) хорошо кор-
релирует с цитотоксичностью различных частиц 
для макрофага in vitro. Поэтому интересно, что и 
по этому показателю комбинированное действие 
CuO-НЧ и PbO-НЧ in vivo оказалось явно адди-
тивным.

Таким образом, вариабельность типологии ком-
бинированного цитотоксического действия CuO-
НЧ и PbO-НЧ, выявленная in vitro, в целом схожа 
с её вариабельностью in vivo на системно-организ-
менном уровне. То же самое было показано нами 
и при сопоставлении  аналогичных эксперимен-
тальных моделей комбинированной токсичности  
NiO-НЧ и Mn3O4-НЧ [1]. Мы видим в этом новое 
подтверждение того, что неоднозначность ти-
па комбинированной токсичности действитель-
но может рассматриваться как парадигма общей 
токсикологической теории.

В том частном случае, который рассматри-
вается в настоящей статье, можно высказать 
также гипотезу, что совпадение типа комбини-
рованного действия in vitro по эффектам МТТ - 
теста и нормализованного клеточного индекса 
(НКИ) при отличии этого типа по эффекту сни-
жения интенсивности люминесцентного сигна-
ла не случайны, а связаны со схожестью или 
несхожестью механизмов развития этих эффек-
тов. Действительно, потеря дегидрогеназной 
активности, выявляемая в МТТ -тесте, отража-
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     (a)                                                  (б)                                                        (в)
 

               (a)                               (б)                           (в)                      (г)

Рис. 3. Изоболограммы, характеризующие комбинированное цитотоксическое действие наночастиц CuO-НЧ и PbO-НЧ на 
культуру фибробластов, оцениваемое по снижению: (a) интенсивности люминесцентного сигнала, (б) дегидрогеназной 
активности в МТТ-тесте и (в) нормализованного клеточного индекса. Числа на осях – концентрации соответствующих MeO-
НЧ в мкг/мл, числа на изоболах – уровни эффекта, которым соответствует данная изобола.

Рис. 4.  Изоболограммы, характеризующие комбинированное токсическое действие наночастиц CuO-НЧ и PbO-НЧ на 
крысу, оценивавшееся после повторных внутрибрюшинных инъекций по (a) увеличению числа тромбоцитов в крови (б) 
уменьшению числа квадратов, пересеченных за 3 мин; (в) увеличению концентрации мочевой кислоты в крови, а после 
однократной интратрахеальной инстилляции - (г) по увеличению отношения числа нейтрофильных лейкоцитов к числу 
альвеолярных макрофагов в жидкости бронхоальвеолярного лаважа. Числа на осях – дозы соответствующих MeO-НЧ в 
долях от максимальной использованной, числа на изоболах – уровни эффекта, которым соответствует данная изобола.

ет гибель клеток, но эта же самая гибель ведёт 
и к отлипанию клеток с поверхности электрода 
и тем самым к снижению показателя НКИ. В 
отличие от этого, интенсивность люминесцен-
ции клеточной культуры отражает содержание 
АТФ в жизнеспособных клетках, которое зави-
сит от процессов окислительного фосфорили-
рования. Последние же могут угнетаться в раз-
ной степени, а возможно, и усиливаться в части 
клеток культуры под активирующим влиянием 
продуктов разрушения других.

Заключение.
1. Вредные эффекты изолированного действия 

наночастиц PbO и CuO на культуру фибробла-
сто-подобных клеток, количественно оценен-
ные по трём разным показателям цитотоксич-
ности, находятся в однотипной зависимости от 
концентрации этих MеO-НЧ, причем в практи-

чески реальном диапазоне концентраций эта за-
висимость может быть ближе всего аппроксими-
рована гиперболической функцией. 

2. При одном и том же уровне экспозиции ци-
тотоксичность наночастиц PbO и CuO была ко-
личественно сопоставимой подобно тому, как это 
было ранее показано в отношении ряда неспец-
ифических показателей действия тех же наноча-
стиц in vivo. 

3. Типы комбинированной цитотоксичности 
изученных метало-оксидных наночастиц ва-
рьируют в зависимости от использованного по-
казателя эффекта, а для одного из них – также 
от дозового соотношения, и в этом отношении 
мы также видим подтверждение выводов, ранее 
обоснованных в экспериментах с другой парой 
метало-оксидных наночастиц, а именно NiO-НЧ 
и Mn3O4-НЧ.
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Isolated and combined damaging effects of PbO and CuO nanoparticles have been estimated on an 
established line of human fibroblasts using three different cytotoxicity indices based on reduction in: (a) the 
cellular dehydrogenase activity (MTT Assay), (b) the ATP content (Luminescent Cell Viability Assay), (c) 
the cellular proliferation, viability, spreading, and attachment to substrate evaluated integrally by continuous 
impedance-based measurement of the Normalized Cell Index. For all these indicators a clear dependence of 
cell damage on concentration of metal oxide nanoparticles has been demonstrated for both types of metal oxide 
nanoparticles, which is adequately described by the hyperbolic function, while at the same level of exposure the 
quantitative characteristics of cytotoxicity of PbO-NPs in comparison with CuO-NPs are similar. The latter was 
previously observed in the subchronic experiment on rats. The combined in vitro cytotoxicity of nanoparticles 
has been also described mathematically using the response surface construction methodology and found to be 
ambiguous, which is also consistent with the conclusions from the experiment on rats with the same nanoparticles.
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Введение. Хладон RL316 – (E)-1,4-дихлор- 
1,1,2,3,4,4-гексафторбутена-2 (далее – ДХГФ) по 
химической структуре относится к классу сме-
шанных непредельных галогенпроизводных угле-
водородов [1]. Структурная формула приведена на 
рисунке 1.

ДХГФ предназначен для использования в каче-
стве растворителя, теплоносителя, реагента при 
производстве перфторбутадиена. В  настоящее 
время известно, что смешанные галогенпроиз-
водные непредельных углеводородов являются 
высокотоксичными и опасными соединениями. 
Однако, токсичность ДХГФ не изучена. У ДХГФ 
известен еще один изомер, 2,3-дихлор-1,1,2,3,4,4-
гексафторбут-2-ен, который попал в сферу вни-
мания токсикологов как примесь в  галотане 
(фторотане) [2]. Описание токсического действия 
2,3-ДХГФ включает: поражение респираторно-

го тракта (раздражение легких, пневмония, отек 
легких), изменения в почечных канальцах, деге-
неративные изменения нейронов, хроматолиз, ги-
перкалемия и гипонатремия, образование гемор-
рагических зон в селезенке [3].

Тем не менее, имеющиеся в  литературе све-
дения о токсичности 2,3-ДХГФ трудно отнести 
к 1,4-ДХГФ, так как многие симптомы, в частно-
сти дистрофические изменения в легких, печени 
и мозге [4,5] обусловлены образованием трифто-
руксусной кислоты в ходе метаболизма [6,7], а об-
разование трифторуксусной кислоты из 1,4-ДХГФ 
невозможно, так как в  структуре отсутствует 
трифторметильная группа.

Токсическое действие фторуглеводородов зна-
чительно отличается в зависимости от структуры 
[7], так, фторэтилен не оказывают вообще токси-
ческого действия, в то время как перфторизобу-
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тилен – крайне токсичен. Замена атомов фтора на 
хлор значительно повышает токсичность.

Определение метаболитов ДХГФ плазме крови 
и моче лабораторных крыс, подвергавшихся инга-
ляционному воздействию ДХГФ в концентрации 
600 мг/м3, выполняли с использованием сочетания 
газовой и высокоэффективной жидкостной хро-
матографии.

Несмотря на то, что метаболизм галогениро-
ванных углеводородов изучен достаточно хорошо, 
в литературе содержится крайне мало информа-
ции о токсичности высших галогеналкенов с чис-
лом атомов углерода более трех. При этом пути их 
биоактивации могут значительно отличаться в за-
висимости от структуры и, соответственно, могут 
отличаться токсическое действие, канцероген-
ность, мутагенность и пр. Так, например, при пе-
реходе от гексахлоробутадиена к перфторпропи-
лену, токсические концентрации (в опытах in vitro) 
падают на два порядка [8].

Цель настоящего исследования – исследование 
путей химических превращений ДХГФ в организ-
ме при ингаляционном поступлении, разработ-
ка хроматомасс-спектрометрической методики 
определения ДХГФ в моче и крови, оценка воз-
можностей методики при мониторинге острого 
и подострого воздействия ДХГФ. Нецелевое мета-
болическое профилирование плазмы крови и мо-
чи [9] было проведено с целью выявления новых 
метаболических маркеров ингаляционного воз-
действия ДХГФ, а также получения новых сведе-
ний о возможном механизме его токсического дей-
ствия.

Материалы и методы исследования. Для оцен-
ки токсических свойств ДХГФ был проведен экс-
перимент с  однократным и  многократным экс-
понированием крыс-самцов ДХГФ. Однократное 
экспонирование ДХГФ было проведено в течение 
4-х часов при концентрации 600 мг/м3. При мно-
гократном ингаляционном эксперименте крысы 
подвергались воздействию ДХГФ в течение 30 су-
ток по 4 часа в день, кроме выходных дней, в кон-
центрациях: 84.4 ± 6.52 мг/м3 (1 группа подопыт-

ных крыс), 18.8 ± 0.6 мг/м3 (2 группа крыс) и 4.7 ± 
0.2 мг/м3 (3 группа крыс), 4 группа крыс служила 
контролем.

Эксперименты проводили на белых беспород-
ных крысах-самцах массой 180-230 г. Условия со-
держания экспериментальных животных соот-
ветствовали «Правила лабораторной практики 
в Российской Федерации (GLP)» (утв. Приказом 
Министерства здравоохранения Российской Фе-
дерации от 1 апреля 2016 г. 199n). Для получения 
плазмы кровь, отобранную после декапитации 
крыс в пробирки с ЭДТА-К3, центрифугировали 
15 мин при 4000 g.

Определение ДХГФ и его летучих метаболитов 
выполняли методом газовой хроматомасс-спек-
трометрии с твердофазной микроэкстрацией с ис-
пользованием газового хроматографа Agilent 7890 
с масс-спектрометром Agilent 5975. Газовый хро-
матограф оборудован высокополярной капилляр-
ной колонкой SP2560, 75 м х 180 мкм х 0.14 мкм. 
Концентрирование летучих органических соеди-
нений из равновесной паровой фазы проводили 
на микроволокно карбоксен/полидиметилсилок-
сан/дивинилбензол с толщиной пленки неподвиж-
ной фазы 50 мкм («серое»). Перед началом анали-
за проб волокно регенерировали в токе азота при 
200°С в течение 30 минут. 

Образцы плазмы крови каждой исследуемой 
группы крыс объединяли таким образом, чтобы 
полученный объем пулированного образца со-
ставлял 3 мл, и помещали в виалы для парофаз-
ного анализа объемом 10 мл с завинчивающимися 
крышками и тефлоновыми прокладками. Перед 
отбором паровой фазы проводили термостати-
рование проб в течение 10 минут при температу-
ре 40 °С. Затем в паровую фазу над пробой вводи-
ли микроволокно и проводили концентрирование 
летучих компонентов паровой фазы в  течение 
10 минут. По окончании периода сорбции волок-
но вводили в инжектор хроматографа и проводи-
ли термодесорбцию сконцентрированных соеди-
нений в хроматографическую колонку в течение 
1 минуты. Температурный режим термостата ко-
лонки: 2 минуты при температуре 40°С, затем 
подъем до 200°С со скоростью 5 °С/мин до 280 °С. 
Ионизация электронами с энергией 70 эВ. Темпе-
ратура источника ионов: 280°С. Температура ква-
друполя: 150°С. Температура интерфейса: 280°С. 
Масс-селективное детектирование в режиме мо-
ниторинга избранных ионов (SIM): m/z 147, 197 для 
ДХГФ и 63, 78 – 2-хлорпропан, 151 и 178 метаболи-
ты L-I и L-II.

Масс-спектр ионизации электронами ДХГФ: 69 
(10), 81 (3), 85 (8) [CF2Cl]+, 87 (3), 93 (37), 109 (8), 111 
(3), 112 (9), 131 (16), 147 (85) [M-CF2Cl]+, 149 (31), 162 
(6), 163 (25), 165 (16), 167 (3), 197 (100) [M-Cl]+, 198 (5), 
199 (37), 232 (7) [M]+, 234 (5) [M+2]+, 236 (0.7) [M+4].+

Определение нелетучих метаболитов ДХГФ 

Рис.1. Структурная формула ДХГФ
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методом высокоэффективной жидкостной хро-
матомасс-спектрометрии высокого разрешения, 
нецелевое метаболическое профилирование , 
и определение жирных кислот крови выполняли 
в соответствии с опубликованными ранее проце-
дурами [10-12]. 

Статистическую обработку полученных резуль-
татов осуществляли с помощью прикладного па-
кета программ «STATISTICA» (версия 6.0, StatSoft 
Inc, 2001) и  Microsoft Excel 2013 с  дополнением 
Multibase 2015. В случае трех и более выборок раз-
личия по анализируемым показателям оценива-
ли с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа (ANOVA) с последующим попарным ме-
жгрупповым сравнением величин по критерию 
Фишера. Для всех видов анализа статистически 
значимыми по сравнению с контролем считали 
значения с р < 0.05.

Результаты и обсуждение.
Количественное определение ДХГФ в плазме 

крови и моче
Для количественного определения ДХГФ в кро-

ви и мочи лабораторных животных была разрабо-
тана хроматомасс-спектрометрическая методика. 
Определение проводили с помощью твердофаз-
ной микроэкстрации из паровой фазы над образ-
цом и разделением компонентов на газовом хро-
матографе. 

Твердофазная микроэкстракция из паровой фа-
зы для извлечения ДХГФ позволяет использовать 
в качестве образцов кровь различного качества: 
цельную, плазму крови, сыворотку, разморожен-
ную и гемолизованную, что особенно актуально 
при определении причин отравления postmortem. 
Методика количественного анализа разработана 
при использовании плазмы крови и мочи в каче-
стве матрицы.

Пределы обнаружения ДХГФ в плазме крови 
и моче составили 5 нг/мл (5 ppb). Количественное 
определение выполняли методом относительной 
градуировки с  использованием 2-хлорпропана 
в качестве внутреннего стандарта. Такой предел 
обнаружения позволяет проводить определение 
ДХГФ при однократном воздействии 600 мг/м3, 
а также при многократных в диапазоне концен-
траций от 18.8 до 84.4 мг/м3.

Учитывая высокую летучесть и низкую темпе-
ратуру кипения (62 °С), наиболее очевидным спо-
собом подготовки проб для определения ДХГФ 
методом ГХ-МС, является твердофазная микро-
экстракция из паровой фазы. В ходе разработки 
методики нами были установлены оптимальные 
условия экстракции и хроматографического ана-
лиза.

Твердофазная микроэкстракция из паровой фа-
зы для извлечения ДХГФ позволяет использовать 
в качестве образцов кровь различного качества: 
цельную, плазму крови, сыворотку, разморожен-

ную и гемолизованную, что особенно актуально 
при определении причин отравления post mortem. 
Методика количественного анализа разработана 
при использовании плазмы крови и мочи в каче-
стве матрицы. В качестве внутреннего стандарта 
был использован 2-хлорпропан. Выбор обуслов-
лен его высокой летучестью и близкими параме-
трами хроматографического удерживания. Тем-
пература кипения составляет 35.7 °C.

Выбор оптимального типа микроволокна 
проводили с  использованием растворов ДХГФ 
и 2-хлорпропана в концетрации 30 нг/мл каждый. 
Установлено, что наилучшее извлечение ДХГФ из 
паровой фазы достигается при использовании во-
локна с тройным покрытием из дивинилбензола, 
карбоксена и полидиметилсилоксана. Наиболь-
шая степень извлечения достигается при темпера-
туре экстракции 35 °С и продолжительности экс-
тракции 5 минут. Стоит отметить, что извлечение 
внутреннего стандарта в данных условиях корре-
лировало с извлечением ДХГФ.

В результате, для химико-аналитического ис-
следования образцов крови и мочи крыс, подвер-
гавшихся острому ингаляционному воздействию 
ДХГФ, была разработана методика определения 
целевого соединения методом газовой хромато-
масс-спектрометрии с твердофазной микроэкс-
тракцией из равновесного пара. Достигнутые 
пределы обнаружения составили 5 нг/мл в крови 
и моче. Такой предел обнаружения позволяет про-
водить мониторинг ингаляционного воздействия 
ДХГФ на уровне 18.8 мг/м3.

Идентификация метаболитов ДХГФ в плаз-
ме крови и моче

В ходе выполнения работы нами были исследо-
ваны известные пути метаболизма фторхлорал-
кенов. К  основным процессам их превращений 
в организме относятся: т.н. «восстановительный 
путь», гидролиз и образование конъюгатов с глу-
татионом [13]. Известный окислительный путь ме-
таболизма в случае ДХГФ невозможен вследствие 
отсутствия связей С-Н в молекуле. Восстанови-
тельный путь детоксикации и биоактивации на-
чинается с замещения одного или двух галогенов 
атомами водорода в цитохромах [14]. Образующи-
еся галогеналкены могут в дальнейшем активиро-
ваться за счет образования аддуктов с глутатио-
ном в печени (рис. 6) [15]. Глутатионовые аддукты 
через несколько последовательных реакций обра-
зуют цистеиновые и ацетилцистеиновые аддукты 
в почках [16]. Многочисленные исследования ука-
зывают на то, что нефротоксичность и нефрокан-
церогенность галогеналкенов вызвана в основном 
за счет образования крайне реакционноспособ-
ных интермедиатов – тиокетенов, при воздействии 
-лиаз на цистеиновые аддукты [17]. Тиокетены – 

крайне электрофильные соединения, они легко 
вступают в реакции нуклеофильного присоеди-
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нения. В частности, способны образовывать ко-
валентные аддукты с протеинами и азотистыми 
основаниями ДНК, чем и обусловлена их мутаген-
ность и канцерогенность [17].

Образование лабильных тиолов, предшествен-
ников тиокетенов, было доказано при введении 
в реакцию in vitro специальных ловушек-нуклео-
филов [18]. 

Образование тиокетенов возможно при нали-
чии галогена в  -положении к тиольной группе, 
структура же ДХГФ не обладает такой особенно-
стью, поэтому образование тиокетенов из цистеи-
новых аддуктов ДХГФ без расщепления достаточ-
но прочной связи С-С невозможно (рис. 2). Однако 
образование предшественников тиокетенов было 
нами показано, так нам удалось выявить стабиль-
ный тиокетон XIII в моче и плазме крови.

Идентификацию метаболитов проводили тре-
мя различными способами: ГХ-МС паровой фазы, 
ГХ-МС экстрактов и ВЭЖХ-МС высокого разре-
шения. В паровой фазе обнаружено два метаболи-
та (рис. 3).

Масс-спектры метаболитов с использованием 
доступных баз данных идентифицировать не уда-
лось. Предположительные структуры приписаны 
на основании известных закономерностей фраг-
ментации и интерпретации масс-спектров элек-
тронного удара. Метаболит с массой 198 а.е.м., изо-
браженный на рисунке 3 справа (L-II), является 
продуктом восстановительного замещения атома 
хлора в CF2Cl группе. Путь образования метабо-
лита слева (L-I) предположить не удалось, однако, 
судя по структуре, он является продуктом восста-
новительного присоединения двух атомов фтора.

В таблице приведены приблизительные концен-
трации метаболитов L-I и L-II в образцах крови 

и мочи крыс после экспонирования концентра-
цией 600 мг/м3. Приблизительные концентрации 
метаболитов определены методом абсолютной 
градуировки с использованием ДХГФ в качестве 
внешнего стандарта.

В ходе эксперимента были отобраны образцы 
крови сразу после окончания экспонирования (0 ч) 
и через 24 часа, мочу собирали в течение 24 часов 
после экспонирования. Стоит отметить, что поте-
ри летучих соединений из мочи предотвращены не 
были, так как мочу собирали в открытые емкости.

Оценка возможных путей метаболизма ДХГФ 
на основании известных закономерностей позво-
лила нам предсказать структуры возможных ме-
таболитов. Нами были выявлены продукты ги-
дролиза ДХГФ: V и XIV (рис. 4).

Образование аддуктов ДХГФ с глутатионом мо-
жет проходить по различным путям. Нами вы-
явлено четыре различных направления (рис. 5): 
восстановительное присоединение глутатиона 
(GS-C4НF6Cl2), винильное или аллильное заме-
щение фтора (GS-C4F5Cl2 два возможных изоме-
ра), нуклеофильное замещения фтора или хлора 
в восстановленной форме ДХГФ (GS-C4Н2F5Cl2 
или GS-C4Н2F6Cl, соответственно).

Интересно отметить, что в ДХГФ не происходит 
очевидного замещения атома хлора под действием 
GS- в группе CF2Cl, то есть в невосстановленной 
форме не происходит аллильное замещение хло-
ра. Необычным является тот факт, что продукт 
аллильного замещения фтора выявлен в  моче 
крыс (X). Хотя хлор должен легче вступать в ре-
акции аллильного нуклеофильного замещения, 
некоторые исследования [19,20] показывают, что 
фтор также является подходящей уходящей груп-
пой в реакциях замещения глутатионом под дей-

Рис. 3. Предполагаемые структурные формулы метаболитов ДХГФ обнаруженных в паровой фазе

Рис. 2.  Схема образования тиолов, тиокетонов и тиокетенов из цистеиновых аддуктов
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ствием глутатион-S-трансферазы. 
Возможным объяснением может быть то, что 

этот продукт легче вступает в дальнейшие реак-
ции метаболизма и не накапливается в организме.

Ферментативный гидролиз аддуктов ДХГФ 
с глутатионом, а также некоторые их дальнейшие 
превращения показаны на рисунке 6.

Наиболее показательными метаболитами явля-
ются ацетилстеиновый аддукт VIII и метилсуль-
фид I. Обнаружение метаболитов, образующихся 
в ходе различных путей образования глутатионо-
вых аддуктов, позволяет нам сделать некоторые 
выводы, о соотношении различных путей срав-
нивая концентрации метаболитов. Так, соотноше-
ние XII/VIII/VII равно 34 к 17 к 1 в плазме 0 ч, и 11 
к 63 к 1 в моче. Следовательно, преобладающим 
путем образования аддуктов является винильное 
или аллильное замещения фтора, а также восста-
новительное присоединение глутатиона. Нуклео-
фильное замещение галогенов в восстановленной 
форме ДХГФ являются минорными процессами. 
Их накопление выявлено в моче, при этом VII вы-
водится из крови в течение 24 часов, а IV в плазме 
не обнаружен. Концентрация VIII, одного из наи-

более показательных метаболитов, в плазме пада-
ет в 20 раз за 24 часа.

Цистеиновый аддукт XI – основной. Несмотря 
на то, что XII основной ацетилцистеиновый ад-
дукт, выводится он быстрее, чем VIII и через 24 ч 
в плазме не обнаруживается.

Единственным глутатионовым аддуктом, кото-
рый был обнаружен в исходной форме, был аддукт 
X в моче, который является продуктом винильно-
го или аллильного замещения фтора в ДХГФ. 

Для выявления наиболее чувствительных био-
маркеров экспозиции ДХГФ было проведено ис-
следование образцов плазмы крови крыс, экспо-
нированных концентрациями ДХГФ на уровне от 
4.7 до 84.4 мг/м3. В результате, показано, что неме-
таболизированная форма ДХГФ была обнаруже-
на в плазме крови всех групп животных. Концен-
трации не превышают следового уровня, однако 
носят дозозависимый характер. Метаболит L-I 
был обнаружен только в группе подвергавшейся 
экспонированию высокой концентрацией ДХГФ.

Образцы плазмы крови крыс были исследованы 
методом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии в сочетании с масс-спектрометрией вы-

Рис. 4. Схема образования кетона и кислоты при гидролизе ДХГФ

Рис. 5. Схема образования аддуктов ДХГФ с глутатионом

Таблица 

Результаты определения концентрации ДХГФ и его метаболитов методом ГХ-МС с твердофазной 
микроэкстракцией

Соединение
Концентрация соединений после экспонирования ДХГФ в концентрации 600 мг/м3

Плазма крови 0 ч Плазма крови 24 ч Моча 24 ч

ДХГФ 30 нг/мл 0 3 нг/мл

Метаболит L-I 1091 нг/мл 86 нг/мл 541 нг/мл

Метаболит L-II 1353 нг/мл 17 нг/мл 253 нг/мл
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Рис. 6. Схема деградации различных аддуктов ДХГФ с глутатионом. Показаны различные обнаруженные метаболиты

сокого разрешения. Поиск и идентификация мета-
болитов были выполнены на основании данных, 
полученных в ходе исследования образцов после 
острой интоксикации. 

Таким образом были выявлены цистеиновые 
и ацетилцистеиновые аддукты ДХГФ в плазме 
крови крыс группы 1, экспонированных ДХГФ 
в концентрации 84.4 мг/м3, единственным метабо-
литом ДХГФ, выявленным в группе 2 (18.8 мг/м3), 
является тиокетон XIII. Наиболее чувствитель-
ным биомаркером экспозиции ДХГФ является его 
неметаболизированная форма. Тем не менее, ско-
рее всего этот факт связан с использованием чув-
ствительной методики целевого анализа для опре-
деления ДХГФ.

Использование сочетания ГХ-МС паровой фазы 
с твердофазной микроэкстракцией и ВЭЖХ-МС 
высокого разрешения позволяет выявлять в плаз-
ме крови два биомаркера экспозиции ДХГФ кон-
центрациями до 18.8 мг/м3.

Рассмотрим далее возможность обоснования 
целевого списка биомаркеров экспозиции экс-
траполированного для биомониторинга воздей-
ствия ДХГФ на человека. Все обнаруженные ме-
таболиты ДХГФ в крови являются продуктами 
образования и последующей деградации аддук-
тов ДХГФ с глутатионом. Реакция присоедине-
ния или замещения глутатиона к ДХГФ катали-
зируется глутатион S-трансферазами (GST, КФ 
2.5.1.18), которые представляют собой целое се-
мейство ферментов играющих ключевую роль 
в обезвреживании ксенобиотиков. Образование 
аддуктов происходит в основном внутри клеток 
печени и почек [21], так как концентрация глута-
тиона в плазме крови составляет всего 2-20 мкМ 
в то время как, концентрация внутриклеточного 
глутатиона составляет 3-4 мМ [22], причем 85-90 
% сосредоточено в цитозоле, а оставшиеся 10-15 
% в митохондриях и пероксисомах. После образо-
вания, аддукты выводятся из клеток с использова-
нием активного транспорта [23] и затем, под вли-
янием гамма-глутамилтрансферазы (КФ 2.3.2.2), 
от аддуктов отщепляется остаток глутаминовой 

кислоты. Продуктами первой стадии гидролиза 
являются цистеилглициновые аддукты. Дальней-
ший гидролиз аддуктов катализируется дипепти-
дазой (КФ 3.4.13.19), что приводит к цистеиновым 
аддуктам, которые в дальнейшем могут либо аци-
лироваться под действием специфичных к цистеи-
новым аддуктам ацетилтрансфераз (КФ 2.3.1.80), 
либо расщепляться по связи C-S в цистеине под 
действием -лиаз (КФ 4.4.1.13) в почках с образо-
ванием тиолов или других реакционноспособных 
соединений [24]. Именно ацетилцистеиновые ад-
дукты зачастую используют в качестве маркеров 
образования исходных аддуктов ксенобиотиков 
с глутатионом [22].

Межвидовые различия в активностях GST или 
ферментов, которые катализируют гидролиз ад-
дуктов с глутатионом могут определять видовую 
чувствительность к токсическому действию ксе-
нобиотиков. Оценка таких различий необходи-
ма для повышения точности экстраполяции при 
гигиеническом регламентировании, а также для 
создания физиологически обоснованных фарма-
ко- и токсикокинетических моделей. Сравнение 
активности GST между человеком и крысами про-
водилось неоднократно, однако есть основания по-
лагать, что межвидовая чувствительность может 
отличаться по отношению к различным химиче-
ским веществам. Например, в работе [25] проведе-
но межвидовое сравнение активности GST по от-
ношению к йодистому метилу: активность GST по 
образованию аддуктов с CH3I в печени крыс и че-
ловека оказалась сравнимой (40 и 47 нмоль/мин/мг 
гомогената), а у кроликов значительно меньше (10 
нмоль/мин/мг гомогената). В почках разница в ак-
тивности GST была приблизительно схожей: 15.0, 
11.8 и 4.38 нмоль/мин/мг гомогената у крысы, чело-
века и кролика, соответственно [22]. 

Наиболее близким по структуре к ДХГФ соеди-
нением для которого удалось обнаржить резуль-
таты межвидового сравнения активности GST это 
гексахлобутадиен-1,3. Этот полихлорированный 
углеводород так же содержит в своей структуре 
четыре атома углерода, связи С=С и Csp2-Cl, по-
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этому можно сделать предположение о близкой 
субстратной специфичности рассматриваемых 
ферментов.

В отличие от CH3I, конъюгация гексахлор-
бутадиена-1,3 с  глутатионом в микросомальной 
фракции печени крыс была в 5 раз более интен-
сивной чем у человека [24]. При этом константа 
связывания была в 1.3 раза выше у крысы. Мета-
болизм цистеинового аддукта почечными -лиа-
зами был приблизительно в 23 раза менее интен-
сивным у человека, чем у крысы. Аналогичным 
образом отличались активности ацилазы в поч-
ках: 7.36 нмоль/мин/мг гомогената у крыс, против 
0.1 нмоль/мин/мг гомогената у человека. В то же 
время, активность ацетилтрансфераз в  почках 
крыс и человека отличалась значительно меньше 
и составила 144.9 и 40.8 нмоль/мин/мг гомогената, 
соответственно.

Таким образом, при биомониторинге воздей-
ствия ДХГФ на человека стоит в первую очередь 
в качестве целевых биомаркеров экспозиции рас-
сматривать:

-  Ц ис теи новые а дд у кты: 1-ц ис теи-
нил-1,2,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутен-2 или его 
возможный изомер  – 2-цистеинил-1,1,3,4,4-пен-
тафтор-1,4-дихлорбутен-2.

- Ацетилцистеиновые аддукты: 1-(N-а-
ц е т и л ц и с т е и н и л ) - 1 , 2 , 3 , 4 , 4 - п е н т а ф -
тор-1,4-дихлорбутен-2 или его возможный 
изомер  – 2-(N-ацетилцистеинил)-1,1,3,4,4-пен-
тафтор-1,4-дихлорбутен-2, 1-(N-ацетилцистеи-
нил)-1,2,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутан, 1-(N-а-
цетилцистеинил)-1,1,2,3,4,4-гексафтор-1,4-дихлор-
бутан.

Так как активность почечных -лиаз бы-
ла приблизительно в  23 раза меньше у  чело-
века [24], то можно не рассматривать продук-
ты расщепления цистеиновых аддуктов по 
связи C-S в качестве целевых биомаркеров экс-
позиции при биомониторинге воздействия 
ДХГФ на человека. К данному классу соединений 
относятся, обнаруженные в крови крыс – 4-метил-
сульфил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2, 4-ме-
тилсульфинил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2 
и 1,1,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутантион-2, кото-
рый оказался наиболее чувствительным биомар-
кером экспозиции ДХГФ у крыс.

Механизм образования легколетучих метаболи-
тов ДХГФ, продуктов восстановительного заме-
щения атомов хлора: 1-хлор-1,1,2,3,3,4,4,4-октаф-
торбутан и 1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2 не 
был установлен, поэтому не удалось сделать пред-
положение о возможности их обнаружения в кро-
ви человека после воздействия ДХГФ.

Нецелевое метаболическое профилирование
Для выявления метаболических маркеров инга-

ляционного воздействия ДХГФ на организм нами 
было проведено нецелевое метаболическое про-

филирование образцов плазмы крови, подвергав-
шихся острому и подострому воздействию ДХГФ.

Для выявления биомаркеров эффекта ДХГФ при 
ингаляционном воздействии на организм, нами бы-
ло проведено нецелевое метаболическое профили-
рование образцов плазмы крови, подвергавшихся 
острому и подострому воздействию ДХГФ.

Для выявления возможных биомаркеров эф-
фекта низких концентраций ДХГФ нами был 
оценена статистическая значимость отношений 
концентраций различных соединений, в частно-
сти показано, что отношение концентраций ино-
зитолфосфат/инозитол дозозависимо изменяется. 
Однако значительное стандартное отклонение не 
позволяет говорить о достаточной статистической 
значимости ни в одной группе.

Отношение концентраций гулоновой кислоты 
и инозитолфосфата (рис. 7) оказывается доста-
точно чувствительным биомаркером эффекта 
концентрации ДХГФ 18.8 мг/м3, а также, в первые 
часы после воздействия концентрации 600 мг/м3. 
Однако после 24 часов или при меньших концен-
трациях и многократном экспонировании, выяв-
ленный маркер не носит статистически значимого 
характера (p = 0.18).

Сочетание определения биомаркеров экспози-
ции  – ДХГФ и  1,4-дихлор-1,1,3,4,4-бутантиона-2 
в крови с определением биомаркеров эффекта – 
отношением концентраций гулоновой кислоты 
и инозитолфосфата позволит более точно оцени-
вать полученную дозу или уровень воздействия 
ДХГФ на организм людей, контактирующих 
с ним.

Заключение. Использование нецелевых ме-
тодов метаболического профилирования по-
зволило получить новые знания о метаболизме 
и механизмах действия не изученных ранее хи-
мических соединений. К таким соединениям от-
носятся хладон RL 316 (1,4-дихлор-1,1,2,3,4,4-гек-
сафторбутена-2, ДХГФ) и  гидроксиламин. При 
экспериментальном моделировании интоксика-
ции ДХГФ в образцах крови и мочи крыс обна-
ружены и идентифицированы два летучих мета-
болита, продукта восстановительного замещения 
атомов хлора: 1-хлор-1,1,2,3,3,4,4,4-октафторбутан 
и 1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2. Всего в ре-
зультате исследований выявлено и идентифициро-
вано 15  различных ранее неизвестных метаболитов. 
Установлено, что основным путем превращений 
ДХГФ в организме является образование аддук-
тов с глутатионом и их дальнейшая деградация до 
цистеиновых и ацетилцистеиновых аддуктов. Так-
же, среди продуктов распада аддуктов выявлены 
4-метилсульфил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбу-
тен-2, 4-метилсульфинил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексаф-
тор-бутен-2 и — 1,1,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлор-
бутантион-2, который оказался наиболее 
чувствительным маркером у крыс. Показано, что 
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при поступлении ДХГФ в организм не происходит 
его биоактивация с образованием лабильных ти-
окетенов, которые являются основной причиной 
мутагенного и канцерогенного действия некото-
рых галогенуглеводородов.

Для обоснования экстраполированного списка 
биомаркеров экспозиции для биомониторинга 
воздействия ДХГФ на человека были использо-
ваны результаты сравнения активностей глута-
тион S-трансфераз, -лиаз, дипептидаз и ацетил-
трансфераз печени и почек крысы и человека по 
отношению к гексахлорбутадиену-1,3, который 
обладает достаточно близкой структурой к ДХ-
ГФ. Конъюгация гексахлорбутадиена-1,3 с глута-
тионом в микросомальной фракции печени крыс 
была в 5 раз более интенсивной чем у челове-
ка, в то время как метаболизм цистеинового ад-
дукта почечными -лиазами был приблизитель-
но в 23 раза менее интенсивным у человека, чем 
у крысы. Активность ацетилтрансфераз в поч-
ках крыс и  человека отличалась значительно 
меньше: в 3.5 раза больше у крыс. Таким обра-
зом, при биомониторинге воздействия ДХГФ на 
человека стоит в первую очередь в качестве це-
левых биомаркеров экспозиции рассматривать 
следующие соединения.

-  Ц ис теи новые а дд у кты: 1-ц ис теи-
нил-1,2,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутен-2 или его 
возможный изомер  – 2-цистеинил-1,1,3,4,4-пен-
тафтор-1,4-дихлорбутен-2.

- Ацетилцистеиновые аддукты: 1-(N-а-
ц е т и л ц и с т е и н и л ) - 1 , 2 , 3 , 4 , 4 - п е н т а ф -
тор-1,4-дихлорбутен-2 или его возможный 
изомер  – 2-(N-ацетилцистеинил)-1,1,3,4,4-пен-
тафтор-1,4-дихлорбутен-2, 1-(N-ацетил-цистеи-
нил)-1,2,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутан, 1-(N-а-
цетилцистеинил)-1,1,2,3,4,4-гексафтор-1,4-дихлор-
бутан.

Так как активность почечных β-лиаз была при-
близительно в  23 раза меньше у  человека, то 
можно не рассматривать продукты расщепления 
цистеиновых аддуктов по связи C-S в  качестве 
целевых биомаркеров экспозиции при биомони-
торинге воздействия ДХГФ на человека: 4-ме-
тилсульфил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбутен-2, 
4-метилсульфинил-1-хлор-1,1,2,3,4,4-гексафторбу-
тен-2 и 1,1,3,4,4-пентафтор-1,4-дихлорбутантион-2.
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IDENTIFICATION OF BIOMARKERS OF EXPOSURE AND EFFECT OF 
1,4-DICHLOROHEXAFLUOROBUTENE-2

Research Institute of Hygiene, Occupational Pathology and Human Ecology, Federal Medical and Biological Agency, 188663, 
Leningrad region, Kuzmolovsky, Russian Federation

Using gas and high-performance liquid chromatography with mass-selective detection (GC/MS and HPLC/MS, 
respectively), the metabolism of previously unstudied freon RL316 (1,4-dichloro-1,1,2,3,4,4-hexafluorobutene-2, 
hereinafter – DCHF) has been investigated. Two volatile metabolites, which are products of reductive replacement 
of chlorine atoms: 1-chloro-1,1,2,3,3,4,4,4-octafluorobutane and 1-chloro-1,1,2,3,4,4-hexafluorobutene-2, have 
been detected and identified in the blood and urine samples of rats. In total 15 different previously unknown 
metabolites have been revealed and identified. The main direction of metabolism of DCHF is the formation of 
adducts with glutathione and their further degradation to cysteine and acetylcysteine adducts. Among all metabolites 
4-methylsulfyl-1-chloro-1,1,2,3,4,4-hexafluorobutene-2, 4-methylsulfynyl-1-chloro-1,1,2,3,4,4-hexafluorobutene-2 
and 1,1,3,4,4-pentafluoro-1,4-dichlorobutanethion-2 were found to be the most sensitive biomarkers. The intake 
of DCHF in the body does not lead to its bioactivation with the formation of labile thioketenes which are the main 
cause of mutagenic and carcinogenic effects of some halocarbons.

Metabolic profiling of blood plasma revealed potential metabolic markers of exposure to DCHF at a concentration 
of 18,8 mg/m3: the ratio of concentrations of gulonic acid and myo-inositol phosphate. The combination of the 
determination of the chemical markers – nonmetabolic forms of DCHF and 1,4-dichloro-1,1,3,4,4-butanthione-2 
with the definition of discovered metabolic markers allows to estimate more accurately the dose or level of exposure 
of DCHF on the body of people in contact with it.

Keywords: 1,4-dichloro-1,1,2,3,4,4-hexafluorobutene-2, freon RL316, blood, urine, chromatography/mass 
spectrometry.
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Введение. На сегодняшний день наиболее эф-
фективными препаратами, применяемыми для 
купирования острого болевого синдрома, явля-
ются опиоидные анальгетики [1,2,3]. Однако их 
применение сопряжено с возникновением ряда 
нежелательных эффектов, в первую очередь ре-
спираторной депрессии, а также наркотической 
зависимости и толерантности к обезболивающе-
му действию, характерных для мю- и дельта-опи-
оидных агонистов [4,5,6,7,8].

Перспективным направлением поиска веществ 
с высокой анальгетической активностью, лишен-
ных побочных эффектов, присущих опиатам, яв-
ляется разработка новых анальгетиков на основе 
агонистов каппа-опиоидных рецепторов [9, 10, 11]. 
В отличие от мю-опиоидов, они не вызывают на-
рушений дыхания, а также явлений физической 
и психической зависимости, что обусловлено раз-
личной локализацией подтипов опиоидных ре-
цепторов в мозге [9, 12], и может в значительной 
мере повысить эффективность и безопасность 
обезболивающей терапии.

В настоящее время синтезировано большое ко-
личество селективных агонистов к-опиоидных ре-
цепторов, в частности кетоциклазоцин, U-50,488, 
U-69593, спирадолин и  др. [13,14,15,16,17,18,19]. 
Показано, что данные соединения существенно 
повышают порог болевой чувствительности и, 
в отличие от других опиатов, не влияют на респи-
раторную функцию [14, 9]. Наиболее селектив-
ными агонистами каппа-опиоидных рецепторов, 
к числу которых относится GR 89,696 (далее GR), 
являются производные арилацетамидов [16, 20], 
что позволяет рассматривать их в качестве пер-
спективного класса соединений для разработки 
на их основе новых обезболивающих препаратов. 
Проблемы при применении каппа-агонистов мо-
гут быть связаны с развитием дисфории, седации 
и галлюцинаций [21,22,23,24].

Учитывая вышеуказанное, цель исследования 
состояла в изучении анальгетической активно-
сти и  безопасности субстанции производного 
арилацетамида GR с установленной каппа-рецеп-
торной агонистической активностью.
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Материалы и методы исследования. Экспери-
менты выполнены на 120 беспородных белых 
крысах-самцах массой 180-220 г, полученных из 
питомника РАН «Рапполово». Животных содер-
жали в условиях вивария на стандартном раци-
оне. До начала экспериментов они находились 
в карантине от 14 до 30 сут [25]. Все манипуляции 
проводили в соответствии с правилами и принци-
пами гуманного обращения с животными.

Экспериментальные исследования проводили 
с использованием водного раствора GR. Струк-
турная формула соединения представлена на ри-
сунке 1.

Рис. 1. Структурная формула GR 89,696

Растворы соединения вводили крысам одно-
кратно внутримышечно (в/м) из расчета 0,1 мл на 
100 г массы тела в диапазонах доз 2-2000 мкг/кг. 
Животным контрольных групп в/м вводили рас-
творитель (вода для инъекций) в аналогичном 
объеме.

Исследование обезболивающих свойств соеди-
нения GR проводили, применяя тест горячей пла-
стины (hot plate) [25]. В ходе тестирования реги-
стрировали латентный период болевой реак ции 
в виде облизывания задних лап, а также элемен-
ты поведения животных (болевые, нормальное 
поведение, обездвиживание). Критерием аналь-
гетического эффекта считали статистически 
значимое увеличение латентного периода реак-
ции после введения исследуемого вещества, кри-
терием полной анальгезии – увеличение ЛП бо-
лее 120 с.

В качестве основных побочных эффектов 
применения GR рассматривали развитие у  ла-
бораторных животных седативного эффекта 
и нарушений координации движений. Развитие 
седативного действия регистрировали на осно-
вании изменения параметров теста открытое по-
ле [25,26], полученных при автоматизированной 
регистрации поведения с помощью программы 
Noldus Ethovision ХТ 11 (Установка «Открытое 
поле», круглое (НПК Открытая Наука, Россия)). 

В качестве основного параметра, по изменению 
которого оценивали влияние GR на двигатель-
ную активность животных, рассматривали прой-
денную дистанцию.

Оценку координации движений крыс прово-
дили с  помощью теста Rota-Rod [27]. При вы-
полнении тестирования регистрировали время 
пробежки и количество попыток, совершенных 
животными. Критерием прохождения теста слу-
жило время пробежки не менее 80 с вне зависи-
мости от количества попыток (но не более 3-х). 
Определяли также долю животных в  группе, 
у которых при введении им соединения в приме-
няемой дозе развивалось нарушение координа-
ции движений. На основании полученных дан-
ных рассчитывали среднюю токсическую дозу 
GR по эффекту атаксии.

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили с  использованием методов 
параметрической и  непараметрической стати-
стики. Различия по сравнению с контролем счи-
тали статистически значимыми при р<0,05 [28, 
29]. Средние эффективные (ЕД50), токсические 
(ТД50) и другие расчётные дозы определяли ме-
тодом пробит-анализа по Финни с вычислением 
стандартной ошибки среднего (SEM).

Результаты и обсуждение.
Исследование анальгетической активности
Результаты исследования анальгетической ак-

тивности GR в тесте горячей пластины (hot plate) 
представлены в таблице 1. Тестирование живот-
ных осуществляли через 15 мин после введения 
образца, принимая во внимание тот факт, что 
анальгетический эффект достигает своего мак-
симального значения в период 15-30 мин.

Пороговый анальгетический эффект наблюда-
ли при введении образца GR в дозе 16 мкг/кг, при 
этом латентный период болевой реакции воз-
растал в 2 раза. При увеличении дозы отмечали 
дозозависимое повышение ЛП вплоть до 120 с. 
Средняя эффективная доза по эффекту полной 
анальгезии в тесте горячей пластины составила 
168±82 мкг/кг.

Наряду с  определением латентного перио-
да болевой реакции у животных регистрирова-
ли различные элементы поведения, в частности, 
болевые элементы, нормальное поведение и обе-
здвиживание (рис.2).

У животных контрольной группы при их поме-
щении на горячую пластинку отмечали преобла-
дание болевых реакций (более 60 %), сохранение 
элементов нормального (исследовательского) по-
ведения (около 30 %) и малую выраженность аль-
тернативного поведения (обездвиживание).

При введении GR возникновение анальгетиче-
ского эффекта сопровождалось изменением со-
отношения между болевыми и альтернативными 
паттернами поведения, при этом статистически 
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значимое уменьшение выраженности нормаль-
ного поведения отмечали только после введения 
образца в максимальной анальгетической дозе 
2000 мкг/кг.

При рассмотрении влияния образца на соотно-
шение паттернов поведения в тесте отмечали, что 
введение GR в диапазоне доз 20-400 мкг/кг приво-
дило к значительному снижению выраженности 
болевого поведения (около 10 % в структуре всех 
двигательных актов), при этом значительно воз-
растала доля альтернативного поведения, а доля 
паттернов нормального поведения сохранялась 
на уровне контрольных значений (40-50 %).

Таким образом, показано, что введение образца 
в дозах до 2000 мкг/кг не сопровождается полным 
угнетением нормального поведения.

Изучение побочных эффектов
Поскольку большинство клинических иссле-

дований к-опиоидных агонистов были приоста-
новлены из-за развития дисфории и седации [21, 
22, 23, 24], в качестве основных побочных эффек-
тов GR у лабораторных животных рассматрива-
ли развитие седативного эффекта и нарушений 
координации движений.

Седативный эффект образца GR оценивали 
с помощью теста открытое поле с автоматизи-
рованной регистрацией поведения. В  качестве 
основного параметра, по изменению которого 
оценивали влияние соединения на двигательную 

активность животных, рассматривали пройден-
ную дистанцию. При проведении экспериментов 
также регистрировали среднюю скорость, сум-
марное время и частоту пребывания в зонах, дли-
тельность движений и остановок – параметры, 
которые характеризуют двигательную актив-
ность грызунов.

Динамика показателя «пройденная дистанция» 
при введении GR в различных дозах представле-
на на рисунке 3.

При введении GR у животных отмечали сни-
жение двигательной активности, которое со-
провождалось дозозависимым уменьшением 
пройденной дистанции. Статистически значи-
мое снижение данного показателя по сравне-
нию с контролем отмечали при введении образца 
в дозе 10 мкг/кг и более. При введении GR в дозе 
100 мкг/кг пройденная дистанция в открытом по-
ле была более чем в 6 раз меньше, чем в группе 
контроля. Снижение общей подвижности крыс 
в данном тесте, очевидно, является следствием 
повышения уровня их стрессированности или 
тревожности. Однако для детального изучения 
влияния соединения на тревожность целесоо-
бразно проведение других тестов, таких как при-
поднятый крестообразный лабиринт, многопара-
метровый тест и пр. [25].

Влияние GR на координацию движений оце-
нивали с помощью теста Rota-Rod. Для расче-

Таблица 1
Анальгетическая активность GR в тесте горячей пластины через 15 мин после внутримышечного 

введения образца крысам в различных дозах (Mean±SD, n=4)

Доза, мкг/кг Латентный период, с

контроль 13,9±1,1

2 14,8±1,8

8 20,8±3,0

16 31,3±1,6*

20 80,0±17,8*

100 58,8±21,8

200 85,0±20,6*

400 97,5±22,5*

2000 ˃120*

Примечание: * – различия по сравнению с контролем статистически значимы при р<0,05
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Рис. 2 . Дозозависимое влияние GR 89,696 на соотношение паттернов поведения в тесте горячей пластины через 
15 мин после внутримышечного введения крысам

Рис. 3. Динамика показателя «пройденная дистанция» через 30 мин после внутримышечного введения GR 89,696 
в диапазоне доз

та эффективной дозы по эффекту атаксии вве-
дение образца осуществляли в  диапазоне доз 
1-10 мкг/кг. Регистрировали количество попыток 
(не более 3-х) и длительность удерживания на ст-
режне через различное время после введения. 
Определяли долю животных в группе, у которых 
при введении образца в исследуемой дозе разви-
валось нарушение координации движений. Полу-
ченные экспериментальные данные представле-
ны в таблице 2.

При в/м введении GR в диапазоне доз 1-10 мкг/кг 
отмечали дозозависимое изменение доли живот-
ных с нарушениями координации движений. Уве-
личение дозы приводило к более выраженным 

нарушениям локомоторной активности, что 
проявлялось в увеличении количества попыток 
и снижении времени побежки на вращающемся 
стержне. При введении GR в дозе 10 мкг/кг об-
разец вызывал нарушения у большинства живот-
ных в группе (83±17 %). Время развития атаксии 
составило в среднем 30 мин, длительность эф-
фекта – 60 мин.

На основании полученных данных была рас-
считана средняя токсическая доза GR по раз-
витию эффекта атаксии, которая составила 
3,4±1,3 мкг/кг.

В экспериментах на лабораторных животных 
исследовали признаки интоксикации GR. Уста-
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Таблица 2
Локомоторная активность крыс в тесте RotaRod при внутримышечном введении GR в различных 

дозах (Mean±SD, n=6)

Доза GR, 
мкг/кг

Максимальное 
количество 

попыток

Минимальное 
время побежки, 

с

Начало 
действия, мин

Окончание 
действия, мин

Доля животных 
с нарушениями 

локомоторной активности, 
%

1 1,8±1,0 112±20 30,0 45,0 17±17

5 2,7±0,8 47±58 33,8±7,5 105±17 67±21

10 3,0±0,0 39±36 33,0±6,7 84±13 83±17

новлено, что в диапазоне доз 0,01-100 мг/кг об-
разец вызывал последовательное развитие за-
мирания и адинамии, при этом у животных не 
отмечали нарушений дыхания и сердечной де-
ятельности. Действие GR в больших дозах ха-
рактеризовалось гипотермией, выраженной 
гиподинамией, ослаблением рефлекса перево-
рачивания, значительным увеличением диуре-
за. После введения образца в дозе 500 мг/кг не 
отмечали развития бокового положения и гибе-
ли животных.

Установленные признаки фармакологическо-
го действия GR, такие как седация, отсутствие 
кататонии и обездвиживания, характерные для 
опиатных анальгетиков, гипотония мышц, уме-
ренная гипотермия на фоне сохранения двига-
тельной активности, отсутствие угнетения ды-
хания, брадикардии, градуальное увеличение 
анальгетического эффекта с увеличением дозы, 
увеличения диуреза позволили отнести образец 
к избирательным агонистам каппа-рецепторов.

Тем не менее, фактор безопасности, представ-
ляющий собой отношение средней токсической 
дозы к средней эффективной дозе, составил ме-
нее 0,02 (при расчете использовали среднюю ток-
сическую дозу по развитию нарушений коорди-
нации движений).

Таким образом, полученные результаты иссле-
дования позволяют рассматривать GR в  каче-
стве обезболивающего средства, однако для то-
го, чтобы сделать заключение о возможности его 
практического использования необходимо даль-
нейшее детальное изучение побочных эффектов 
соединения.

Выводы.
1. Средняя эффективная доза образца GR 89,696 

по эффекту анальгезии в тесте горячей пласти-
ны составила 168±82 мкг/кг.

2. Терапевтический индекс GR 89,696 составля-
ет более 2900.

3. Фактор безопасности GR 89,696 составляет 
менее 0,020.
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The analgesic activity and side effects of arylacetamide derivative GR 89,696 have been studied. It has been 
shown that the occurrence of analgesic effect is accompanied by a change in the ratio between pain and alternative 
patterns of behavior, while the decrease in the severity of normal behavior is observed only after the introduction 
of the sample at a maximum analgesic dose of 2000 µg/kg. The consistent developments of fading, adynamia, 
weakening of the flip reflex, a significant increase in diuresis are the side effects of intramuscular administration 
of the sample in the dose range of 1-100 µg/kg. Negative influence of the sample on respiratory and cardiovascular 
functions of animals has not been revealed. Therapeutic index (more than 2900) and safety factor (less than 0.02) 
calculated on the basis of the obtained data allow to consider GR 89,696 as a potential anesthetic, however, to 
establish the possibility of its practical use a more detailed study of the side effects of the compound is necessary.
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Введение. Химические вещества, содержа-
щие в своей структуре пиримидиновое коль-
цо, часто встречаются в природе и участвуют в 
биологических процессах (в частности, урацил, 
тимин, цитозин, группа витамина В1) [1]. Синте-
тические соединения, имеющие в составе пири-

мидиновое кольцо, представляют собой группу 
химических веществ с большим разнообразием 
фармакологических свойств. Заслуга в осново-
полагающем изучении производных пирими-
дина и, особенно, метилурацила принадлежит 
Н. В. Лазареву [2]. Метилурацил ускоряет про-
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В статье представлены данные об экспериментальном изучении гепатопротекторной актив-
ности производных пиримидина (5-амино-6-метилурацил, 5-метиламино-6-метилурацил, 
1,3,6-триметил-2,4-диоксо-1,2,3,4-тетрагидропиримидин-5-ила N-фталилвалинат, 5-пипе-

ридинометил-6-метилурацил, 3-морфолинометил-5-нитро-6-метилурацил) при инкубации ге-
патоцитов мыши МН-22а, затравленных тетрахлорметаном. Для определения жизнеспособно-
сти клеток использовали МТТ-тест. Положительным контролем были клетки, затравленные 
только тетрахлорметаном (100 мМ, 1%ДМСО). Среди соединений, исследованных в настоящем 
эксперименте, наибольшей эффективностью для выживания клеток печени в условиях затрав-
ки тетрахлорметаном обладали 5-амино-6-метилурацил (400 мкМ) и 3-морфолинометил-5-ни-
тро-6-метилурацил (50  мкМ). Повышение выживаемости клеток (относительно значений в 
группе положительного контроля) в условиях затравки тетрахлорметаном и лечения этими 
препаратами составило: 5-амино-6-метилурацил – до 27,5% (p <0,05), 3-морфолинометил-5-ни-
тро-6-метилурацил – до 22,42% (р <0,05).  5-метиламино-6-метилурацил и 1,3,6-триметил-2,4-ди-
оксо-1,2,3,4-тетрагидропиримидин-5-ила N-фталилвалинат имеют низкую токсичность, но не 
проявили антиоксидантных свойств. 5-пиперидинометил-6-метилурацил (400 мкМ) проявил вы-
сокую токсичность (30,04±0,90%; р <0,05) и выживаемость обработанных им клеток при затрав-
ке тетрахлорметаном оказалась ниже или равна значениям положительного контроля, что не 
позволяет применять его в качестве антиоксиданта. 
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цессы клеточной регенерации, ускоряет зажив-
ление ран, стимулирует клеточные и тканевые 
факторы защиты, стимулирует лейко- и эри-
тропоэз [1]. Оксиметилурацил всесторонне был 
изучен коллективом ученых под руководством 
В. А. Мышкина [3]. Производные пиримидина 
используют в терапии инфекционных, хирур-
гических, неврологических, онкологических и 
многих других заболеваний [4-6].

Тетрахлорметан относят к веществам, часто 
применяемым в модельных системах для разви-
тия окислительного стресса. При поступлении 
тетрахлорметана (ТХМ) в организм млекопи-
тающего в гепатоцитах происходит нарушение 
структуры и функций клеточных мембран, 
приводящее к генерации активных форм кис-
лорода и перекисному окислению биомолекул 
клетки [3]. Одним из результатов интоксика-
ции ТХМ является образование аддуктов АФК 
с ДНК [3,7], что может привести к возникнове-
нию мутаций [3, 8]. 

В лаборатории фармакофорных цикличе-
ских систем Уфимского института химии РАН 
были разработаны и синтезированы следую-
щие вещества, потенциально имеющие антиок-
сидантные свойства: 5-амино-6-метилурацил, 
5-метиламино-6-метилурацил, 1,3,6-триме-
тил-2,4-диоксо-тетрагидропиримидин-5-ила 
N-фталилвалинат, 5-пиперидинометил-6-мети-
лурацил, 3-морфолинометил-5-нитро-6-мети-
лурацил [2,9].

Цель нашего исследования: определение ан-
тиоксидантной активности вышеупомянутых 
веществ на культуре гепатоцитов мыши МН-
22а и интерпретация полученных данных для 
дальнейшей характеристики исследуемых суб-
станций in vivo.

Материалы и методы исследования. Иссле-
дование антиоксидантных свойств веществ вы-
полнено на клеточной линии МН-22а (мышь 
C3HA, гепатома, монослой; «Биолот»). Куль-
тура клеток была посеяна в стерильные 96-лу-
ночные планшеты для адгезионных клеточных 
культур (SPL Life Sciences, Республика Корея). 
Для затравки клеток были сформированы экс-
периментальные группы: интактные клетки 
(отрицательный контроль); клетки, затравлен-
ные 100 мМ ТХМ (положительный контроль); 
клетки, затравленные испытуемым веществом 
в концентрации 400 мкМ; клетки, затравленные 
100 мМ раствором ТХМ и обработанные испы-
туемым веществом в одной из 7 концентраций 
(12,5, 25, 50, 100, 200, 400 или 800 мкМ). На ка-
ждом микропланшете определялась выживае-
мость клеток в группах положительного и от-
рицательного контролей. 

Все группы клеток инкубировали 48 часов по-
сле затравки ТХМ и добавления растворов со-

единений. Для растворения тетрахлорметана 
применяли диметилсульфоксид (ДМСО), кото-
рый также содержался в питательной среде для 
культивирования клеток в каждой из экспери-
ментальных групп (1% об.). Для измерения ме-
таболической активности и последующего рас-
чета выживаемости инкубированных клеток с 
помощью МТТ-теста по оптической плотности 
культуральной среды руководствовались мето-
дикой CTП14.621.21.0008.12-2015 [10]. Оптиче-
скую плотность растворов измеряли на мно-
гофункциональном микропланшетном ридере 
Spark 20M (Tecan, Швейцария) при длинах волн 
света 530 и 620 нм. Для проверки статистиче-
ской достоверности различий между группами 
по оптической плотности применяли критерий 
Краскела-Уоллиса для сравнения нескольких 
независимых выборок и критерий Манна-Уитни 
для сравнения двух независимых выборок. По 
каждой группе были рассчитаны среднее ариф-
метическое и стандартная ошибка среднего. 
Полученные значения выживаемости клеток 
использовали для построения графиков зависи-
мости от концентрации исследуемых веществ. 
Заштрихованной областью на графиках для на-
глядности обозначены среднее арифметическое 
и ошибку среднего выживаемости клеток груп-
пы положительного контроля. Статистический 
анализ результатов выполнен в программе SPSS 
Statistics 21. Построение графиков выполнено в 
программе GraphPad Prism 8. Обработка рисун-
ков произведена в программе Adobe Photoshop 
CS3. Для оценки гепатозащитных свойств на-
ходили разность (Р) между значениями выжи-
ваемости экспериментальной группы и группы 
клеток, затравленной 100 мМ раствором ТХМ. 
Экспериментальная часть работы была выпол-
нена в лаборатории клеточных культур Цен-
тральной научно-исследовательской лаборато-
рии ФГБОУ ВО БГМУ Минздрава РФ.

Результаты и обсуждение. Влияние 5-амино- 
и 5-метиламино-6-метилурацила было провере-
но на клетках, культивированных на одном ми-
кропланшете. Выживаемость в группе клеток, 
обработанных только 400 мкМ 5-амино-6-мети-
лурацилом составила 96,35±5,92% (p> 0,05) от-
носительно группы отрицательного контроля, 
что указывает на отсутствие токсичности со-
единения. Выживаемость в группе клеток, за-
травленных 100 мМ ТХМ составила в среднем 
37,75±4,68%. Различия между эксперименталь-
ными группами, обработанными 5-амино-6-ме-
тилурацилом и положительным контролем яв-
ляются статистически значимыми (критерий 
Крускала-Уоллиса Н=17,707; p=0,013). Средняя 
выживаемость клеток, затравленных ТХМ и 
обработанных 400  мкМ 5-амино-6-метилура-
цилом была равна 65,25±9,85%. Выживаемость 
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при упомянутой концентрации соединения 
явилась наивысшей среди экспериментальных 
групп и оказалась на 27,5% выше, чем в груп-
пе клеток, затравленных только 100 мМ ТХМ 
(p <0,05) (рис.1). 

Выживаемость в группе клеток, обработанных 
только 400 мкМ 5-метиламино-6-метилурацилом 
составила 81,45±2,19%, что указывает на токсич-
ность соединения относительно группы отри-
цательного контроля (p <0,05). Различия между 
экспериментальными группами, обработанными 
5-метиламино-6-метилурацилом, и положитель-
ным контролем являются статистически незна-
чимыми (критерий Крускала-Уоллиса Н=10,867; 
p=0,145) (рис. 1). Выявленный факт указывает 
на неэффективность применения 5-метилами-
но-6-метилурацила для преодоления окислитель-
ного воздействия тетрахлорметана. Сравнение 
химической структуры 5-амино-6-метилураци-
ла и 5-метиламино-6-метилурацила позволяет 
предположить, что причина разницы в результа-
тах эксперимента вызваны наличием метильной 
группы, ковалентно связанной с аминогруппой 
в С5-положении. Кроме того, возможно, анти-
оксидантные свойства молекулы 5-амино-6-ме-
тилурацила могут быть связаны с тем, что ами-
ногруппа является донором ионов водорода, 
которые реагируют с анионами, образующими-
ся при окислительном стрессе. Важность отсут-
ствия метильной группы, связанной с аминогруп-
пой в С5-положении также подтверждает ранее 
обнаруженный факт, что при экспресс-оценке 
антиоксидантной активности ДФПГ-тестом [9] 
5-амино-6-метилурацил проявлял более высокие 
антиоксидантные свойства (IC50=5  мкг/мл;  fk7

1   
1  fk7 – константа скорости реакции пероксидных 
радикалов 1,4-диоксана с производными урацила (f – 
стехиометрический коэффициент ингибирования) [9].

(333 К) = (1,44±0,14)·105 М-1с-1), по сравнению с 5-ме-
тиламино-6-метилурацилом (IC50=20 мкг/мл; fk7   
(333 К) = (3,8±0,4)·103 М-1с-1). 

Выживаемость в группе клеток, обрабо-
танных только 400  мкМ 5-пиперидиноме-
тил-6-метилурацилом составила 30,04±0,90%, 
что указывает на повышенную токсичность 
соединения (p <0,05). Различия между экспе-
риментальными группами, обработанными 
5-пиперидинометил-6-метилурацилом, и поло-
жительным контролем являются статистиче-
ски значимыми (критерий Крускала-Уол лиса 
Н=16,651; р=0,02). Однако, средняя выжива-
емость клеток, затравленных ТХМ и инку-
бированных с 5-пиперидинометил-6-метилу-
рацилом была ниже (при концентрациях 400, 
800 мкМ; р <0,05) или не отличалась от значений 
(при концентрациях 12,5, 25, 50, 100, 200 мкМ; 
р>0,05) в группе клеток, затравленных только 
100 мМ ТХМ (51,61±8,40%) при попарном срав-
нении с применением критерия Манна-Уитни 
(рис.2). Из полученных результатов можно сде-
лать вывод о том, что совместная инкубация в 
клеточной среде синтетического соединения 
(400мкМ) с тетрахлорметаном приводит к по-
вышению суммарной токсичности (p <0,05), 
что констатирует неэффективность примене-
ния 5-пиперидинометил-6-метилурацила в ка-
честве антиоксиданта.

Выживаемость в группе клеток, обработан-
ных только 400 мкМ 3-морфолинометил-5-ни-
тро-6-метилурацилом составила 82,00±1,12%, 
что указывает на повышенную токсичность 
соединения (p <0,05). Различия между экспе-
риментальными группами и положительным 
контролем являются статистически значи-
мыми (критерий Крускала-Уоллиса Н=16,467; 
р=0,021). Однако, выживаемость гепатоци-

Рис. 1. Графики зависимости выживаемости от логарифма концентрации 5-амино-6-метилурацила (А) и 
5-метиламино-6-метилурацила (В) при затравке тетрахлорметаном. 
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Рис. 2. График зависимости выживаемости от логарифма 
концентрации 5-пиперидинометил-6-метилурацила (С) 
при затравке тетрахлорметаном.

тов, затравленных ТХМ и инкубированных с 
50 мкМ 3-морфолинометил-5-нитро-6-метилу-
рацилом составила 56,63±2,13%, что на 22,42% 
выше аналогичного показателя в положитель-
ном контроле (p <0,05) (рис.3). Полученный 
результат свидетельствует о наличии антиок-
сидантных свойств у 3-морфолинометил-5-ни-
тро-6-метилурацила.

Еще одно из исследованных производных 
урацила – 1,3,6-триметил-2,4-диоксо-1,2,3,4-те-
трагидропиримидин-5-ила N-фталилвалинат 
(соединение Е) представляет собой конъюгат 
производного пиримидина с аминокислотой ва-
лином. Выживаемость в группе клеток, обрабо-
танных 400 мкМ соединением Е без затравки 
ТХМ составила 95,26±4,07%, что указывает на 
отсутствие токсичности испытываемого веще-
ства (p>0,05).

Статистически достоверных различий между 
экспериментальными группами и положитель-
ным контролем нет (рис. 4) (критерий Круска-
ла-Уоллиса Н=4,579; р=0,711), что исключает 
необходимость дальнейшего изучения выра-
женности антиоксидантных свойств у соедине-
ния Е.

Заключение. Таким образом, среди соеди-
нений, исследованных в настоящем экспери-
менте, наибольшей эффективностью для вы-
живания клеток печени в условиях затравки 
тетрахлорметаном обладали 5-амино-6-мети-
лурацил (400 мкМ) и 3-морфолинометил-5-ни-
тро-6-метилурацил (50 мкМ). Повышение вы-
живаемости клеток (относительно значений 
в группе положительного контроля) в усло-
виях затравки тетрахлорметаном и состави-
ло при обработке: 5-амино-6-метилурацилом 
– до 27,5% (p <0,05), 3-морфолинометил-5-ни-
тро-6-метилурацилом – до 22,42% (р  <0,05).  

Рис. 3. График зависимости выживаемости от 
логарифма концентрации 3-морфолинометил-5-нитро-
6-метилурацила (D) при затравке тетрахлорметаном. 
Выживаемость при затравке 100 мМ тетрахлорметаном 
составила 34,21±5,52%.

Рис. 4. График зависимости выживаемости от 
логарифма концентрации  
1,3,6-триметил-2,4-диоксо-1,2,3,4-
тетрагидропиримидин-5-ила N-фталилвалината (Е) 
при затравке тетрахлорметаном.  Выживаемость 
при затравке 100 мМ тетрахлорметаном составила 
45,29±5,69%.

5-метиламино-6-метилурацил и 1,3,6-три-
метил-2,4-диоксо-1,2,3,4-тетрагидропирими-
дин-5-ила N-фталилвалинат имеют низкую 
токсичность, но не проявили антиоксидант-
ных свойств. 5-пиперидинометил-6-метилура-
цил (400 мкМ) проявил высокую токсичность 
(30,04±0,90%; р  <0,05) и выживаемость обра-
ботанных им клеток при затравке тетрахлор-
метаном оказалась ниже или равна значениям 
положительного контроля, что констатирует 
неэффективность его применения в качестве 
антиоксиданта. 
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The article presents data on experimental study of the hepatoprotective activity of pyrimidine derivatives 
(5-amino-6-methyluracil, 5-methylamino-6-methyluracil, 1,3,6-trimethyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-
5-yl N-phtalyl valinate, 5-piperidinomethyl-6-methyluracil, 3-morpholinomethyl-5-nitro-6-methyluracil) by 
incubation of mouse hepatocytes МН-22а poisoned with carbon tetrachloride. MTT-test was used to determine 
cell viability. Positive control was cells treated only with carbon tetrachloride (100 mM, 1% DMSO). Among 
compounds studied in this experiment 5-amino-6-methyluracil (400 µM) and 3-morpholinomethyl-5-nitro-6-
methyluracil (50 µM) were the most effective for the survival of liver cells under seeding conditions. The increase 
in cell survival (relative to the values in the positive control group) under the conditions of tetrachloromethane 
priming and treatment with these drugs was up to 27,5% (p < 0,05) for 5-amino-6-methyluracil and 22,42% 
(p < 0,05) for 3-morpholinomethyl-5-nitro-6-methyluracil. The compounds 5-methylamino-6-methyluracil and 
1,3,6-trimethyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-yl N-phtalyl valinate have low toxicity, but did not show 
antioxidant properties. The derivative 5-piperidinomethyl-6-methyluracil (400 µM) showed high toxicity (30,04 ± 
0.90%; p < 0,05) and the survival of the cells treated with carbon tetrachloride was lower or equal to the values of 
positive control, which does not allow it to be used as an antioxidant.
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Введение. Эфиры хлормуравьиной кислоты 
относятся к веществам с выраженным раздра-
жающим действием. По физико-химическим 
свойствам и характеру биологического действия 
к н-пентиловому эфиру хлормуравьиной кисло-
ты близкими соединениями, для которых уста-
новлены ПДК в воздухе рабочей зоны, являются 
сложные эфиры хлормуравьиной кислоты − ме-
тиловый (метилхлорформиат, C2H3ClO2, CAS 79-
22-1), этиловый (этилхлорформиат, этилхлоркар-
бонат, C3H5ClO2, CAS 541-41-3) и изопропиловый 
(изопропилхлоркарбонат, 2-метилхлорформиат, 
C4H7ClO2, CAS 108-23-6).

Сравнительная характеристика параметров 
токсикометрии этих веществ приведена в табли-
це 1. Как следует из представленных данных, наи-
более токсичен из них метилхлорформиат: чрез-

вычайно опасен при ингаляционном воздействии, 
высоко опасен при введении в желудок и умерен-
но опасен при нанесении на кожу (1, 2 и 3 клас-
сы опасности по ГОСТ 12.1.007-76 соответствен-
но). Порог острого ингаляционного действия для 
крыс установлен на уровне 50 мг/м3 по изменению 
нервно-мышечной возбудимости, частоты дыха-
ния, содержанию каталазы в крови [1].

Этилхлорформиат относится к высоко опас-
ным веществам при ингаляционном воздействии, 
умеренно опасным при введении в желудок и ма-
ло опасным при нанесении на кожу кроликов. 
Порог острого интегрального ингаляционного 
действия установлен на уровне 17,8 мг/м3 по изме-
нению состояния нервной, дыхательной систем, 
функции почек. Порог раздражающего действия 
установлен на уровне 2,3 мг/м3 по снижению ча-
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Пентилхлорформиат относится к умеренно токсичным веществам при введении в желудок 
(DL50 для белых мышей 1000,0±86,0 мг/кг), оказывает выраженное раздражающее дей-
ствие на кожу и слизистую оболочку глаз, не обладает кожно-резорбтивным и сенсибили-

зирующим действием, слабо кумулирует в организме. При ингаляции проявляет избирательное 
раздражающее действие на состояние дыхательной системы. Порог раздражающего действия 
для крыс составляет 7,8 мг/м3, для человека – 2,3 мг/м3. Для пентилхлорформиата рекомендова-
ны к утверждению гигиенические нормативы: ПДК в воздухе рабочей зоны – 0,5 мг/м3 (пары, 2 
класс опасности, с пометкой «требуется специальная защита кожи и глаз»); ОБУВ в атмосфер-
ном воздухе населенных мест –0,005 мг/м3.
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стоты дыхания и изменению клеточного состава 
смывов из дыхательных путей. К изопропилхлор-
формиату наиболее чувствительны мыши при 
ингаляционном и накожном воздействии (1 класс 
чрезвычайно опасных веществ). При введении в 
желудок на уровне DL50 (560 мг/кг) мыши погиба-
ют через 10-15 мин, клиническая картина отрав-
ления характеризуется затрудненным дыханием, 
судорогами [1].

В связи с производством новой активной фар-
мацевтической субстанции, используемой для по-
лучения противоопухолевого препарата капеци-
табина, проведено исследование токсичности и 
опасности промежуточного продукта синтеза 
пентилхлорформиата с целью обоснования ПДК 
в воздухе рабочей зоны и ОБУВ в атмосферном 
воздухе городских и сельских поселений (насе-
ленных мест).

Материалы и методы исследования. Пен-
тилхлорформиат (н-пентиловый эфир хлор-
муравьиной кислоты, пентилхлоркарбонат) 
– бесцветная прозрачная жидкость с резким за-
пахом. № СAS: 638-41-5. Эмпирическая формула: 
C6H11ClO2. М. м.: 150,6. Ткип: 159-165°C при давле-
нии 760 мм рт. ст., Твспышки: 47,7-53,0°C. Плот-
ность: 1,048 г/см3. Давление паров: 1,92 мм рт.ст. 
при 25°C. Нерастворим в воде, хорошо растворим 
в метаноле, этаноле, гексане.

Исследование токсичности, опасности и ха-
рактера биологического действия пентилхлор-

формиата проводили при различных путях 
поступления в организм на 100 белых беспо-
родных крысах,70 белых беспородных мышах 
и 6 кроликах в соответствии с существующими 
методическими указаниями [2-4]. Сенсибилизи-
рующее действие вещества изучали на мышах 
по реакции гиперчувствительности замедлен-
ного типа. Динамические ингаляционные за-
травки животных проводили в затравочных 
камерах объемом 200 литров. Функцию ды-
хательной системы изучали с помощью ком-
плекса оценки кардиореспираторной системы 
мелких лабораторных животных, на котором 
регистрировали частоту дыхания. Как показа-
тель раздражающего действия вещества иссле-
довали клеточную реакцию легких и верхних 
дыхательных путей по методу Г.С. Комовнико-
ва [3]. Для этого через 1 час после однократной 
ингаляционной затравки у животных под тио-
пенталовым наркозом получали смывы из но-
соглотки и легких. Общее количество клеток 
подсчитывали в камере Горяева. На цитологи-
ческих препаратах подсчитывали количество 
основных клеточных элементов: нейтрофилов, 
лимфоцитов и макрофагов.

Состояние нервной системы оценивали по из-
менению поведенческих реакций: методы «от-
крытого поля» и «темной камеры с отверстиями» 
(ТКСО), регистрации порога нервно-мышечной 
возбудимости по методу С.В. Сперанского.

Таблица 1
 Характеристика параметров токсикометрии сложных эфиров хлормуравьиной кислоты

Параметры токсикометрии Метилхлорформиат Этилхлорформиат Изопропилхлорформиат

СL50, крысы, мг/м3 450 840 >1000

СL50, мыши, мг/м3 185 - 200

С20, мыши - 100% гибель -

DL50, в/ж, крысы, мг/кг 60 210-270 630-1070

DL50, в/ж, мыши, мг/кг 67 870 178-560

DL50, н/к, мыши, мг/кг, 1750 7120 12, 1

DL50, н/к, кролики, мг/кг, 7120 - 1130

Limac int, крысы, мг/м3 50 17,8 -

Limir, крысы, мг/м3 - 2,3 -

Limir, человек, мг/м3 2 - -

Limch, крысы, мг/м3 0,2 - -

ПДКр.з., мг/м3 0,05 0,2 0,1

ОБУВатмосф. мг/м3 0,001 - -
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Для оценки функционального состояния пече-
ни в сыворотке крови подопытных животных из-
меряли активность ферментов: аминотрансфе-
раз (АЛТ и АСТ), щелочной фосфатазы (ЩФ), 
лактатдегидрогеназы и холинэстеразы. В сыво-
ротке крови крыс также определяли содержание 
глюкозы и креатинина. Функцию почек оценива-
ли по суточному количеству мочи и содержанию 
в ней общего белка, креатинина, хлоридов, глю-
козы. Биохимический анализ крови и мочи про-
водили на автоматическом биохимическом фо-
тометре Cham Well (Австрия). В периферической 
крови регистрировали общее количество эри-
троцитов, гемоглобина, лейкоцитов и тромбоци-
тов. Исследования выполняли в соответствии с 
Директивой 2010/63/EU Европейского парламен-
та и совета Европейского Союза от 22 сентября 
2010 г. по охране животных, используемых в на-
учных целях.

Оценку достоверности различия данных подо-
пытной и контрольной групп животных проводи-
ли по критерию Стьюдента, руководствуясь 5% 
(р<0,05) уровнем значимости с учетом числа жи-
вотных, используемых в каждом опыте.

Результаты и обсуждение. Величина DL50 пен-
тилхлорформиата при введении в желудок для 
белых мышей составила 1000,0±86,0 мг/кг, для 
белых крыс (методом одной точки) – 750 мг/кг (3 
класс опасности по ГОСТ 12.1.007-76). Клиниче-
ская картина отравления проявлялась первона-
чальным возбуждением, сменявшимся в дальней-
шем заторможенным состоянием, у животных 
наблюдали вялость, скученность, неопрятный 
внешний вид. При нанесении на кожу мышей 
вещества в дозе 2500 мг/кг гибели животных не 
отмечали (4 класс опасности по ГОСТ 12.1.007-
76). В условиях статической затравки пары пен-
тилхлорформиата в концентрации, близкой к 
насыщающей (С20), обладают выраженным ток-
сическим действием, вызывая гибель подопыт-
ных мышей. Вещество оказывает выраженное 
раздражающее действие на кожу и слизистую 
оболочку глаз кроликов, не обладает кожно-ре-
зорбтивным и сенсибилизирующим действием. 
Ccum, установленный на мышах по методу Lim 
et al, составил 4,7, что свидетельствует об слабой 
кумулятивной активности пентилхлорформиата 
в организме.

Для определения Limac и Limir пентилхлор-
формиата испытаны 4 концентрации: 56,2±6,3; 
27,0±2,5; 7,8±1,7 и 2,1±0,1 мг/м3. Как показали про-
веденные исследования, пентилхлорформиат 
при ингаляции оказывает на экспериментальных 
животных раздражающее и общетоксическое 
действие. Раздражающие свойства выявлены в 
концентрациях 56,2; 27,0 и 7,8 мг/м3. Изменение 
частоты дыхания (дыхательных движений/мин) 
зарегистрировано при воздействии на уровне 56,2 

мг/м3 (опыт: 97,4±5,4, контроль: 128,9±6,0, р<0,01) 
и 27,0 мг/м3 (опыт: 104,5±6,6, контроль: 127,0±6,1, 
р<0,05).

Ингаляция пентилхлорформиата в концентра-
ции 27,0 мг/м3 приводила к увеличению общего 
количества клеток в смывах из легких крыс, а 
также изменению клеточного состава: увеличе-
нию эпителиальных клеток и снижению нейтро-
филов в смывах из носоглотки и росту числа лим-
фоцитов в смывах из легких (табл. 2). 

При воздействии вещества в концентрации 
7,8 мг/м3 установлено изменение состава клеток 
в смывах, аналогичное воздействию в более вы-
сокой концентрации. Пентилхлорформиат в кон-
центрации на уровне 2,1 мг/м3 не вызывал изме-
нения частоты дыхания и клеточного состава 
смывов из дыхательных путей. 

Полученные данные позволили установить 
Limir пентилхлорформиата на уровне 7,8 мг/м3  
по изменению состава клеток в смывах из носо-
глотки и легких.

Пентилхлорформиат в концентрациях 56,2 
и 27,0 мг/м3 оказывал токсическое действие 
на нервную систему, печень и почки. При воз-
действии максимальной концентрации в тесте 
«ТКСО» выявлено снижение количества вы-
глядываний (опыт: 1,5±0,7, контроль: 4,9±1,2, 
р<0,05), ректальной температуры (опыт: 38,4±0,2 
контроль: 39,6±0,3°С, р<0,01). В сыворотке кро-
ви обнаружено повышение уровня АСТ (опыт: 
75,0±2,7, контроль: 63,2±3,2 Е/л, р<0,02) , ЩФ 
(опыт: 80,8±10,4, контроль: 42,8±6,5 Е/л, р<0,02), 
содержания глюкозы (опыт: 4,07±0,34, контроль: 
2,46±0,23 мМ/л, р<0,01). Нарушение почечных 
функций проявлялось в увеличении содержа-
ния хлоридов в моче (опыт: 70,6±12,1, контроль: 
28,0±2,42 мМ/л, р<0,01). Кроме того, в перифе-
рической крови отмечено повышенное содер-
жание эритроцитов (опыт: 7,82 ± 0,08, контроль: 
7,03±0,13 1012/л, р<0,001) и гемоглобина (опыт: 
148±2,36, контроль: 137±2,67 г/л, р<0,01).

Концентрация вещества на уровне 27,0 мг/м3 
вызывала снижение вертикальной подвижности 
в тесте «открытое поле» (опыт: 7,9±0,9, контроль: 
11,4±1,2, р<0,05), ректальной температуры (опыт: 
38,5±0,4, контроль: 39,7±0,2оС, р<0,01), а также 
повышение активности ЩФ в сыворотке крови 
(опыт: 86,8±11,3, контроль: 54,7±6,7 Е/л, р<0,05) 
и содержания хлоридов в моче (опыт: 67,9±7,26 , 
контроль: 38,8±4,57 мМ/л, р<0,01). Пентилхлор-
формиат в концентрации 7,8 мг/м3 не влиял 
на все указанные показатели. Следовательно, 
Limac пентилхлорформиата находится на уров-
не 27 мг/м3  по изменению показателей состояния 
нервной системы, печени и почек. 

Таким образом, лимитирующим показате-
лем вредного действия паров вещества при ин-
галяции оказалось функциональное состояние 
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дыхательной системы. Порог острого действия 
пентилхлорформиата для крыс по интеграль-
ным показателям составляет 27,0 мг/м3, Limir 
– 7,8 мг/м3, Zir = 3,5. Порог раздражающего дей-
ствия пентилхлорформиата для человека соста-
вил 2,31 ± 0,41 мг/м3.

Исходя из полученных результатов, величину 
ПДК пентилхлорформиата вычисляли соглас-
но методическим указаниям по нормированию в 
воздухе рабочей зоны [3] для веществ, обладаю-
щих избирательным раздражающим действием, 
с учетом величин Limac, Limir  и Zir.

Кроме того, проведено сравнение параметров 
токсикометрии пентилхлорформиата с норми-
рованными ранее сложными эфирами хлор-
муравьиной кислоты (табл. 1). Пентилхлор-
формиат, как и этилхлорформиат является 

очень опасным веществом по степени летуче-
сти; по величинам DL50 при введении в желу-
док лабораторным животным он аналогичен 
этилхлорформиату и изопропилхлорформи-
ату. При ингаляционном воздействии выяв-
лено избирательное раздражающее действие 
эфиров хлормуравьиной кислоты. Limir  пен-
тилхлорформиата и метилхлорформиата для 
человека зарегистрированы на одном уровне. 
Limir пентилхлорформиата для крыс в 3 раза 
выше по сравнению с Limir этилхлорформиа-
та. Limac изученных соединений по общеток-
сическому действию находятся в диапазоне от 
17,8 до 50 мг/м3. ПДК сложных эфиров хлорму-
равьиной кислоты установлены в диапазоне от 
0,05 (для наиболее токсичного соединения ме-
тилхлорформиата) до 0,2 мг/м3 для этилхлор-

Таблица 2 
 Клеточный состав смывов из носоглотки и легких после однократной ингаляции паров 

пентилхлорформиата в различных концентрациях

Показатели Группы
Концентрация, мг/м3

27,0±2,5 7,8±1,7 2,1±0,15

НОСОГЛОТКА

Лимфоциты, 
на 100 клеток

Опыт
Контроль

48,0±4,6
52,3±1,7

54,5±3,3
52,3±3,3

50,0±2,3
48,0±3,4

Нейтрофилы, 
на 100 клеток

Опыт
Контроль

28,5±2,6*
36,0±1,8

23,2±2,8*
31,5±2,3

37,7±1,3
34,6±2,7

Эпителиальные клетки,
на 100 клеток

Опыт
Контроль

23,5±3,6*
11,7±1,2

16,2±1,9*
22,3±1,3

12,3±1,3
17,4±2,1

Общее количество клеток, 
109/л

Опыт
Контроль

0,30±0,05
0,35±0,10

0,34±0,09
0,30±0,06

0,32±0,05
0,31±0,07

ЛЕГКИЕ

Лимфоциты, 
на 100 клеток

Опыт
Контроль

51,7±2,3*
45,2±1,6

54,8±3,2*
45,3±1,8

39,3±2,7
42,3±3,4

Нейтрофилы, 
на 100 клеток

Опыт
Контроль

29,0±2,7
35,1±2,7

25,0± 2,1
29,3±1,8

30,2±2,4
29,8±1,2

Макрофаги, 
на 100 клеток

Опыт
Контроль

7,7±0,6
9,5±0,7

10,0±1,0
12,2±1,8

13,3±1,1
13,0±1,1

Эпителиальные клетки,
на 100 клеток

Опыт
Контроль

11,8±1,1
9,8±1,6

10,2±0,7
13,2±1,1

17,2±1,1
14,9±1,3

Общее количество клеток, 
109/л

Опыт
Контроль

2,19±0,29*
1,31±0,16

1,13±0,14
1,10±0,12

1,12±0,14
1,14±0,10

Примечание: * достоверное отличие - р < 0,05
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формиата. Таким образом, по характеру 
биологического действия и параметрам токси-
кометрии пентилхлорформиат близок к другим 
сложным эфирам хлормуравьиной кислоты.

Заключение. При ингаляционном воздействии 
на организм пентилхлорформиат обладает изби-
рательным раздражающим действием. Для пен-

тилхлорформиата рекомендованы к утвержде-
нию гигиенические нормативы: ПДК в воздухе 
рабочей зоны – 0,5 мг/м3 (пары, 2 класс опасно-
сти, с пометкой «требуется специальная защита 
кожи и глаз») и ОБУВ в атмосферном воздухе го-
родских и сельских поселений (населенных мест) 
– 0,05 мг/м3.

M.V. Bidevkina1, M.I. Golubeva2, G.P. Pankratova1, A.V. Limantsev1, I.N. Razumnaya2,  
A.L. Karaev1, T.N. Potapova1

MATERIALS ON SUBSTANTIATION OF HYGIENIC STANDARDS FOR N-PENTYL ETHER OF 
CHLOROFORMIC ACID IN THE AIR OF THE WORKING AREA AND IN THE ATMOSPHERE

1Scientific Research Disinfectology Institute, 117246, Moscow, Russian Federation
2Joint-Stock Company «All-Union Scientific Center for the Safety of Biologically Active Compounds», 142450, Staraya Kupavna, 
Moscow region, Russian Federation

Pentyl chloroformate refers to moderately toxic substances when administered in the stomach (DL50 for white 
mice 1000,0 ± 86,0 mg/kg), has a pronounced irritant effect on the skin and mucous membrane of the eyes, has 
no skin-resorptive and sensitizing effect, weakly accumulates in the body. It shows selective irritant effect on the 
respiratory system on inhalation. The irritant threshold for rats is 7,8 mg/m3, for humans – 2,3 mg/m3. Hygienic 
standards for pentyl chloroformate are recommended for approval: MAC in the air of the working area – 0,5 mg/m3 
(vapors, hazard class 2, marked «requires special protection for the skin and eyes»); tentative safe exposure level in 
the atmospheric air of populated areas – 0,005 mg/m3.
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В мире регламентация вредного воздействия 
на человека различных факторов окружающей 
среды, в том числе пестицидов, осуществляет-
ся целой группой научных сообществ и государ-
ственными организациями, специально для этого 
созданными. Так, Всемирная организация здра-
воохранения (ВОЗ) имеет отделение FAO (Food 
and Agriculture Organization of the United Nations), 
в США регуляторная функция возложена на FDA 
(Food and Drug Administration) и EPA (Environ-
mental Protection Agency), в Европе – ECHA (Euro-
pean Chemical Agency), OECD (Организация эко-
номического сотрудничества и развития), EFSA 
((Европейское агентство по безопасности про-
дуктов питания), в Австралии, Бразилии, Кана-
де, Японии и многих других странах существуют 
аналогичные комитеты, комиссии и прочие ор-
ганизации. Целью и задачами этих организаций 
является выявление вредных факторов для че-
ловека, оценка их способности индуцировать об-
щетоксические, мутагенные, канцерогенные, те-
ратогенные, эмбриотропные и другие эффекты. 

Законодателем в области оценки потенциальной 
канцерогенности был и остается МАИР (Между-
народное агентство по изучению рака), который 
в течение многих лет выпускает монографии (на 
сегодняшний день их более ста) по оценке канце-
рогенности различных веществ на основе публи-
каций результатов, полученных исследователями 
разных стран с целью классификации опасности 
для человека. В монографиях МАИР приводится 
оценка силы доказательства того, что определен-
ный агент может вызывать рак, т.е. определяет-
ся канцерогенная опасность, что, в свою очередь, 
означает только возможность возникновения ра-
ка при экспозиции с таким агентом. Однако, это 
не указывает на уровень риска, связанный с опре-
деленной экспозицией. Канцерогенный риск, об-
условленный веществами или агентами, класси-
фицированными в одну и ту же группу, может 
сильно различаться в зависимости от таких фак-
торов как тип и длительность экспозиции, а так-
же сила эффекта, вызываемого агентом. Какова 
разница между риском и опасностью? В преам-
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буле к монографиям МАИР указано: «Различие 
между опасностью и риском имеет принципиаль-
ное значение. В монографиях идентифицируется 
канцерогенная опасность даже в том случае, ког-
да риски оказываются низкими при некоторых 
сценариях воздействия. Это связано с тем, что 
воздействие на низких уровнях может быть ши-
роко распространено, а также с тем, что уровни 
воздействия во многих популяциях неизвестны». 
Также отмечается, что «экстраполяция взаимос-
вязи экспозиция-ответ на ситуации вне диапазона 
имеющихся данных (например, к более низким 
уровням экспозиции или от экспериментальных 
животных к человеку) не входит в объем моно-
графий. Кроме того, программа монографий не 
включает в себя обзор количественных харак-
теристик риска, которые определяются другими 
агентствами» [1]. К сожалению, такое понимание 
заключений МАИР известно не всем исследова-
телям и чиновникам, работающим в области ре-
гламентации применения пестицидов. 

 В последние годы в силу разных обстоятельств: 
методических (различия в используемых тест-си-
стемах, протоколах экспериментов и оценках ре-
зультатов при общем стремлении к  гармониза-
ции и унификации), экономических (конкуренция 
фирм-производителей пестицидов), информаци-
онных (вмешательство средств информации и ре-
кламного бизнеса), политических и др. в литерату-
ре появляются противоречивые данные о наличии 
или отсутствии канцерогенности и генотоксично-
сти у ряда пестицидов. Так, основные дискуссии 
развернулись в отношении глифосата, диазино-
на и малатиона. МАИР отнес эти три пестицида 
к группе 2А, т.е. к вероятным канцерогенам для 
человека [2]. Вместе с тем, ФАО/ВОЗ в заключи-
тельном отчете 2016 года, Женева, 9-13 мая, посту-
лирует, что все три вещества не могут быть по-
зиционированы как вероятные канцерогены для 
человека при пероральном поступлении [3]. Эту 
же точку зрения разделяют эксперты EFSA и ряда 
других организаций. Что послужило причиной та-
ких разночтений в оценке результатов многочис-
ленных экспериментальных исследований? 

Иногда, разные лаборатории обнаружива-
ют различающие по уровню и даже противопо-
ложные эффекты. Поэтому эксперты должны 
оценить не только результаты исследований, но 
и качество проведения экспериментов, а также 
весомость полученных доказательств. Важным 
моментом для вынесения решения на основании 
экспериментальных данных является правиль-
ность выбора тест-объектов и методов, четкого 
следования протоколам экспериментов и контро-
ля на всех этапах выполнения работ со стороны 
отделов обеспечения качества, т.е. выполнения 
принципов надлежащей лабораторной практики 
(GLP – Good Laboratory Practice) [4].

Несомненно, тест-системы отличаются по чув-
ствительности из-за видоспецифичности метабо-
лических процессов, различий в структуре и ста-
бильности генома и других факторов. Например, 
бактериальный тест на мутагенность (тест Эйм-
са) и микроядерный тест in vivo давали разные ре-
зультаты при оценке генотоксического действия 
некоторых пестицидов [5]. Как правило, в таких 
случаях больший вес придается результатам экс-
периментов in vivo.

Немаловажное значение имеет стандартизация 
самих методов. Гармонизация используемых ме-
тодов и унификация протоколов исследований 
началась несколько десятилетий назад с целью 
уменьшения различий и  взаимного признания 
результатов экспериментов. В настоящее время 
заключения экспертов основываются на анализе 
данных, полученных с использованием стандарт-
ных тест-систем и стандартных протоколов, при-
нятых мировым сообществом. Понятно, что воз-
можен пересмотр систем оценки, набора методов 
и особенностей их проведения. Так в последние 
годы были пересмотрены протоколы оценки ге-
нотоксичности химических веществ с целью по-
вышения качества проведения исследований. 
В частности, в новых версиях протоколов OECD 
больше внимания уделяется вопросам квалифи-
кации лабораторий, критериям установления 
исторических отрицательных и положительных 
контролей. Кроме того, существенно увеличен 
объем анализируемого материала, чтобы снизить 
вероятность получения ложноотрицательных 
результатов. Более четко определены критерии 
отнесения вещества к мутагенам с учетом стати-
стической и биологической значимости резуль-
татов. Кроме того, новые научные исследования, 
развитие современных молекулярно-генетиче-
ских технологий приводят к исключению неко-
торых методов из стандартных батарей тестов 
и введению новых методов в системную оценку 
мутагенности и, связанную с этим, прогностиче-
скую и не только прогностическую оценку кан-
церогенности [6]. Так, в последние годы в систему 
оценки мутагенности включают анализ ДНК-ко-
мет, позволяющий выявлять повреждения ДНК. 
Повреждения ДНК рассматриваются, с  одной 
стороны, как первичные мутационные события, 
с другой – первичные ДНК-повреждения могут 
активировать проонкогены и/или ингибировать 
гены-супрессоры [7,8]. Эксперты, работающие 
в этой области, должны учитывать возможные 
изменения в системных подходах, а также в из-
менениях стандартизованных протоколов и, со-
ответственно, в оценке результатов эксперимен-
тальных исследований.

Уровень квалификации лабораторий и прием-
лемость применяемых тест-систем для конкрет-
ных исследований должны быть оценены по 
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ряду критериев, в том числе на основании значе-
ний, полученных для отрицательных и положи-
тельных контролей. И если контрольные значе-
ния существенно отклоняются от диапазонов, 
полученных в большинстве лабораторий мира, 
то к таким данным следует подходить с большой 
осторожностью, и они не могут быть использова-
ны в регуляторных целях.

В классических экспериментах на животных 
с  продолжительным введением широкого диа-
пазона доз изучаемого вещества от полутора до 
двух лет на мышах и крысах (как правило), кро-
ме изучения общетоксического действия, про-
водят макро- и микроскопический анализ орга-
нов и тканей на предмет появления предраковых 
и  опухолевых изменений. Сравнение проводят 
с параллельно идущим контролем и, в ряде слу-
чаев с «историческим», т.е. с характерным для 
данной лаборатории и для линий используемых 
животных. В  ситуациях, когда уровень зафик-
сированных опухолей находится между этими 
двумя контролями (исторический выше парал-
лельно идущего) авторы склонны полагать, что 
наблюдаемый эффект случаен и препарат не ока-
зал канцерогенного эффекта. Более того, при 
обсуждении механизмов полученных позитив-
ных эффектов, допустим, только на одном виде 
млекопитающих или только у одного пола, мож-
но найти причины в метаболических или гормо-
нальных различиях у  экспериментальных жи-
вотных, что и дает возможность неоднозначной 
трактовки результатов. Публикации по результа-
там подобного рода исследований носят, как пра-
вило, феноменологический характер, а обсужде-
ние – предположительный.

В экспериментах по оценке генотоксичности, 
например, с использованием цитогенетических 
методов, для того чтобы считать результат по-
ложительным, недостаточно только выявления 
статистически значимого по сравнению с парал-
лельным отрицательным контролем и  зависи-
мого от дозы эффекта. Важно, чтобы значения 
оцениваемого параметра выходили за пределы 
исторического контроля [9].

Также важно, чтобы наблюдаемые эффекты 
были воспроизводимы в повторных эксперимен-
тах. Интересно, что повторные исследования кан-
церогенности в классическом варианте, проводи-
мые на тех же линиях животных, зачастую дают 
разные результаты, причем, как правило, это ка-
сается вариантов с разной чистотой препаратов, 
с небольшой разностью в дозах, путями введения 
и различными уровнями исторического контро-
ля. Для канцерогенов с  высокой активностью 
этого не было показано никогда. Речь в данном 
случае может идти о достаточно слабых воздей-
ствиях или о ложно-положительных результатах. 

Кроме того, чистота химических веществ, за-

висящаяся от технологии их получения, от ква-
лификации производителя, а, следовательно, от 
наличия в техническом продукте потенциально 
опасных примесей, может влиять на результа-
ты итоговой оценки эксперимента. Например, 
в  отделе генетической токсикологии ФБУН 
ФНЦГ им. Ф.Ф. Эрисмана показано, что мута-
генный эффект в микроядерном тесте дал по-
ложительный эффект только у одного образца 
глифосата (из 3-х изученных), вероятно связан-
ный с наличием в образце формальдегида, из-
вестного мутагена [10]. 

Процесс химического канцерогенеза в настоя-
щее время условно подразделяют на две стадии: 
инициацию и промоцию. На первой в генетиче-
ском аппарате клетки возникают стойкие изме-
нения (мутации), на второй, в основном за счет 
эпигенетических эффектов, создаются условия 
для преимущественной пролиферации клеток. 
Полный объем понятия «канцерогенные сое-
динения» включает в себя вещества, способные 
увеличивать в популяциях количество опухолей 
различных локализаций по сравнению с  соот-
ветствующим контролем. Сюда входят не только 
полные канцерогены, способные вызывать опу-
холи без дополнительных воздействий, но также 
инициирующие агенты, промоторы и коканце-
рогены. Коканцерогены усиливают мутагенное 
действие канцерогена, могут стимулировать про-
лиферацию клеток, инактивируя белки-продук-
ты антионкогенов, или усиливать передачу ро-
стостимулирующих факторов.

Вместе с тем, изучению механизмов канцеро-
генного действия различных веществ ученые 
уделяют большое внимание, не забывая при этом 
и  механизмы генотоксического действия. Из-
вестно, что прогностическая ценность изучения 
мутагенности веществ для оценки возможного 
канцерогенного действия принята во всем мире 
и широко используется в разных странах. Обще-
принято полагать, что стадия инициации опухо-
левого процесса напрямую связана с мутацион-
ными событиями в клетке.

Существует понятие «негенотоксических» кан-
церогенов, но следует согласиться с  мнением 
А.Д. Дурнева с соавторами [8], что «негеноток-
сические канцерогены»  – это вещества с  пока 
еще не установленной генотоксической актив-
ностью», поскольку они могут выступать в роли 
коканцерогенов, промоторов, инактиваторов он-
косупрессоров, индукторов оксидативного стрес-
са и других процессов, нарушающих клеточный 
и тканевой гомеостаз. По поводу «еще не уста-
новленной активности» существует хорошо из-
вестный пример с тератогенностью талидомида 
[11]. Этот лекарственный препарат применялся 
как седативный, причем хорошо себя зарекомен-
довал у беременных. До выхода на рынок он про-



51

шел полную доклиническую оценку, в том числе 
и потенциальных эмбриотропных и тератоген-
ных свойств на двух видах млекопитающих – мы-
шах и крысах. Когда случилась «талидомидная 
катастрофа» – рождение детей с аномалиями ко-
нечностей, встал вопрос о достаточности тех ме-
тодов и объектов, которые позволяют выявить 
нежелательные эффекты. Тератогенность была 
выявлена на кроликах, которые не включались 
стандарты подобных исследований. Таких траге-
дий больше не было отмечено, хотя кролики не 
входят как обязательный объект в стандарты до-
клинических испытаний. Кстати, мутагенность 
известного и безусловного канцерогена бензпи-
рена была выявлена много позже, чем его кан-
церогенная активность [12]. Закономерно вста-
ет вопрос, насколько необходимо увеличивать 
объем и спектр проводимых исследований в этой 
области, ведь в любом случае эксперименты да-
ют только вероятностный прогноз? Мнения 
экспертного сообщества не очень сильно расхо-
дятся, минимальный набор методов достаточен, 
увеличивать его целесообразно в случае извест-
ных или предполагаемых особенностей меха-
низмов действия тех или иных веществ в разных 
организмах, в  случае большого объема посту-
пающего в  среду обитания человека продук-
та (этот принцип положен в основу регламента 
REACH (Registration, Evaluation and Authorization 
of Chemicals) , действующего в странах Евросою-
за) [13], или значительного контингента лиц, кон-
тактирующего с ним.

Основополагающими в  определении «канце-
роген для человека» являются эпидемиологиче-
ские исследования, которые осуществляются, 
как правило, двумя методами: случай – контроль 
и когортные исследования. Каждый из этих под-
ходов имеет свои преимущества и  недостатки. 
Подбор пар «случай/контроль» учитывает много 
компонентов – пол, возраст, профессию, хрони-
ческие заболевания, сроки контакта с пестици-
дом и, по возможности, вероятные дозы и пути 
поступления агента и др. Однако, индивидуаль-
ная чувствительность (а мы живем в век моле-
кулярной биологии), наличие или отсутствие 
мутаций, вызывающих активацию онкогенов, 
и  целый ряд метаболических полиморфизмов 
у участников исследования, конечно не входят 
в требования подбора этих пар. Более того, дозы 
пестицидов, с которыми контактируют люди, на 
порядки меньше допустимых регламентами мно-
гих стран. Поэтому и результаты проведенных 
работ, как правило, говорят о тренде наблюдае-
мых патологий.

В когортных исследованиях очень трудно вери-
фицировать и исключить контакты обследуемых 
с другими пестицидами или с другими химически-
ми, биологическими или физическими фактора-

ми, которые могут модифицировать получаемые 
эффекты. К сожалению, генетический или мета-
болический паспорт еще не стал обязательным 
для населения, и мы не можем учитывать индиви-
дуальную чувствительность человека к воздей-
ствиям и частоты генетических полиморфизмов 
с повышенной чувствительностью к токсикан-
там в изучаемых популяциях.

Таким образом, первые заключения о наличии 
или отсутствии нежелательных активностей де-
лают экспериментаторы, а решение о возможно-
сти (невозможности) и условиях реального при-
менения пестицидов в  каждой стране делают 
регламентирующие органы. Ведь даже заклю-
чения МАИР носят сугубо рекомендательный 
характер, а  анализ литературных данных под-
вергается вторичному осмыслению экспертами 
соответствующих региональных комитетов и ко-
миссий. 

В токсикологии не подвергается сомнению 
парадигма «доза – время – эффект» и именно 
этот принцип положен в основу классификации 
мутагенности и  канцерогенности пестицидов 
в России. Функции МАИР в России возложены 
на Комиссию по канцерогенным факторам Фе-
деральной службы по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека, 
заключения которой также имеют рекоменда-
тельный характер. Регламентация применения 
пестицидов осуществляется в  соответствии 
с Гигиенической классификацией пестицидов, 
разработанной в  Федеральном научном цен-
тре гигиены им. Ф.Ф. Эрисмана и включенной 
в СанПиН 1.2.2584-10 [14]. Для пестицидов, от-
несенных к 1-му классу, имеются достаточные 
доказательства канцерогенности для человека 
или, в порядке исключения, ограниченные дока-
зательства канцерогенности для человека в со-
четании с достаточными доказательствами для 
животных и полученными на человеке данны-
ми о едином для человека и животных механиз-
ме канцерогенеза. Они полностью запрещены 
к использованию на территории РФ. К второму 
классу (с тремя подклассами 2А, 2В и 2С) от-
носят пестициды, для которых доказательства 
канцерогенности для человека варьируют от 
почти достаточных до их полного отсутствия 
при наличии доказательств канцерогенности 
для животных. Характеристика подклассов 2В 
и 2С включает дозовые ограничения, вводится 
критерий МПД (максимально переносимая доза 
для млекопитающих) и нежелательные находки 
оценивают при дозах выше или ниже МПД. Пе-
стициды, отнесенные экспертами к подклассу 
2С должны иметь достаточные доказательства 
канцерогенности для животных с  развитием 
опухолей при дозах, равных или превышающих 
МПД, или достаточные доказательства канце-
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рогенности для животных с механизмом кан-
церогенеза, частично действующим на чело-
века, или развитие злокачественных опухолей 
у одного вида при дозах ниже МПД, или огра-
ниченные доказательства канцерогенности, 
усиленные поддерживающими данными, или, 
в порядке исключения, только эпидемиологи-
ческие данные, по степени доказательности, на-
ходящиеся между ограниченными и неадекват-
ными. В классификации МАИР нет подкласса 
2C. В Российской Федерации пестициды, отно-
сящиеся к этому подклассу, могут применяться 
в сельском хозяйстве, но с большими ограниче-
ниями. В частности, широко обсуждаемый в по-
следние годы пестицид глифосат отнесен под-
классу 2С по канцерогенности.

Для отнесения пестицида к 3-му классу следует 
иметь достаточные доказательства канцероген-
ности для животных, но с механизмом канцероге-
неза, не действующим на человеке, или развитие 
злокачественных опухолей у одного вида живот-
ных при дозах, равных или превышающих МПД, 
или ограниченные доказательства канцероген-
ности для животных. В  этот класс помещают 
агенты, которые не могут быть включены в дру-
гие классы. В частности, сюда относят пестици-
ды, для которых установлена генотоксичность, 
но канцерогенность не показана. К 4-му классу 
относят препараты, не показавшие канцероген-
ности и мутагенности в стандартных наборах ме-
тодов. 

Столь подробное изложение критериев класси-
фикации веществ крайне важно для экспертов, 
рассматривающих все первичные эксперимен-
тальные и литературные данные по рецензируе-
мому пестициду.

Аналогичен подход к классификации пестици-
дов – мутагенов, с дополнительным учетом ис-
пользования методов in vivo и in vitro, придавая 
больший вес результатам экспериментов на мле-
копитающих in vivo.

Эксперт, учитывая все вышесказанное, решает 
к какому классу по гигиенической классифика-
ции относится тот или иной пестицид, что позво-

ляет определить область и условия его приме-
нения в соответствии с определенным классом 
опасности.

Таким образом, экспертизу начинают осущест-
влять с  поиска в  базах данных об аналогах по 
химической структуре (QSAR), обладающих не-
желательными активностями, затем следует экс-
пертиза результатов проведенных экспериментов 
и их соответствия гармонизированным общепри-
нятым протоколам с учетом всех перечисленных 
выше требований, экспертиза литературных дан-
ных, непременно включая имеющиеся работы по 
изучению механизмов действия данного веще-
ства или его близких химических родственников, 
наконец, экспертиза всех материалов для заклю-
чительного решения о возможности применения 
данного пестицида и его безопасности для чело-
века.

Роль экспертного сообщества возрастает 
в связи с многими противоречиями в законо-
дательной базе. Так, хорошим примером это-
му является приводимая ниже классифика-
ция сульфата меди разными ведомствами. Так, 
Росстандарт определяет сульфат меди как вы-
сокоопасное вещество (2-й класс опасности), 
Ростехнадзор не классифицирует как опасное 
вещество, Минсельхоз – как умеренно опасное 
вещество (3-й класс опасности), Роспотребнад-
зор – как высокоопасное вещество (2-й класс 
опасности), а рекомендации ООН-СГС дает 4-й 
класс опасности (вредно при попадании на кожу 
и при проглатывании) [15]. В связи с вышеска-
занным особое значение приобретает квалифи-
кация и профессионализм эксперта, подготав-
ливающего заключение.

Естественно, необходима единая система 
определения опасности/ безопасности приме-
нения химических веществ в стране и несмотря 
на стремление к международной гармонизации 
подходов, могут и должны существовать наци-
ональные особенности в определении критери-
ев и наборов методов для оценки мутагенности 
и канцерогенности химических веществ (в том 
числе пестицидов).
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ROLE OF THE EXPERT COMMUNITY IN THE EVALUATION OF THE MUTAGENICITY  
AND CARCINOGENICITY OF PESTICIDES

F.F. Erisman Federal Research Center of Hygiene of Rospotrebnadzor, 141014, Mytishchi, Moscow Region, Russian Federation

The regulation of harmful effects of various environmental factors including pesticides on humans is carried out 
by specially created state organizations on the basis of expert opinions. However, due to various circumstances: 
methodological, economic, informational, political etc. there are conflicting data on the presence or absence of 
carcinogenicity and genotoxicity of a number of pesticides, which lead to ambiguous expert opinions and decisions 
of international and national authorities. In some cases, the composition, scope, consumption rates of pesticides 
differ in different countries and regions. Therefore, despite the desire for international harmonization of approaches, 
there can and should be national specificities in the definition of criteria and sets of methods for the assessment of 
mutagenicity and carcinogenicity of chemicals (including pesticides). 

Keywords: pesticides, carcinogenicity, mutagenicity, assessment criteria.
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Отравление пчелы свинцом порождает дегенеративно-дистрофические и некробиотиче-
ские изменения стенки зобика. Этому сопутствует сморщивание отдельных групп эпи-
телиальных клеток и частичная утрата ими межклеточных соединений. В мышечных 

волокнах образуются очаги зернисто-глыбчатого распада, а местами исчезает поперечнополо-
сатая исчерченность
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Введение. Медовый зобик медоносной пчелы 
представляет собой эластичный тонкостенный 
резервуар, используемый для транспортировки 
и хранения индивидуальных запасов углеводно-
го корма или воды [6]. От емкости зобика зависит 
эффективность использования пчелой кормовых 
ресурсов. Зобик используется также для перера-
ботки нектара в мед и подготовки трофического 
субстрата для кормления личинок. 

В годичном цикле жизни пчелиной семьи рабо-
чие пчелы потребляют углеводный корм, разли-
чающийся по содержанию воды, эссенциальных 
и токсичных элементов. С возрастающим техно-
генным загрязнением природной среды связано 
загрязнение кормовых субстратов, потребляе-
мых пчелами (преимущественно нектара и цве-
точной пыльцы), что, вероятно, имеет отношение 
к массовой гибели пчелиных семей, наблюдаемой 
в последние годы [3, 5].  

Настоящей работой предпринято изучение 
изменений микроструктуры стенок зобиков пчел, 
потреблявших с углеводным кормом летальные 
дозы свинца или кадмия.

Материалы и методы исследования.   Исследо-
вание выполнено на рабочих пчелах Apis mellifera 
L., содержавшихся по 400–500 особей в энтомо-
логических садках. Пчелы, находившиеся в сад-
ках, потребляли чистые растворы сахарозы в ди-
стиллированной воде или с солями токсикантов, 
в качестве которых использовали трехводный ук-
сусно-кислый свинец или двухводный ацетат кад-
мия. Концентрация свинца в 50%-ном растворе 
сахарозы составляла 0,5 г/л, кадмия – 0,05 г/л. Рас-
твор, загрязненный свинцом, пчелы потребляли 
в течение 6±0,4 сут., кадмием - 13±0,6 сут. После 
этого пчелы удалялись от кормушек.

Изменения микроструктуры стенок зобиков 
под влиянием отравления свинцом и кадмием 
определяли гистологическим методом. Для это-
го ампутированные зобики пчел, потреблявших  
корм, загрязненный солями свинца или кадмия, 
а также  чистые растворы сахарозы, фиксиро-
вали в 10%-ном нейтральном формалине. После 
промывания в дистиллированной воде зобики 
пропитывали парафином в рабочей камере типа 
АТ–4м. В качестве обезвоживающей среды ис-
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пользовался изопропиловый спирт. Это позволя-
ло, исключить промежуточные среды перед за-
ливкой препаратов в парафине.  Для получения 
гистологических срезов использовали роторный 
микротом. Срезы (их толщина составляла около 
4 мкм) помещали  на предметное стекло и окра-
шивали гематоксилин-эозином [4]. Для визуаль-
ного анализа препаратов использовали светооп-
тический микроскоп. 

Результаты и обсуждение. В норме наруж-
ную часть стенки зобика образует мышечный 
слой, под которым располагаются слизистая 
оболочка, представленная однослойным эпи-
телием. Ее образуют клетки вытянутой фор-
мы, со светлой цитоплазмой и овальным 
базофильным ядром. Эти клетки имеют не-
ровную мембрану со множеством коротких 
отростков (микроворсинок). Ими обеспечи-
вается увеличение поверхности клеточных 
мембран. На границе мышечного слоя и сли-
зистой оболочки выявляются единичные тра-
хейные трубки и тонкие соединительноткан-
ные перемычки.

Ориентация клеток слизистой оболочки зави-
сит от наполнения зобика. У пустого зобика клет-
ки располагаются под прямым углом к мышечно-
му слою. По мере заполнения зобика происходит 
распрямление  складок и изменение наклона кле-
ток (рис. 1). У наполненного зобика клетки сли-
зистой оболочки располагаются (вытягиваются) 
вдоль мышечного слоя. 

Отравление пчелы свинцом порождает деге-
неративно-дистрофические и некробиотические 
изменения стенки зобика. Этому сопутствует   
сморщивание отдельных групп эпителиальных 
клеток и частичная утрата ими межклеточных 
соединений. В мышечных волокнах образуют-
ся очаги зернисто-глыбчатого распада, а места-
ми исчезает поперечнополосатая исчерченность 
(рис. 2).   

Сходные изменения микроструктуры стенки 
зобика происходят при отравлении пчел солями 
кадмия. В мышечном слое дегенеративно-дис-
трофические и некробиотические изменения  
выражаются в возникновении очагов зерни-
сто-глыбчатого распада. В цитоплазме образу-

Рис. 1. Гистограмма фрагмента неповрежденной стенки медового зобика: 1 – ядро базально расположенной клетки;  
2 – слой поперечнополосатых мышечных волокон;  3 – трахеальная трубка; 4 –  ядро эпителиальной клетки; 5 – 
микроворсинка эпителиальной клетки. 

Рис. 2. Фрагмент стенки медового зобика пчелы, отравленной свинцом: 1 –  мышечный слой с признаками дегенерации, 
выражающейся в исчезновении поперечнополосатой исчерченности и некробиотических изменениях; 2 –  цитоплазма  
сморщенных клеток.
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DESTRUCTION OF BEE CROP WALL OF HONEYBEE AT THE POISONING  
OF LEAD AND CADMIUM
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The bee poisoning with lead generates degenerative-dystrophic and necrobiotic changes in the wall of the crop. 
This is accompanied by the wrinkling of individual groups of epithelial cells and the partial loss of intercellular 
connections. In muscle fibers, foci of granular-cumulative decomposition are formed, and in some places the 
striation disappears.
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Рис. 3. Фрагмент стенки медового зобика пчелы, отравленной кадмием: 1 –  цитоплазма сморщенной клетки с 
эозинофильными  массами;  2 –  дегенеративно-дистрофические изменения клеток мышечного слоя;  3 –  сморщенные 
гиперхромные ядра эпителиальных клеток.  

ются эозинофильные включения и происходит 
сморщивание  эпителиальных клеток. При этом 
ядра приобретают признаки гиперхромотоза и  
пикноза (рис 3.).

Заключение:
Отравления пчел свинцом или кадмием порож-

дают необратимые дегенеративно-дистрофиче-
ские и некробиотические изменения стенок зо-
бика. Эпителиальные клетки сморщиваются, а в 
мышечном слое возникают очаги  зернисто-глы-
бчатого распада. 

Свинцовые отравления отличаются от кадмие-
вых отсутствием эозинофильных масс в эпители-
альных клетках слизистой оболочки и менее вы-
раженными изменениями в мышечном слое, что 
происходит без признаков некробиотических из-
менений. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке 
РФФИ и Правительства Московской области в рамках 
научного проекта № 17-41-500101 
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ИНДИКАЦИЯ 
ЗАГРЯЗНЕНИЯ 
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ПРИ ПОМОЩИ 
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Исследована чувствительность цианобактерий к солям тяжелых металлов при различных 
условиях культивирования. Показано, что снижение температуры и недостаток освеще-
ния среды обитания усиливают токсическое действие тяжелых металлов. Представлены 

данные о морфологических изменениях цианобактерий, вызванных токсическим влиянием тя-
желых металлов. Отмечено, что цианобактерии могут быть использованы в качестве экспери-
ментальной модели для исследования токсичности тяжёлых металлов при тестировании загряз-
нений водной и почвенной среды. 

Ключевые слова: цианобактерии, тяжёлые металлы, электронная микроскопия, эксперимен-
тальная модель, морфологические изменения,  Synechocystis sp.

Богачева Александра Сергеевна (Bogacheva Alexandra Sergeevna), кандидат биологических наук, доцент кафедры токсикологии, экстремальной и 
водолазной медицины СЗГМУ им. И.И. Мечникова; доцент кафедры мобилизационной подготовки и медицины катастроф ПСПбГМУ им. академика 
И.П. Павлова, baltagy@list.ru
Полозова Елена Валентиновна (Polozova Elena Valentinovna), доктор медицинских наук, профессор кафедры мобилизационной подготовки и медицины 
катастроф ПСПбГМУ им. академика И.П. Павлова; профессор кафедры общей и военной гигиены СЗГМУ им. И.И. Мечникова, doctorpolozova@yandex.ru
Шилов Виктор Васильевич (Shilov Viktor Vasilyevich), доктор медицинских наук, профессор, заведующий кафедры токсикологии, экстремальной и 
водолазной медицины СЗГМУ им. И.И. Мечникова, vshilov@inbox.ru 
Давыдова Елена Владимировна (Davydova Elena Vladimirovna), кандидат медицинских наук, доцент кафедры военной токсикологии и медицинской 
защиты ВМедА им. С.М. Кирова; доцент кафедры мобилизационной подготовки и медицины катастроф ПСПбГМУ им. академика И.П. Павлова,  
davilena@yandex.ru 
Юдин Михаил Анатольевич (Yudin Mikhail Anatolyevich), доктор медицинских наук, доцент, доцент кафедры токсикологии, экстремальной и водолазной 
медицины ФГБОУ ВО СЗГМУ имени И.И. Мечникова, mikhail.judin@gmail.com 
Клюшкин Иван Николаевич (Klyushkin Ivan Nikolaevich), и.о. заместителя главного врача Филиала ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии» в  
г. Санкт-Петербург в Московском, Фрунзенском, Пушкинском, Колпинском районах и г. Павловске, gupper10@yandex.ru

А.С.Богачева1,2 , Е.В. Полозова1,2, В.В. Шилов2, 

Е.В. Давыдова3,2, М.А. Юдин2,4, И.Н. Клюшкин5 

1ФГБОУ ВО Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет имени академика И.П. Павлова Минздрава 
России, 197022, г. Санкт-Петербург, Российская Федерация
2ГБОУ ВПО «Северо-Западный государственный медицинский 
университет имени И.И. Мечникова» Минздрава России, 195271, 
г. Санкт-Петербург, Российская Федерация
3ФГБВОУ ВО «Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова, 
194044, г. Санкт-Петербург, Российская Федерация
4Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Государственный научно-исследовательский испытательный институт 
военной медицины» Министерства обороны Российской Федерации, 
195043,  г. Санкт-Петербург, Российская Федерация
5Филиал ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии» в г. Санкт-Петербург 
в Московском, Фрунзенском, Пушкинском, Колпинском районах и 
г. Павловске, 192102, г.Санкт-Петербург, Российская Федерация

Введение. Особую роль в оценке загрязнения 
водоёмов играют биологические тесты [1]. Это 
связано с тем, что результаты химического ана-
лиза, проводимого с помощью сложного анали-
тического оборудования, во многих случаях не 
позволяют оценить истинную опасность тех или 
иных загрязнителей на среду обитания, прогно-
зировать последствия их воздействия на живые 
организмы [2, 3]. Многообразные загрязняющие 
вещества, попадая в водную среду, могут претер-
певать в ней различные превращения, усиливая 
при этом своё токсическое действие. По этой 
причине  необходимо применять методы инте-
гральной оценки качества воды. Огромную роль 

при этом играют методы биотестирования. Под 
биотестированием понимают методы исследо-
вания, при которых о качестве среды, факторах, 
действующих самостоятельно или в сочетании с 
другими, судят по выживаемости, состоянию и 
поведению специально помещённых в эту среду 
организмов – тест-объектов [4]. Поэтому в каче-
стве биотестов выбирают наиболее чувствитель-
ные к исследуемым загрязнителям организмы. 

Уникальными представителями мира микро-
организмов являются цианобактерии. Обладая 
пластичным метаболизмом, они в настоящее 
время являются удобными модельными объек-
тами для изучения целого ряда биологических 
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процессов [1, 5, 6]. Благодаря короткому циклу 
их развития можно проследить на нескольких по-
колениях действие вредных факторов. Одним из 
малоизученных, с точки зрения чувствительно-
сти к токсикантам, классом цианобактерий явля-
ются Synechocystis sp. [7, 8, 9]. 

В связи с этим в наших исследованиях прове-
дена оценка возможности использования циано-
бактерий Synechocystis sp. в качестве тест-объ-
екта для оценки токсичности ксенобиотиков на 
примере солей тяжёлых металлов.

Цель настоящей работы - сравнительная 
оценка чувствительности цианобактерий к со-
лям тяжелых металлов для возможности исполь-
зования цианобактерий в качестве индикатора 
загрязнения водных объектов.

Материалы и методы исследования. В ра-
боте использовали штаммы цианобактерий 
Synechocystis minuscule CALU 713 из коллекции 
цианобактерий Санкт-Петербургского государ-
ственного университета и Synechocystis sp. PCC 
6803 Московского государственного универси-
тета. В процессе работы исследовали влияние 
температуры и освещенности на чувствитель-
ность цианобактерий к токсическому действию 
тяжелых металлов, оценивали морфологические 
и ультраструктурные изменения цианобактерий 
при токсическом действии солей тяжёлых метал-
лов с помощью световой микроскопии.

Культивирование проводили в жидкой ми-
неральной среде № 6 [3] в колбах объемом 200-
250 мл при температуре 23°С и непрерывном осве-
щении люминесцентными лампами 2300 лк. Для 
эксперимента использовали штамм в активной 
фазе роста. Посевной материал инокулировали 
в пробирки с 4.5 мл жидкой минеральной среды 
№6, разведённой в 10 раз с добавлением 4.5 мл со-
лей металлов (AgNO3; 3CdSO4 · 8H2O; HgCOOH; 
CuSO4 · 5 H2O) в различных концентрациях при 
различных температурных и световых услови-
ях. Эксперимент проводили в трехкратной по-
вторности. Подсчёт клеток в культурах осущест-
вляли на 7-е сутки культивирования, т.к. данное 
время является наиболее оптимальным для воз-
действия тяжёлых металлов на Synechocystis sp. 
Численность клеток в культурах рассчитывали 
микроскопическим учётом с использованием ка-
меры Горяева по формуле:

µ = a103n 
       

  
hS

      , где

µ - численность клеток в 1 мл;
а - средняя численность клеток в большом ква-

драте сетки;
h - глубина камеры в мм;
S - площадь большого квадрата клетки в мм2;
n - разведение исследуемой суспензии в 10 боль-

ших квадратах.

Морфометрический анализ клеток выполняли 
в световом микроскопе с телевизионным анали-
затором (МТ-9). Исследования ультраструктуры 
клеток Synechocystis sp. при воздействии различ-
ных солей тяжелых металлов проводили с помо-
щью электронного микроскопа. Оценивали фор-
му и размер клеток, толщину клеточной стенки, 
процесс деления, изучали состояния нуклеоплаз-
мы и цитоплазмы, а также изменения, происхо-
дящие в области нуклеоида, рибосом и тилакойд-
ных мембран.

Результаты и обсуждение. На первом этапе 
проводили сравнительную оценку чувствитель-
ности цианобактерий Synechocystis двух штам-
мов (PCC 6803 И CALU 713) к токсическому дей-
ствию солей тяжелых металлов. 

Токсичность солей тяжёлых металлов (AgNO3; 
PbSO4; Hg(CH3COO)2; CuSO4·5H2O) оценивали по 
их среднеэффективным концентрациям (ЕС50, 
мкг·л-1).

Опыт проводили в 3-х параллельных пробах. 
За среднеэффективные концентрации солей тя-
жёлых металлов (ЕС50, мкг·л-1) – принимали кон-
центрации, при которых количество клеток в 
культуре цианобактерий при инкубации с раз-
ными концентрациями солей тяжелых метал-
лов снижалось на 50% по сравнению с начальной 
плотностью культуры к определенному сроку.

Данные о токсичности солей тяжелых метал-
лов для Synechocystis sp. РСС 6803 представлены 
в таблице 1. 

В результате проведённых исследований уста-
новлено, что для Synechocystis sp. РСС 6803 (на 7-е 
сутки) наибольшую токсичность проявляют ио-
ны меди (LС50 = 1,7 - 170 мкг·л-1), а наименьшую 
(LС50 = 700 -1700 мкг·л-1) – кадмия. Однако надо 
отметить, что при оптимальных условиях (23°С; 
2200 лк) для Synechocystis sp. РСС 6803 токсиче-
ский эффект всех исследуемых металлов был в 
10-20 раз ниже, чем при том же освещении и по-
ниженной температуре (15°С; 2200 лк), к тому же 
LС50 превышала предельно допустимые концен-
трации ПДК в 10-300 раз. При низкой освещенно-
сти (500 лк; 23°С) токсичность всех металлов бы-
ла значительно выше, чем при 2200 лк (почти в 
10 раз – ртути и в 100 раз – меди). Таким образом, 
в условиях низкой освещенности ионы тяжелых 
металлов проявляли более высокий токсический 
эффект, чем при 2200 лк. 

Из полученных данных можно сделать вы-
вод, что низкая температура и освещенность 
усиливают токсичность тяжелых металлов для 
Synechocystis sp. РСС 6803.

Данные о токсичности солей тяжелых метал-
лов для Synechocystis sp.CALU 713 представлены 
в таблице 2. 

Согласно представленным данным, для 
Synechocystis sp.CALU 713 при 23°С, независи-



59

мо от освещенности, наибольшей токсичностью 
обладал кадмий, а наименьшей – медь. Однако 
при такой же температуре (23°С) и пониженном 
освещении (500 лк) токсический эффект соли 
меди увеличился в 1,7 раза. При 15°С и освеще-
нии 2200 лк наибольшую токсичность прояви-
ли ртуть и серебро (Hg ≥Ag >Cd >Cu). В услови-
ях низкой температуры и низкой освещенности 
(15°С; 500  лк) для Synechocystis sp. CALU 713 все 
металлы на протяжении опыта оказывали посто-
янный и высокий токсический эффект; наиболее 
токсичными оказались ионы меди, кадмия и рту-
ти. Надо отметить, что при пониженных темпе-
ратурах и освещении 500 лк концентрации ионов 
кадмия, вызывающие 50% ингибиторные эф-
фекты, превышали предельно допустимые кон-
центрации для этих металлов в 3 раз. Таким обра-
зом, для Synechocystis CALU 713 при пониженной 
освещенности и 15°С все испытанные металлы 
на протяжении опыта имели постоянный и высо-
кий токсический эффект.

В результате проведённых исследований уста-
новлено, что цианобактерии Synechocystis sp. чув-
ствительны к действию солей тяжелых металлов. 
Однако наиболее чувствительным к токсическо-
му действию солей тяжелых металлов и, соответ-
ственно, наиболее подходящим для использова-
ния в токсиколого-гигиенических исследованиях 

является штамм Synechocystis sp. CALU 713. 
Для этого штамма наиболее токсичными были 

соли ртути (EС50 = 1,0 ± 0,1 мкг·л-1) и свинца (EС50 
= 2,0 ± 0,3 мкг·л-1), а наименее - мышьяка (EС50 = 
14,0 ± 0,1 мкг·л-1) и меди (EС50 = 15,0 ± 2,1 мкг·л-1).

Для штамма CALU 713 токсичность металлов 
убывает в следующей последовательности (Hg > 
Pb > As > Cu), для штамма Synechocystis sp. РСС 
6803 (As > Hg > Pb > Cu). 

Для изучения основных проявлений цитоток-
сического действия солей тяжёлых металлов ис-
следовали их влияние на структурные изменения 
цианобактерий.

Таблица 1 
Летальные концентрации ионов тяжелых металлов (LС50, мкг·л-1) для Synechocystis sp. РСС. 6803 

на 7-е сутки культивирования при разной температуре и освещенности

Ион 
металла

ПДК,
мкг·л-1

LС50

23ºC; 2200 лк 23ºC; 500 лк 15ºC; 2200 лк 15ºC; 500 лк

Cu2+ 1 170 ± 12,4 1,7 ± 0,3 11,9 ± 2,7 21 ± 0,9

Cd2+ 5 1700 ± 12,5 700 ± 5,4 80 ± 5,5 18,7 ± 0,3

Hg2+ 0,5 170 ± 8,5 16 ± 0,6 52 ± 1,6 71 ± 6,8

Ag+ 50 130 ± 2,5 62 ± 3,1 11,6 ± 0,5 15,8 ± 2,1

Рис. 1. Клетки Synechocystis sp.PCC 6803 (контроль)

Таблица 2 
Летальные концентрации ионов тяжелых металлов (LС50, мкг·л-1) для Synechocystis sp. CALU 713 

на 7-е сутки культивирования в разных условиях температуры и освещенности

Ион металла ПДК
мкг·л-1

LС50

23ºC; 2200 лк 23ºC; 500 лк 15ºC; 2200 лк 15ºC; 500 лк

Cu2+ 1 53 ± 4,3 30 ± 2,1 30 ± 2,1 1,5 ± 0,3

Cd2+ 5 2 ± 0,3 2 ± 0,35 17,5 ± 1,2 1,7 ± 0,3

Hg2+ 0,5 20 ± 1,6 14 ± 2,3 1,3 ± 0,28 1,7 ± 0,1

Ag+ 50 14 ± 0,1 16 ± 0,4 1,5 ± 0,1 16,6 ± 2,1
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Для решения этой задачи использовали свето-
вую и электронную микроскопию. Исследование 
проводили на 7-е сутки инкубации цианобакте-
рий с солями тяжелых металлов. Данный срок 
исследования был выбран с учётом того, что к 
этому времени культуры цианобактерий дости-
гают оптимальной репродуктивной активности 
(Гусев М.В., 2003). 

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что в контроле при оптимальных усло-
виях культивирования (23 −C, 2200 лк) оба штам-
ма Synechocystis sp. CALU 713 и РСС 6803 были 
представлены клетками сферической формы. 
Диаметр клеток 2 – 3 мкм. Клетки в культуре 
обычно располагались парами (рис 1.).

  
В присутствии солей тяжёлых металлов у ци-

анобактерий были обнаружены изменения фор-
мы и размеров клеток – наблюдали появление 
как относительно крупных (до 4,7 мкм), так и 
мелких клеток (до 1,3 мкм). Отмечено появление 
атипичных форм клеток, а также появление не-
характерных для данных штаммов многоклеточ-
ных цепочек (рис. 2).

Выявленные по данным световой микроскопии 
морфологические признаки токсического дей-
ствия солей тяжелых металлов позволили пред-
положить отражение этого эффекта и на ультра-
структурном уровне.

В связи с этим были проведены исследова-
ния ультраструктуры клеток цианобактерий 
(на трансмиссионном электронном микроскопе 
Synechocystis sp. штаммов PCC 6803 и CALU 713 
при культивировании в средах с тяжёлыми ме-
таллами).

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что в контроле у цианобактерий вну-
триклеточные органеллы тилакоиды располо-
жены в концентрических рядах, наружный чехол 
дифференцирован слабо. Область нуклеоида 
зернистой структуры, четко выражена, сфериче-
ской формы у штамма PCC 6803 и полигональной 
формы у штамма CALU 713 (рис. 3).

При культивировании цианобактерий в средах 
с солями тяжёлых металлов были выявлены из-
менения ультраструктуры клеток, однотипные 
при действии всех исследованных солей тяжёлых 
металлов, что позволяет предположить, что мор-
фологические изменения имеют неспецифиче-
ский характер.

Полученные результаты исследований пока-
зали, что у Synechocystis sp. PCC 6803 в присут-
ствии всех исследованных металлов происхо-
дило утолщение клеточной стенки, в следствии 
адсорбции ионов на клеточной поверхности. 
Деградация пептидогликанового слоя – ха-
рактерное проявление токсического действия 
тяжелых металлов на штаммы Synechocystis. 
Местами он утолщается и становится менее 
электроноплотным. В последующем клетка 
теряет сферическую форму и происходит плаз-
молиз – отслоение клеточной стенки от прото-
пласта. Наблюдали деструкция тилакоидных 
мембран. В нуклеоплазме выявляли накопле-
ние полифосфатных гранул, по-видимому,  
играющих важную роль в связывании ионов 
металлов и их детоксикации. В результате раз-
рушений рибосом цитоплазма теряет характер-
ную зернистость и в ней появлялись обширные 
светлые участки. Нуклеоид, в норме гомоген-

Рис. 2. Клетки Synechocystis sp.PCC 6803 после 7 суток культивирования в среде с ионами тяжелых металлов

Рис. 3. Ультраструктура клеток Synechocystis sp. РСС 6803 и CALU 713 в контроле. Звездочкой отмечена зона нуклеоида, 
черным треугольником – тилакоиды, белым треугольником – фикобилисомы. Масштаб – 0,2 мкм.
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ный, агрегировал в нерегулярно расположен-
ные плотные тяжи (рис.4).

При культивировании цианобактерий в средах, 
содержащих соли тяжёлых металлов, происходи-
ло скопление муреина в области септы, что пре-
пятствовало процессу деления клеток (рис. 5).   

Таким образом, токсическое действие солей 
тяжёлых металлов проявлялось морфологиче-
скими изменениями клеток в виде изменения в 
форме и размере клеток, в появлении способ-
ности, не свойственной для данных штаммов, 
формировать многоклеточные микроагрегаты 
и цепочки. Ультраструктурные изменения вы-
ражались в утолщении клеточной стенки; рас-
хождении тилакоидных мембран с расширени-
ем внутритилакоидного пространства внутри 
клетки; цитоплазма теряла характерную зер-
нистость и в ней появлялись обширные свет-
лые участки; нуклеоид приобретал волокни-
стую структуру; в нуклеоплазме на некоторых 
срезах отмечены электроноплотные внутрици-
топлазматические структуры. Зафиксировано 
нарушение в процессе деления, что, очевидно, 
связано с объяснялось наличием между дочер-
ними клетками толстого слоя муреина. Выяв-

ленные морфологические изменения циано-
бактерий носили неспецифический характер.

Заключение.
Таким образом, выявленные морфологические 

адаптации могут быть использованы в качестве 
тестов при биоиндикации загрязненной среды.

Выводы:
1. Цианобактерии Synechocystis sp. РСС 6803 и 

Synechocystis sp. CALU 713 проявляли высокую 
чувствительность к тяжелым металлам (меди, 
кадмию, серебру и ртути); рост культуры ингиби-
ровали все испытанные металлы; чувствитель-
ность к ним у Synechocystis sp. CALU 713 была на 
порядок выше, чем у Synechocystis sp. РСС 6803. 

2. Synechocystis sp. РСС 6803 и Synechocystis sp. 
CALU 713 могут быть использованы при тести-
ровании загрязнений водной среды. Поскольку 
принятые в России ПДК по кадмию и серебру для 
тест-объектов токсичны, они недопустимы для 
экологической экспертизы загрязненных сред и 
нуждаются в пересмотре. 

3. Морфологические изменения, вызванные тя-
желыми металлами, носили неспецифический ха-
рактер и проявлялись в нарушении деления и появ-
ления клеток с измененной формой и размером. 

Рис. 4. Ультраструктура клеток Synechocystis sp. РСС 6803 после 7 суток культивирования в среде с солями тяжелых 
металлов. Звездочкой отмечена зона нуклеоида, черным треугольником – деструкция тилакоидов в хроматоплазме, 
черной стрелкой – отслоение клеточной стенки. Масштаб – 0,5 мкм

Рис. 5. Ультраструктура клеток CALU 713 после 7 суток культивирования в среде с тяжелыми металлами. Черной стрелкой 
отмечено отслоение клеточной стенки, белкой стрелкой – муреин. Масштаб – 0,5 мкм.
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4. При воздействии тяжёлыми металлами на 
клетки цианобактерий выявлены неспецифиче-
ские нарушения на ультроструктурном уровне, 
выраженые в изменении толщины и целостности 
пептидогликанового слоя, расхождении тилакоид-
ных мембран с образованием внутритилакоидных 
пространств; агглютинации фикобилисом и нако-
плении полифосфатных гранул; нуклеоплазма те-

ряет зернистость и становится волокнистой. Все 
эти структуры, возможно, участвуют в связывании 
катионов металлов и их детоксикации. 

5. Synechocystis sp. РСС 6803 и Synechocystis sp. 
CALU 713 могут быть использованы в качестве 
экспериментальной модели для исследования 
токсичности тяжёлых металлов при тестирова-
нии загрязнений водной и почвенной среды. 
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СЪЕЗДЫ И КОНФЕРЕНЦИИ

59-е СОВМЕСТНОЕ ЗАСЕДАНИЕ КОМИТЕТА ОЭСР 
ПО ХИМИИ И РАБОЧЕЙ ГРУППЫ ПО ХИМИЧЕСКИМ, 
ПЕСТИЦИДАМ И БИОТЕХНОЛОГИЯМ  
(г. Париж, Франция, 04.06.2019 – 06.06.2019)

4-6 июня 2019 года в Париже состоялось 59-е 
совместное заседание Комитета ОЭСР по химии 
и Рабочей группы по химическим веществам, пе-
стицидам и биотехнологиям (далее – Комитет) 
Организации экономического сотрудничества 
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 Роспотребнадзора 
(Х.Х. Хамидулина), НП «КИЦ», НИУ ВШЭ.

Ключевыми вопросами повестки дня заседания 
Комитета были следующие:

1. Актуальность деятельности, направленной 
на согласование системы комплексного подхо-
да к испытанию и оценке (IATA) и системы вза-
имного признания данных (MAD). Принимая 
во внимание актуальность проблем, связанных 
с  взаимным признанием данных между стра-
нами членами ОЭСР и  кандидатами в  члены, 
данный документ отражает стремление ОЭСР 
к ясности и осведомленности в отношении но-
вых подходов к оценке опасности, стимулирует 
дискуссии о дополнительных актах и изменени-
ях процедуры MAD с целью ее использования 
на национальном и  международном уровнях. 
В  этой связи актуальным является внедре-
ние компьютерных методов моделирования 
(QSAR) в деятельность структур Роспотребнад-
зора. ФБУЗ «Российский регистр потенциально 
опасных химических и биологических веществ» 
Роспотребнадзора активно работает над вне-
дрением современных методов QSAR в прак-
тику оценки опасности химических веществ 
и химической продукции, что является чрезвы-
чайно актуальным, т.к. исследования с исполь-
зованием инструментов QSAR ОЭСР – один из 
путей взаимного признания данных.

2. Подготовка ОЭСР методов тестирования 
безопасности нановеществ для здоровья чело-
века, для представителей водной биоты, а так-
же рекомендации по оценке риска и управления 
им. Знание данных документов необходимо для 
сравнительного анализа международных подхо-
дов по тестированию и рекомендаций по регули-
рованию нановеществ и наноматериалов с отече-
ственными нормативными документами. 

3. Обзорные исследования по правам интеллек-
туальной собственности на данные о безопасно-
сти химических веществ. Этот вопрос представ-
ляет огромный интерес для Роспотребнадзора, 
в связи ведением государственной информацион -
ной системы – Федеральный регистр потенци-
ально опасных химических и  биологических 
веществ, а также с вступлением в  силу Техни-
ческого регламента ЕАЭС «О безопасности 
химической продукции» (ТР ЕАЭС 041/2017). 
У Российской Федерации нет соглашений с ино-
странными государствами об обмене конфиден-
циальной информацией о свойствах химических 
веществ. В связи с планами по созданию едино-
го в Таможенном союзе Реестра химических ве-
ществ и химической продукции, что предусмо-
трено проектом Технического регламента «О 
безопасности химической продукции», планиру-
ется выработать порядок обмена конфиденци-
альной информацией о свойствах химических ве-
ществ и химической продукции с иностранными 
государствами. Опыт ОЭСР может быть полезен 
при решении юридических вопросов по правам 
интеллектуальной собственности на информа-
цию о безопасности химического вещества для 
здоровья человека и среды его обитания.

4. Представлен обзор Программы работы Ко-
митета по экологической политике ОЭСР на 
2019-2020 гг. Основными определены такие на-
правления, как: социально-экономический ана-
лиз регулирования химических веществ и оценка 
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негативного воздействия на здоровье; методоло-
гия оценки затрат и выгоды регулирования хи-
мических веществ; инструменты и подходы к вы-
явлению и замене опасных химических веществ; 
основные методологии, политика и анализ подхо-
дов к снижению риска воздействия химических 
веществ; развитие инструментов для оценки и ре-
гулирования пестицидов и биоцидов, а также ме-
ры противодействия их нелегального оборота; 
обзор экологической эффективности химическо-
го регулирования; химические аварии; регистры 
выбросов и  сбросов; безопасность продуктов 
питания; оценка безопасности биотехнологий. 
Пунк ты программы ОЭСР на 2019 – 2020 гг. по 
оценке эффективности химического регулирова-
ния для сохранения здоровья человека (в услови-
ях трудовой деятельности человека, воздействия 
на организм детей и подростков), оценке качества 
воды созвучны ориентирам, определенным Пос-
ланием Президента Российской Федерации Фе-
деральному Собранию Российской Федерации от 
1 марта 2018 года, а также основными положения-
ми Указа Президента Российской Федерации от 
7 мая 2018 года № 204 «О национальных целях 
и стратегических задачах развития Российской 
Федерации на период до 2024 года».

5. Особое внимание 
было сфокусировано на 
проблемах устойчивого 
развития и социально – 
экономической полити-
ки, определенными как 
ключевые вопросы при 
проведении Глобаль-
ного форума по охра-
не окружающей среды 
в рамках совместной де-
ятельности экспертов 
из стран ОЭСР и не чле-
нов ОЭСР. Глобальный 
форум рассматривается 
ОЭСР как хорошая пло-
щадка для определения 
стратегии в области хи-
мической и  биологиче-
ской безопасности.

6. Рассматривались 
вопросы будущего вза-
имодействия стран по 

вопросам решения сложностей, возникающих 
в процессе приоритизации химических веществ.

7. Циркулярная модель экономики как одна из 
целей устойчивого развития, принятого 25 сен-
тября 2015 г. государствами – членами ООН. Ос-
новным принципом внедрения данной модели 
экономики является обеспечение максимальной 
эффективности от каждого процесса в жизнен-
ном цикле товара или услуги, поэтому обраще-
ние с отходами становится одним из приоритет-
ных направлений данной экономики. Этот тип 
экономики характеризуется «3R» – Reduсe, Reuse 
and Recycle: оптимизация производственного 
процесса, повторное или совместное использова-
ние продукта, переработка отходов. В этой свя-
зи, возникает необходимость экспертной оценки 
безопасности для здоровья новых видов сырья, 
производственных технологий, способов перера-
ботки отходов и конечной продукции из отходов 
производства и потребления.

Директор ФБУЗ «Российский регистр  
потенциально опасных химических  

и биологических веществ» 
Роспотребнадзора 

Х.Х. Хамидулина
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