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СУБХРОНИЧЕСКАЯ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ 
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Свинцово-кадмиевая интоксикация является фактором риска для здоровья рабочих меде-
плавильной промышленности и людей, проживающих на территориях, загрязняемых её 
эмиссиями. Субхроническая интоксикация моделировалась путем повторных внутрибрю-

шинных инъекций ацетата свинца и хлорида кадмия как изолированно, так и в комбинации, 
3 раза в неделю в течение 6 недель. Найдено снижение частоты сердечных сокращений и по-
казателей артериального давления при кадмиевой интоксикации, а также снижение скорости 
кровотока и повышение показателей артериального давления при свинцовой. На электрокарди-
ограмме обнаружены увеличение длительности комплекса QRS при кадмиевой интоксикации, 
увеличение интервала QT и снижение изоэлектрической линии при комбинированном токси-
ческом действии свинца и кадмия. Показаны уменьшение толщины кардиомиоцитов под влия-
нием кадмиевой интоксикации и увеличение – под влиянием свинцовой, а также уменьшение 
толщины внутренней оболочки стенки аорты при всех исследованных типах интоксикации. Лю-
бая токсическая экспозиция приводила к снижению числа ядер на единицу площади гистологи-
ческого препарата миокарда. 

Ключевые слова: свинец, кадмий, субхроническая интоксикация, ЭКГ, артериальное давление, 
кардиомиоцит.
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Введение. Экспозиция к свинцу и кадмию явля-
ется одним из наиболее важных факторов риска 
для здоровья работающих при плавке и рафини-
ровании меди. Население (в том числе детское), 
проживающие на территориях под неблагопри-
ятным воздействием этих предприятий, тоже 
подвергаются риску. 

В проведенных за последние годы эпидемио-
логических исследованиях, как правило, указы-
вается на наличие связи между свинцовой экспо-
зицией и распространенностью гипертонии [1-3]. 
Однако даже в относительно недавнем обзоре [4] 
указывается на неоднозначность данных о влия-
нии на артериальное давление воздействия свин-
ца в профессиональных условиях. Проведенные 
в последние годы эксперименты на животных 
были направлены в основном на выяснение воз-
можных механизмов развития как свинцовой ги-
пертонии [5-8], так и нарушений сократительной 
активности миокарда [9-13].

Кардиоваскулярным эффектам кадмиевой на-
грузки организма за последнее десятилетие было 
также посвящено немалое число как эпидемио-
логических [14-17], так и экспериментальных [18-
20] исследований. Особое внимание уделено связи 
повышенных показателей давления крови у чело-
века или клинической гипертонии с повышенной 
концентрацией кадмия в крови и моче человека. 
Такая связь нередко выявлялась и раньше, так 
что уже в 2010 году Gallagher и Meliker [21] могли 
сравнить результаты, полученные в 8 эпидемио-
логических исследованиях, а на основе 5 из них 
провести мета-анализ данных, выводы из кото-
рого они нашли неоднозначными. Последующие 
публикации по проблеме кардио-вазотоксично-
сти кадмия также не позволяют считать её окон-
чательно решённой, хотя утверждение о наличии 
рассматриваемой связи всё же преобладает. Под-
тверждающие её экспериментальные результа-
ты немногочисленны и столь же неоднозначны, 
однако уже давно было отмечено повышение 
кровяного давления у крыс после однократного 
или 5-кратного внутривенного введения ацетата 
кадмия [22], а Almenara с соавт. [18] при 4-недель-
ной затравке хлоридом кадмия с питьевой водой 
наблюдали нарастающее со временем экспози-
ции повышение систолического артериального 
давления (диастолическое не регистрировалось). 
К тому же, некоторые экспериментальные ис-
следования указывают на возможность прямо-
го кадмиевого повреждения кардиомиоцита или 
действия на регуляторные механизмы его сокра-
тительной активности [19, 20, 23].

Целью данной работы являлось изучение со-
стояния сердечно-сосудистой системы при суб-
хронической экспозиции к свинцу и/или кадмию.

Материалы и методы исследования. Экспери-
мент проведен на белых аутбредных крысах-сам-

цах собственного разведения с исходной массой 
тела около 220-225 г.  Содержание животных и все 
манипуляции с ними проводились в соответствии 
с требованиями «Правил надлежащей лабора-
торной практики» (Приказ Минздрава России 
от 01.04.2016 г. №199н) и «Международных руко-
водящих принципов биомедицинских исследова-
ний на животных» (the Council for International 
Organizations of Medical Sciences, 1985.) и были 
одобрены локальным этическим комитетом 
ФБУН ЕМНЦ ПОЗРПП Роспотребнадзора. 

Субхроническая интоксикация моделиро-
валась путем повторных внутрибрюшинных 
инъек ций растворов 3-водного ацетата свинца и 
2,5-водного хлорида кадмия 3 раза в неделю (все-
го 18 введений) при однократной дозе 6,01 мг по 
Pb и 0,377 мг по Cd на кг массы тела. Контроль-
ные животные получали инъекции физиологи-
ческого раствора. Животные были поделены на 
4 группы по 12 особей в каждой: контроль, полу-
чавшие Cd, получавшие Pb, получавшие Cd и Pb. 

Эвтаназия проводилась путем цервикальной 
дислокации через сутки после последнего вве-
дения. На 35 и 37 сутки после начала экспози-
ции (между 15, 16 и 17 введениями) однократно 
у крыс проводилась неинвазивная регистрация 
электрокардиограммы (всего 10 животных из 
группы) с помощью системы ecgTUNNEL (emka 
TECHNOLOGIES, Париж, Франция) и показате-
лей артериального давления (всего 8 животных 
из группы) с помощью системы CODA-HT8 (Kent 
Scientific, Торрингтон, США). Для микроскопиче-
ского гистологического исследования срезы тка-
ней печени, почек, селезенки, головного мозга и 
сердца окрашивали гематоксилином и эозином (у 
4 животных из группы). Для морфометрической 
характеристики тканей использовали окулярную 
сетку Автандилова и систему распознавания изо-
бражений CellSens (Olympus, Гамбург, Германия).

Статистическая значимость межгрупповых 
различий между средними значениями всех по-
лученных показателей оценивалась с помощью 
t-критерия Стьюдента. Данные приведены в ста-
тье как (среднее ± ошибка среднего). Матема-
тическое моделирование бинарного комбини-
рованного действия по всем его измеренным 
эффектам было проведено с помощью методо-
логии построения поверхности отклика - Re-
sponse Surface Method (RSM) с построением на 
её основе изобол Лёве [24].

Результаты и обсуждение. По окончании экс-
перимента наблюдали заметные отклонения от 
контрольных величин большого числа биохими-
ческих, гематологических, морфометрических 
и некоторых других показателей состояния ор-
ганизма крыс после любой токсической экспо-
зиции, которые детально описываются в другой 
публикации [25]. В целом, полученные нами экс-
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периментальные модели изолированных и ком-
бинированной субхронических интоксикаций 
свинцом и кадмием могут быть охарактеризо-
ваны как умеренно выраженные, но свидетель-
ствующие о заметно более высокой токсично-
сти кадмия по большинству показателей, кроме 
специфичных для действия свинца нарушений 
порфиринового обмена и признаков анемии [25]. 

Вместе с тем, статистически значимые корре-
ляции между сдвигами ряда показателей состоя-
ния организма при интоксикации, вызванной 
свинцом или кадмием, и концентрацией соот-
ветствующего металла в крови свидетельствова-
ли не только о таком специфическом для свинца 
действии, но и о вероятной связи с токсическим 
воздействием этих металлов ряда интегральных 
и неспецифических сдвигов. Что касается их ком-
бинированной токсичности, то при RSM-анализе 
была обнаружена (как и во многих других экспе-
риментах нашей исследовательской группы (см. 
обзор [26])) неоднозначность её типа в зависимо-
сти от показателя, по которому он оценивается,  
от уровня эффекта и от соотношения доз [25].

В таблице 1 представлены некоторые гемоди-
намические показатели при изолированных и 
комбинированном воздействии. Видны отличия 
гемодинамических показателей у крыс при свин-
цовой интоксикации от контрольных. Эти отли-
чия не всегда статистически значимы, но в целом 
функционально согласованы и ожидаемы, учи-
тывая упомянутые выше данные о свинцовой 
экспозиции как факторе риска развития артери-

альной гипертонии [1-3, 5-8]. Можно предполо-
жить, что обнаруженная по величинам систоли-
ческого, диастолическаого и среднего давления 
тенденция к артериальной гипертензии в свин-
цовой группе связана с системным повышением 
сопротивления кровотоку. Поэтому становится 
понятным снижение как его скорости (статисти-
чески значимое), так и кровенаполнения хвоста. 
В кадмиевой группе наблюдали снижение всех 
гемодинамических показателей, статистически 
значимое только для ЧСС.

Хорошо согласуется с предполагаемым систем-
ным повышением сопротивления артериальному 
кровотоку и развитие гипертрофии кардиомио-
цитов левого желудочка (рис. 1), средняя толщи-
на которых была статистически значимо выше, 
чем в контрольной группе (табл. 2). Вместе с тем, 
мы не находим объяснения статистически значи-
мому утончению средней оболочки стенки аорты 
в группе крыс при свинцовой экспозиции (табл. 2), 
в то время как в литературе имеются данные (на-
пример, [27]) о том, что у крыс при эксперимен-
тальной артериальной гипертензии почечного 
генеза стенка аорты наоборот утолщается, в ос-
новном, за счёт гиперплазии гладких мышц сред-
ней оболочки. Между тем, она была статистиче-
ски значимо повышена и в нашем эксперименте 
при комбинированном воздействии свинца и кад-
мия, хотя оно сопровождалось повышением ар-
териального давления лишь до практически того 
же уровня, что и при изолированном воздействии 
свинца. Это обстоятельство делает парадоксаль-

Рис. 1. Миокард левого желудочка у крыс (а) контрольной группы; (б) при кадмиевой интоксикации; 
(в) при свинцовой интоксикации. Окраска гематоксилином и эозином; увеличение х200.
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ное утончение средней оболочки аорты при изо-
лированной свинцовой интоксикации ещё труд-
нее объяснимым.

Отметим также, что оба токсичных металла 
статистически значимо снизили толщину вну-
тренней оболочки стенки аорты. Этот эффект 
заслуживает особого внимания, поскольку хоро-
шо известна роль эндотелия, образующего этот 
слой сосудистой стенки, в поддержании гомеос-
таза артериального давления путем регуляции 
процессов вазодилатации и вазоконстрикции. 

В свете тех литературных данных [14, 15, 17, 18, 
22], согласно которым фактором риска развития 
гипертонии может являться не только свинцовая, 
но и кадмиевая (в частности, профессионально 
обусловленная) экспозиция, неожиданным может 

показаться обнаружение в группе крыс, подвер-
гавшейся изолированному воздействию кадмия, 
всех трёх показателей артериального давления 
сниженными по сравнению как с контролем (ста-
тистически не значимо), так и с группой, получав-
шей свинец (статистически значимо), а также ста-
тистически значимое снижение ЧСС. При этом 
скорость кровотока в хвосте мало отличалась от 
контрольной, а кровенаполнение хвоста – от со-
ответствующего показателя свинцовой группы. 

Однако, если снижение давления крови при 
кадмиевой интоксикации мы наблюдаем, кажет-
ся, впервые, то и повышение давления при этой 
интоксикации, судя по литературным данным, 
обнаруживалось далеко не всегда. Так, по дан-
ным Walker и Moses [28] у крыс при добавлении 

Таблица 1
Некоторые гемодинамические показатели при изолированном и комбинированном 

субхроническом действии свинца и кадмия (x±s.e.)

Группы Контроль Cd Pb Pb + Cd 

Систолическое артериальное 
давление, мм рт.ст. 142,66 ± 4,92 130,14 ± 5,70 152,76 ± 4,98# 150,29 ± 4,42 #

Диастолическое артериальное 
давление, мм рт.ст. 103,55 ± 4,47 91,76 ± 4,96 108,92 ± 5,05# 111,61 ± 4,55 #

Среднее артериальное 
давление, мм рт.ст. 116,26 ± 4,57 104,23 ± 5,19 123,20 ± 4,96# 124,14 ± 4,45 #

Частота сердечных 
сокращений, уд. /мин. 332,65 ± 7,42 304,51 ± 9,23c 330,88 ± 12,43 314,20 ± 5,78

Скорость кровотока в хвосте, 
мкл/мин 30,85 ± 2,12 27,20 ± 2,96 22,94 ± 1,37 c 30,09 ± 2,48 *

Объем крови в хвосте, мкл 120,32 ± 9,46 99,58 ± 8,32 102,47 ± 4,21 124,93 ± 12,64

Примечание: индексами обозначено статистически значимое отличие с – от контрольной группы, * - от группы «Pb», 
# - от группы «Cd» (p<0,05 по t-критерию Стьюдента).

Таблица 2
Некоторые морфометрические показатели состояния миокарда и аорты при изолированном 

и комбинированном субхроническом действии свинца и кадмия (x±s.e.)

Группы Контроль Cd Pb Cd + Pb

Толщина кардиомиоцита, нм  6,29 ± 0,15 5,289 ± 0,082с 6,71 ± 0,14с# 4,00 ± 0,10c#*

Число ядер кардиомиоцитов 
на квадрат 6000 нм2 27,05 ± 1,24 16,33 ± 0,40c 15,62 ± 0,29c 16,44 ± 0,35c

Толщина средней оболочки 
стенки аорты, нм 23,53 ± 1,34 23,36 ± 0,56 19,93 ± 0,35с# 29,75 ± 0,84c

Толщина внутренней 
оболочки стенки аорты, нм 6,54 ± 0,43 4,73 ± 0,20с 4,73 ± 0,31с 5,41 ± 0,21c

Примечание: индексами обозначено статистически значимое отличие с – от контрольной группы, * - от группы «Pb»,  
# - от группы «Cd» (p<0,05 по t-критерию Стьюдента).
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кадмия в воду в концентрации 1 мг% артериаль-
ная гипертензия развивалась только к 36-й неделе 
хронической экспозиции, а Boscolo и Carmignani 
[29] вообще не нашли её на протяжении 9-месяч-
ной экспозиции кроликов, потреблявших воду с 
содержанием кадмия в концентрации 20 мкг/мл 
(то есть в 2 раза более высокой, чем в указанном 
эксперименте на крысах).

При описываемой нами комбинированной 
свинцово-кадмиевой интоксикации толщина 
внутренней оболочки аорты была статистически 
значимо увеличена по сравнению с контрольным 
показателем. Вместе с тем, средняя толщина кар-
диомиоцита левого желудочка была статистиче-
ски значимо ниже, чем в свинцовой, кадмиевой 
и в контрольной группе. Такая неоднозначность 
различий по морфометрическим показателям 
состояния миокарда и аорты, возможно, свиде-
тельствует о том, что они зависят не только от 
повышения артериального давления. Токсиче-
ское повреждение кардиомиоцита (вероятнее 
всего, по типу апоптоза), является вполне веро-
ятной причиной ослабления насосной функции 
сердца. Это ослабление и могло быть основной 
причиной пониженного давления крови, кото-
рая при кадмиевой интоксикации, по-видимому, 
превалирует над изменениями сосудистого русла, 
а при свинцовой – наоборот. То, что при комби-
нированной свинцово-кадмиевой интоксикации 
толщина кардиомиоцита также статистически 
значимо снижена по сравнению с контролем, по-
зволяет предположить, что вредный эффект кад-
мия преобладает и в комбинации со свинцом. 

Показатели гемодинамики хвоста при действии 
комбинации свинца и кадмия почти совпадали с 
контрольными, но показатели артериального 
давления были не значимо выше контрольных 
и статистически значимо выше, чем при изоли-

рованном действии кадмия, что вновь позволяет 
допустить гипертензивное влияние именно свин-
ца (табл. 1). При этом ЧСС была несколько ниже 
контрольного значения, но выше, чем в «кадмие-
вой» группе (в обоих случаях статистически не-
достаточно значимо).

RSM-анализ подтверждает превалирующее 
противонаправленное действие свинца и кад-
мия на артериальное давление при комбиниро-
ванной экспозиции (рис. 2a и 2б).  В то же время, 
аналогичный математический анализ их ком-
бинированного действия на скорость кровото-
ка (рис. 2в) и кровенаполнение хвоста позволяет 
прогнозировать, что при каких-то соотношениях 
доз действие этих двух металлов на гемодинами-
ку в целом могло бы быть не противо-, а однона-
правленным и при этом даже супераддитивным. 
Поэтому допустимо предположить, что и обна-
руженное нами гипотензивное действие кадмия 
является лишь фазовым, присущим полученной 
нами кадмиевой интоксикации конкретной тя-
жести и продолжительности. В качестве под-
тверждения возможной фазовости реакции кро-
вяного давления на кадмиевую интоксикацию 
можно привести упомянутое ранее исследование, 
в котором развитие гипертензии у крыс при одно-
кратном внутривенном введении ацетата кадмия 
наблюдалось после временного снижения арте-
риального давления [30]. 

В таблицах 3 и 4 приведены результаты ана-
лиза электрокардиограмм (ЭКГ), записанных 
во втором отведении. Оба металла вызвали 
небольшое удлинение всех межзубцовых ин-
тервалов (статистически значимое только для 
влияния кадмия на длительность комплекса 
QRS, табл. 3). Это замедление развития сер-
дечного цикла соответствует снижению ЧСС 
(394,17 ± 13,35 уд/мин в группе «Cd» и 404,23 ± 

Рис. 2. Примеры изоболограмм, иллюстрирующие неоднозначность типа комбинированно действия кадмия (Cd) и свинца 
(Pb) на различные показатели гемодинамики: (а) на диастолическое артериальное давление (противонаправленность 
действия); (б) на среднее артериальное давление (то же самое); (в) на скорость кровотока в хвосте (разные типы одно- и 
противонаправленного действия при разных соотношениях доз). На осях – дозы металлов в долях соответствующей полной 
дозы; на изоболах – величина соответствующего эффекта.
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10,72 уд/мин в группе «Pb» против 421,14 ± 8,71 
уд/мин в контрольной группе). В то же время, 
при комбинированной экспозиции был удлинён 
и при том статистически значимо только интер-
вал QT, в том числе, и при любой его коррекции 
по ЧСС (табл. 3). Несмотря на это, суммарная 
длительность цикла, оцениваемая по интервалу 
RR, была при комбинированной интоксикации 
укорочена, что также согласуется с некоторым 
учащением сердечных сокращений (433,04  ± 
9,04 уд/мин).

Из всех изменений ЭКГ животных после всех 
трех токсических экспозиций к наиболее весо-
мым можно отнести снижение изоэлектрической 
линии (значимое при комбинированном воздей-
ствии, табл. 4). Это может свидетельствовать о 
каком-то повреждении миокарда или хотя бы о 
метаболических нарушениях в нём.

Можно предположить, что диффузные метабо-
лические (ионообменные и/или энергетические) 
нарушения являются не только и даже не столь-
ко прямым следствием кардиотоксичности ме-

Таблица 3
Интервальные показатели электрокардиограммы во 2-м отведении у крыс при комбинированном 

субхроническом действии свинца и кадмия (x±s.e.)

Группы Контроль Сd Pb Pb + Cd

RR, мс 143,35 ± 3,08 154,67 ± 5,57  149,55 ± 4,18  139,34 ± 2,85# 

Длительность P, мс 14,84 ± 0,17 15,22 ± 0,13  14,85 ± 0,43  14,95 ± 0,26  

PQ, мс 42,80 ± 1,23 43,95 ± 1,31  45,58 ± 1,28  44,21 ± 0,63  

QRS, мс 23,03 ± 0,64 25,06 ± 0,42c 23,43 ± 1,25  24,22 ± 0,77  

QT, мс 65,56 ± 1,13 68,19 ± 1,13  67,25 ± 0,53  70,28 ± 1,44c 

Коррегированный QT 
(формула Базетта) 173,50 ± 3,04 177,70 ± 2,54  172,08 ± 3,61  191,19 ± 2,91c#* 

Коррегированный QT 
(формула Фридерики) 125,41 ± 2,10 129,99 ± 2,18  125,21 ± 2,28  135,67 ± 2,61c* 

Примечание: индексами обозначено статистически значимое отличие с – от контрольной группы, * - от группы «Pb»,  
# - от группы «Cd» (p<0,05 по t-критерию Стьюдента).

Таблица 4
Вольтажные показатели электрокардиограммы во 2-м отведении у крыс при комбинированном 

субхроническом действии свинца и кадмия (x±s.e.)

Группы Контроль Сd Pb Pb + Cd

Изоэлектрическая 
линия, мВ -0,0623 ± 0,0029 -0,0698 ±0,0038  -0,0703 ± 0,0043  -0,0797 ± 0,0036 c 

P, мВ 0,0973 ± 0,0060 0,0885 ±0,0023  0,1036 ± 0,0095  0,1018 ± 0,0041 # 

Q, мВ -0,000299 ± 
0,000075

-0,000139 
±0,000059  -0,00160 ± 0,00073  -0,00185 ±

0,0010  

R, мВ 0,418 ± 0,023 0,427 ± 0,025  0,431 ± 0,036  0,454 ± 0,049  

S, мВ 0,0016 ± 0,0132 -0,0091 ± 0,0122  -0,022 ± 0,018  -0,0179 ± 0,0075  

QRS, мВ 0,388 ± 0,034 0,418 ± 0,030  0,408 ± 0,026  0,420 ± 0,025  

T, мВ 0,1476 ± 0,0097 0,1506 ± 0,0084  0,157 ± 0,018  0,174 ± 0,010  

Примечание: индексами обозначено статистически значимое отличие с – от контрольной группы, # - от группы «Cd»  
(p<0,05 по t-критерию Стьюдента).
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таллов, сколько – в случае свинца – вторичным 
результатом показанной выше гипертрофии кар-
диомиоцитов. Наряду с этим, нельзя исключить 
и связь рассматриваемого ЭКГ-феномена с ток-
сическим повреждением (например, с частич-
ным апоптозом) кардиомиоцитов, косвенным 
морфометрическим показателем которого мо-
жет служить выраженное и при свинцовой, и при 

кадмиевой, и особенно при комбинированной 
интоксикации уменьшение числа ядер на опре-
делённую площадь гистологического препарата 
(табл. 2). 

Вместе с тем, амплитуды всех зубцов не отли-
чались от контрольных значений статистически 
значимо, а имеющиеся различия не были однона-
правленными. 

Рис. 3. Примеры изоболограмм, иллюстрирующие неоднозначность типа комбинированно действия кадмия 
(Cd) и свинца (Pb) на различные показатели ЭКГ: (а) на амплитуду зубца R (аддитивность однонаправленного 
действия); (б) на положение изоэлектрической линии (то же самое); (в) на интервал RR (разные типы одно- и 
противонаправленного действия при разных соотношениях доз); (г) длительность зубца Р (противонаправленное 
действие при сочетании доз среднего и высокого уровня). На осях – дозы металлов в долях соответствующей 
полной дозы; на изоболах – величина соответствующего эффекта.
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Тип комбинированного действия свинца и кад-
мия на ЭКГ по большинству показателей может 
быть расценен как аддитивность (примеры даны 
на рис. 3а и 3б), но и здесь встречаются показате-
ли, на которые действие металлов изменяется в 
зависимости от сочетания доз токсикантов (рис. 
3в). По амплитуде и длительности зубца Р их дей-
ствие может быть расценено как противонаправ-
ленность (рис. 3г). 

Ради сокращения объёма статьи мы не при-
водим данные анализа ЭКГ в 1-м отведении, по-
скольку основанные на нём суждения в принципе 
те же.

Заключение. При оценке гемодинамических 
показателей, обнаружены снижение частоты 
сердечных сокращений и показателей артери-
ального давления при кадмиевой интоксикации, 
но снижение скорости кровотока и повышение 
показателей артериального давления при свин-
цовой. Повышение показателей артериально-
го давления наблюдали и при комбинированной 
экспозиции. На электрокардиограмме обнару-
жены увеличение длительности комплекса QRS 
при кадмиевой интоксикации, увеличение ин-
тервала QT и снижение изоэлектрической линии 

при комбинированном токсическом действии 
свинца и кадмия. Показаны уменьшение толщи-
ны кардиомиоцитов под влиянием кадмиевой и 
комбинированной интоксикации, а под влиянием 
свинцовой – увеличение их толщины. Обнаруже-
но уменьшение толщины внутренней оболочки 
стенки аорты при всех исследованных типах ин-
токсикации, толщина средней оболочки снижа-
лась при действии свинца и увеличивалась при 
комбинированном действии металлов. Любая 
токсическая экспозиция приводила к снижению 
числа ядер на единицу площади гистологическо-
го препарата миокарда. 

Оценка кардиоваскулярной токсичности при 
изолированной или комбинированной экспози-
ции к свинцу и кадмию является далеко не од-
нозначной ни в сравнительном аспекте, ни в 
отношении разных гемодинамических и элек-
трокардиографических эффектов. Несмотря на 
то, что эта важнейшая проблема изучается уже 
довольно давно, относящиеся к ней суждения раз-
ных авторов довольно противоречивы, а наш экс-
перимент дополнительно свидетельствует о том, 
что эта противоречивость объективно обуслов-
лена. 
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Lead-cadmium intoxication is an occupational risk factor for copper-smelting industry workers. People inhabiting 
the areas near the copper plants are also at risk. Subchronic intoxication was modeled by repeated intraperitoneal 
injections of lead acetate and cadmium chloride both in isolation and in combination, 3 times a week for 6 weeks.
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Отравления фосфорорганическими соединениями (ФОС) занимают в общем числе эк-
зотоксикозов одно из ведущих мест. Детоксикацию ФОС на первом этапе попадания в 
организм можно обеспечить с помощью ДНК- или РНК-аптамеров, связывающих яд в 

кровеносном русле. В настоящее время основным способом поиска аптамеров является экспе-
риментальный метод систематической эволюции лигандов экспоненциальным обогащением 
(SELEX). В процессе селекции аптамеров необходима иммобилизация молекулы-мишени че-
рез стрептавидин-биотиновый комплекс. Поскольку молекула отравляющего вещества имеет 
небольшие размеры, для увеличения ее доступности для связывания с аптамером необходимо 
использование спейсера между ФОС и биотином. Цель данной работы – на примере параоксона 
оптимизировать процедуру селекции аптамеров к ФОС путем увеличения доступности иммоби-
лизованной  через стрептавидин-биотиновый комплекс молекулы отравляющего вещества. Для 
этого методами молекулярного моделирования были протестированы три спейсера между ФОС 
и биотином: три звена полиэтиленгликоля (3-ПЭГ), четыре звена полиэтиленгликоля (4-ПЭГ) 
и аминогексил. Конформация комплекса биотинилированного параоксона со стрептавидином и 
процесс взаимодействия параоксона со связывающим фрагментом аптамера были смоделирова-
ны методами молекулярного докинга и молекулярной динамики. Оценка возможности биотини-
лированного параоксона связаться с аптамером была проведена путем анализа площади поверх-
ности параоксона, доступной растворителю, а также с помощью расчета свободных энергий 
связывания. Было показано, что только в случае использования аминогексила иммобилизован-
ный параоксон может связаться с аптамером. На заключительном этапе был проведен синтез 
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Введение. Отравления фосфорорганическими 
соединениями (ФОС) занимают в общем числе 
экзотоксикозов одно из ведущих мест [1]. Эффек-
тивность антидотной, симптоматической и про-
филактической терапии можно существенно по-
высить за счет усиления детоксикации ФОС на 
первом этапе поступления яда в организм – в кро-
веносном русле, что позволит уменьшить токси-
ческое действие ФОС на ацетилхолинэстеразу 
нервно-мышечных и  нейрональных синапсов. 
Высокоаффинное связывание ФОС в кровенос-
ном русле можно обеспечить с помощью ДНК- 
или РНК-аптамеров, представляющих собой ко-
роткие нити олигонуклеотидов [2]. 

Основным способом поиска аптамеров в  на-
стоящее время является метод систематической 
эволюции лигандов экспоненциальным обогаще-
нием – SELEX (Systematic Evolution of Ligands by 
Exponential Enrichment). Процесс основан на по-
стадийной селекции и амплификации олигону-
клеотидных последовательностей, обладающих 
максимальным сродством к молекуле-мишени [3]. 
При селекции аптамеров к высокомолекулярным 
соединениям для этапа инкубации молекула-ми-
шень иммобилизуется через стрептавидин-био-
тиновый комплекс, затем к  иммобилизован-
ным мишеням добавляют олигонуклеотиды [4]. 
В случае ФОС применение этого подхода затруд-
нительно, поскольку молекула отравляющего 
вещества имеет небольшие размеры и ее доступ-
ность на поверхности стрептавидин-биотино-
вого комплекса ограничена. Для увеличения ее 
доступности для связывания с аптамером необ-
ходимо использование полимерного спейсера 
между ФОС и биотином. Цель представленного 
исследования – с помощью компьютерного мо-
делирования на примере параоксона протестиро-
вать возможность применения следующих спей-
серов: трех звеньев полиэтиленгликоля (3-ПЭГ), 
четырех звеньев полиэтиленгликоля (4-ПЭГ) 
и аминогексила, а затем синтезировать наиболее 
подходящий из них. Химические формулы пара-
оксона, связанного с биотином с помощью спей-
серов, представлены на рисунке 1.

Материалы и методы исследования. Молеку-
лярный докинг биотинилированного параоксо-
на в сайт связывания стрептавидина проводили 
с  помощью программного пакета Autodock4.0 
[5]. Трехмерные модели лигандов конструирова-
ли с помощью программного пакета HyperChem 
[6]. В качестве трехмерной модели стрептавиди-
на использовали данные рентгеноструктурного 
анализа молекулы стрептавидина со связанной 
молекулой биотина из базы данных белковых 
структур [7], код структуры 3ry2 [8]. В исследуе-
мом центре связывания белка строили решетку 
аппроксимации размером 60 узлов в x-, y-, и z-на-
правлении и с шагом 0.0375 нм. Для поиска оп-

тимальных конформаций использовали ламар-
ковский генетический алгоритм [5] с  числом 
запусков равным 50. Конформацию с минималь-
ным значением константы диссоциации Kd от-
бирали как итоговую и использовали в качестве 
стартовой структуры для дальнейшей симуляции 
методом молекулярной динамики. 

Конформационные изменения во времени ком-
плексов биотинилированного параоксона со 
стрептавидином рассчитывали методом молеку-
лярной динамики с помощью программного па-
кета Gromacs 5.0.4 [9] с использованием силового 
поля CHARMM [10]. Комплекс, полученный ме-
тодом молекулярного докинга, виртуально по-
мещали в периодическую кубическую решетку, 
заполненную молекулами воды. Для нейтрализа-
ции заряда в систему добавляли ионы натрия. Для 
описания молекул воды использовали модель-
ный потенциал, описанный в работе в [11]. Для 
поддержания в расчетном эксперименте постоян-
ной температуры 300 К и постоянного давления 
1 бар применяли термостат с масштабируемыми 
скоростями «V-rescale» [12] и баростат Берендсе-
на [13] с временными константами 0,1 пс и 1 пс, 
соответственно. Дальние электростатические 
взаимодействия рассчитывали методом Эвальда 
[14]. Взаимодействия Леннард-Джонса не учиты-
вали при межатомном расстоянии больше 1 нм. 
Длины связей поддерживали постоянными с по-
мощью алгоритма LINCS [15]. Расчету конфор-
мационных изменений методом молекулярной 
динамики предшествовала релаксация системы 
длиной 100 пс. Для исследования конформацион-
ных изменений параоксона, иммобилизованного 
через стрептавидин-биотиновую систему, время 
симуляции составило 5 нс с шагом интегрирова-
ния 0,002 пс.

Оценку энергий связывания проводили мето-
дом, сочетающим использование молекулярной 
механики и решение уравнения Пуассона-Боль-
цмана (molecular mechanics – Poisson Boltzmann 
surface area, MM-PBSA) [16] с помощью модуля  
g_mmpbsa [17], встроенного в программный пакет 
Gromacs. Метод MM-PBSA позволяет оценить 
энергию образования комплекса рецептор-ли-
ганд из траекторий молекулярной динамики. 
В этом подходе свободная энергия связывания 
ΔGbind рассчитывается по формуле (1):

ΔGbind = GRL – (GR + GL) (1),
где G – свободная энергия системы, индекс R 

ссылается на рецептор, L – лиганд, RL – комплекс 
рецептор-лиганд. Свободная энергия каждой мо-
лекулы или комплекса рассчитывается по фор-
муле (2):

GX= EMM+Gsolv-TSMM (2),
где индекс X ссылается на рецептор, лиганд или 

их комплекс, EMM – потенциальная энергия моле-
кулы или комплекса, рассчитанная методом мо-
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лекулярной механики в вакууме, Gsolv – свободная 
энергия сольватации, ТS – энтропийная состав-
ляющая свободной энергии системы в вакууме, 
Т и S – температура и энтропия соответственно. 

Свободная энергия сольватации рассчитывает-
ся по формуле (3): 

Gsolv = Gpolar + Gnon-polar (3),
где Gpolar и Gnon-polar – вклад полярных и неполяр-

ных взаимодействий соответственно в  свобод-
ную энергию сольватации.

EMM рассчитывается как сумма ковалентных, 
ван-дер-ваальсовых и электростатических взаи-
модействий. 

Предыдущие исследования выявили, что в те-
чение симуляции молекулярной динамикой про-
исходят очень большие колебания энтропии. Бы-
ло показано, что расчет только энтальпийного 
компонента лучше коррелирует с  эксперимен-

тальными данными, чем расчет 
полной свободной энергии [17]. 
Поэтому в нашей работе мы рас-
считывали только энтальпийную 
составляющую свободной энер-
гии образования комплекса. 

В данной работе значение сво-
бодной энергии образования ком-
плекса рассчитывали каждые 
10  пс в  течение симуляции. Та-
ким образом, результатом запу-
ска модуля g_mmpbsa для одной 
траектории молекулярной дина-
мики было 500 значений свобод-
ной энергии. Итоговое значение 
рассчитывали из полученных 500 
значений как среднее ± стандарт-
ное среднее отклонение.

Материалы для синтеза био-
тинилированного параоксона 
(схема 1) были получены с помо-
щью следующих процедур:

трет-Бутил (6-гидроксигексил) 
карбамат (соединение 2). К рас-
твору 1 г (8,53 ммоль) аминогекса-
нола в 10 мл хлористого метилена 
медленно прикапали 2,05 г (9,39 
ммоль) бок-ангидрида. По окон-
чании прикапывания раствор 
перемешивали еще 2 часа, затем 
упарили досуха в вакууме. Полу-
чили 1,85 г (100 %), который ис-
пользовали в следующей стадии 
без дополнительной обработки. 
HPLC-MS [M+H]+ m/z вычислено 
C6H15NO (- бок): 118.17, получено: 
118.12.

(6-[(трет-Бутоксикарбонил)
амино]гексил этил 4-нитрофе-
нилфосфат (соединение 4). К рас-

твору 0,3 г (1,38 ммоль) соединения 2 в 5 мл без-
водного хлористого метилена прибавили 0,353 
г (1,38 ммоль) паранитрофенилдихлорфосфа-
та (соединение 3). Затем прибавили 0,279 г (2,76 
ммоль) сухого триэтиламина и оставили на ночь 
при перемешивании под аргоном. Затем приба-
вили 0,095 г (2,07 ммоль) безводного этилового 
спирта и 0,140 г (1,38 ммоль) сухого триэтилами-
на. Реакционную массу перемешивали 2 часа под 
аргоном. Контроль реакции вели по HPLC-MS. 
Образовавшийся осадок триэтиламина гидрох-
лорида отфильтровали, фильтрат упарили досу-
ха в вакууме. Продукт выделяли на хроматогра-
фической колонке (элюент DCM : MeOH – 20:1, 
Rf=0,45 для соотношения 10:1), получили 120 мг 
(20 %) соединения 4 в виде желтоватого масла 
и 230 мг (37 %) (6-[(трет-бутоксикарбонил)ами-
но]гексил 4-нитрофенил гидрофосфата в  виде 

Рис. 1. Параоксон, биотинилированный с помощью трех звеньев 
полиэтиленгликоля (3-ПЭГ), четырех звеньев полиэтиленгликоля (4-ПЭГ) 
и аминогексила в качестве спейсеров.
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желтоватого масла в качестве основного побоч-
ного продукта. HPLC-MS [M+H]+ m/z вычислено 
C14H23N2O6Р (- бок): 347.19, получено: 347.05.

6-Аминогесил этил 4-нитрофенилфосфа-
та трифторацетат (соединение 5). 0,120 г (0,269 
ммоль) соединения 4 растворили в 3 мл хлористо-
го метилена, прибавили 0,3 г трифторуксусной 
кислоты. Реакционную массу оставили на ночь 
при интенсивном перемешивании. Затем приба-
вили еще 0,3 г трифторуксусной кислоты и пе-
ремешивали дополнительно 5 часов. Контроль 
за прохождением реакции осуществляли по тон-
кослойной хроматографии (DCM: MeOH – 10 : 1, 
Rf=0,55) до полного исчезновения пятна исходно-
го соединения. Растворитель отгоняли в вакууме, 

дополнительно переупаривали с 5 мл хлористого 
метилена, получили 0,131 г соединения 5 в виде 
масла коричневатого цвета. Продукт использова-
ли в следующей стадии без дополнительной обра-
ботки. HPLC-MS [M+H]+ m/z C14H23N2O6Р: 347.19, 
получено: 346.98.

6-({5-[(3aS,4S,6aR)-2-оксогексагидро-1H-тие-
но[3,4-d]имидазол-4-ил]пентаноил}амино)гек-
сил этил 4-нитрофенил фосфат (соединение 1). 
В колбу загрузили 0,124 г (0,269 ммоль) соеди-
нения 5, 4 мл безводного диметилформамида 
и 0,24  мл сухого триэтиламина до рН=8. Смесь 
перемешивали 15 минут под аргоном. Затем при-
бавили 0,053 г (0,215 ммоль) биотина и  0,102 г 
(0,269 ммоль) HBTU. Оставили на ночь при пере-

Схема 1. Синтез параоксона, связанного с биотином через аминогексил. Реагенты: (а) 
CH2Cl2; (b) TEA, CH2Cl2; (c) TFA, CH2Cl2; (d) HBTU, TEA, DMF.



16

мешивании под аргоном. Растворитель отогнали 
в вакууме досуха. Полученное масло очищали на 
хроматографической колонке (DCM : MeOH – 
100 : 1  20 : 1, Rf = 0,5 при соотношении 9 : 1), 
получили 63 мг грязного продукта, далее очища-
ли на препаративном хроматографе, получили 12 
мг (10 %) соединения 1. HPLC-MS [M+H]+ m/z вы-
числено C24H37N4O8PS: 573.21, получено: 573.13.

Результаты и обсуждение. На первом этапе был 
проведен молекулярный докинг параоксона, био-
тинилированного через три изучаемых спейсера, 
в сайт связывания стрептавидина. Полученные 
конформации мы сравнили со структурой био-
тин-стрептавидин, полученной методом рентге-
ноструктурного анализа [8]. Для всех трех спей-
серов в конформации с минимальным значением 
константы диссоциации Kd положение биотино-
вого фрагмента лиганда совпадает с положением 
биотина в центре связывания стрептавидина. Эта 
конформации стали стартовыми для расчета кон-
формационных изменений методом молекуляр-
ной динамики. Длина траектории составила 5 нс. 

По полученным траекториям были рассчитаны 
зависимости от времени величин среднеквадра-
тичных отклонений (root mean square deviation – 
RMSD) атомов С  молекулы стрептавидина от их 
начального положения. Анализ полученной зави-
симости показал, что через 1-2 нс для всех трех 
исследуемых комплексов значение RMSD выхо-
дит на плато, что говорит о стабилизации систе-
мы. Конечные конформации комплексов пред-
ставлены на рисунке 2.

По полученным траекториям была построе-
на временная зависимость площади поверхно-
сти параоксона, доступной растворителю (solvent 
accessible surface area, SASA, рис. 3).

В случае использования спейсера 3-ПЭГ 
бензольное кольцо и  нитрогруппа параоксо-
на «спрятаны» в  углублении на поверхности 
стрептавидина (рис. 2А). Анализ этого ком-
плекса показал, что атомы кислорода нитро-
группы параоксона находятся в близком кон-
такте с  NH-группами остова остатков Gly48 
и  Asn49, по всей видимости, между кислоро-
дами параоксона и водородами этих NH-групп 
образуются водородные связи, удерживающие 
параоксон внутри глобулы белка. Значение па-
раметра SASA параоксона оставалось самым 
низким на протяжении всей симуляции (рис. 
3). Полученные данные указывают на то, что 
3-ПЭГ слишком короткий и не может быть ис-
пользован в качестве спейсера для иммобили-
зации параоксона на биотине.

В случае использования спейсеров 4-ПЭГ 
и аминогексила, спейсер достаточно длинный, 
доступность параоксона для взаимодействия 
с  олигонуклеотидами на протяжении симуля-
ции выше, чем в  случае использования 3-ПЭГ 
(рис. 3). Более того, согласно значениям SASA, 
4-ПЭГ более предпочтителен, чем аминогексил. 
Однако за счет разной химической структуры 
спейсеров (четыре отрицательно заряженных 
атома кислорода у 4-ПЭГ и алифатическая угле-
водородная цепочка у аминогексила), положение 
параоксона относительно поверхности стрепта-
видина различно (рис. 4Б, В). Скажется ли такое 
различие на эффективности взаимодействия па-
раоксона с олигонуклеотидами, мы проверили 
на следующем этапе исследования.

Ранее нами методами молекулярного модели-
рования были найден ДНК-аптамер, максималь-
но эффективно связывающих параоксон: 

Рис. 2. Конформация параоксона, иммобилизованного через стрептавидин-биотиновый комплекс с использованием 
в качестве линкеров трех звеньев полиэтилингликоля (3-ПЭГ, A), четырех звеньев полиэтилингликоля (4-ПЭГ, Б), 
аминогексила (В), по данным молекулярной динамики.



17

5’-AGCTTGCTGC10AGCGATCTTT20GATCGC
CACA30GAGCT-3’,

в котором нуклеотиды С17, Т18, Т19, Т20, а так-
же частично G21 непосредственно взаимодей-
ствуют с молекулой параоксона. Согласно нашим 
расчетам, значение свободной энергии связыва-
ния этого аптамера с  параоксоном составило 
-124.4±13.6 кДж/моль.

Мы проверили способность иммобилизованно-
го параоксона связываться с этим нуклеотидным 
фрагментом. К комплексам стрептавидина с био-
тинилированным параоксоном, полученным ме-

тодом молекулярного докинга, был добавлен 
пентануклеотид 5’-CTTTG-3’, который виртуаль-
но был помещен в непосредственной близости от 
параоксона. Дальнейшие конформационные из-
менения этих трех систем были рассчитаны ме-
тодом молекулярной динамики, свободные энер-
гии связывания пентануклеотида с параоксоном 
были оценены методом MM-PBSA. Полученные 
в  результате расчета структуры представлены 
на рисунке 4. Рассчитанные значения свободных 
энергий связывания пентануклеотида с параок-
соном представлены в таблице.

Рис. 4. Комплекс связывающего фрагмента аптамера к параоксону 5’-CTTTG-3’ с параоксоном, иммобилизованного через 
стрептавидин-биотиновый комплекс с использованием в качестве линкеров трех звеньев полиэтиленгликоля (3-ПЭГ, A), 
четырех звеньев полиэтиленгликоля (4-ПЭГ, Б), аминогексила (В), по данным молекулярной динамики.

Рис. 3. Зависимость от времени площади поверхности, доступной растворителю (SASA), параоксона, 
иммобилизованного через стрептавидин-биотиновый комплекс с использованием в качестве спейсеров трех 
звеньев полиэтиленгликоля (3-ПЭГ), четырех звеньев полиэтиленгликоля (4-ПЭГ) и аминогексила.
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В случае использования спейсера 3-ПЭГ, пен-
тануклеотид не смог связаться с  параоксоном, 
и более того, полностью оторвался от комплек-
са стрептавидин-параоксон (рис. 4А). В  случае 
использования спейсера 4-ПЭГ фрагмент апта-
мера также не смог связаться с параоксоном. От-
рицательно заряженный пентануклеотид связал-
ся с областью поверхности белка, ограниченной 
с двух сторон положительно заряженными Arg84 
и Lys121 (рис. 4Б). Более того, и в случае 3-ПЭГ, и в 
случае 4-ПЭГ, средняя по траектории свободная 
энергия связывания фрагмента аптамера с пара-
оксоном близка к нулю (табл.), что говорит о нуле-
вой аффинности пентануклеотида к параоксону.

Лишь в  случае использования аминогексила 
в качестве спейсера фрагмент аптамера оставал-
ся связанным с параоксоном в течение всех 5 нс 
расчетного времени. Расчет свободной энергии 
связывания фрагмента аптамера с параоксоном 
показал максимальную среди трех спейсеров 
аффинность пентануклеотида к отравляющему 
агенту (табл.).

Анализируя вклад различный взаимодействий 
в суммарную свободную энергию (табл.), можно 
заметить, что для всех трех спейсеров Evdw при-
мерно в равной степени компенсируется энерги-
ей сольватации, то есть чем сильнее стерическое 
взаимодействие между атомами нуклеотида и па-
раоксона, тем больше требуется энергии на вы-
теснение молекул воды. Поэтому можно сделать 
вывод, что возможность связывания биотинили-

рованного параоксона с пентануклеотидом за-
висит преимущественно от электростатических 
взаимодействий в системе.

Таким образом, согласно полученным нами 
данным, в экспериментах по селекции аптамеров 
к ФОС для иммобилизации отравляющих аген-
тов через стрептавидин-биотиновый комплекс 
лучшим спейсером является аминогексил.

На заключительном этапе был проведен синтез 
параоксона, связанного с биотином через амино-
гексил. Процесс синтеза представлен на схеме 
1. Бокилирование 6-аминогексанола проводили 
по стандартной методике, к раствору 6-амино-
гексанола в хлористом метилене прикапывали 
бок-ангидрид. Реакция проходит при комнатной 
температуре в течение 2 часов, с последующей 
отгонкой растворителя. Соединение 2 использо-
вали в  следующей стадии без дополнительной 
очистки.

Замещение атомов хлора паранитрофенил-
дихлорфосфата (соединение 3) проводили по 
методике, описанной в [18]. Реакцию проводили 
в безводном хлористом метилене в присутствии 
триэтиламина в качестве акцептора хлористого 
водорода при комнатной температуре, с последу-
ющей очисткой на хроматографической колонке 
(элюент DCM : MeOH – 20 : 1, Rf = 0.45) получали 
продукт с 20 % выходом. В качестве основного 
побочного продукта образуется (6-[(трет-буток-
сикарбонил)амино]гексил 4-нитрофенил гидро-
фосфат с выходом 37 %. 

Таблица 
Энергетические характеристики связывания пентануклеотида 5’-CTTTG-3’ с параоксоном, 

иммобилизованным через стрептавидин-биотиновый комплекс с использованием в качестве 
линкеров трех звеньев полиэтилингликоля (3-ПЭГ), четырех звеньев полиэтилингликоля (4-ПЭГ) 

и аминогексила

Энергия, кДж/моль 3-ПЭГ 4-ПЭГ аминогексил

Evdw -28±17 -53±30 -152±12

Eel -28±16 -25±13 -125±26

EMM -56±27 -78±40 -276±21

ΔGpolar 58±35 86±30 218±30

ΔGnon-polar -3±2 -6±3 -14±1

ΔG -1±22 2±30 -72±23

Evdw – энергия ван-дер-ваальсовых взаимодействий пентануклеотида и параоксона, Eel – энергия электростатических 
взаимодействий пентануклеотида и параоксона, EMM – потенциальная энергия взаимодействия пентануклеотида 
и параоксона, EMM=Evdw+Eel. Gpolar и Gnon-polar – вклад полярных и неполярных взаимодействий в свободную энергию 
сольватации, ΔG – итоговое значение свободной энергии образования комплекса (подробнее см. раздел Материалы 
и методы исследования).
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Бок-защиту соединения 4 снимали в хлористом 
метилене в присутствии трифторуксусной кисло-
ты, с образованием соответствующей трифтора-
цетатной соли 7. Контроль прохождения реакции 
вели по HPLC-MS. Растворитель отгоняли в ва-
кууме досуха и использовали полученный про-
дукт в  следующей стадии без дополнительной 
очистки.

Образование амидной связи проводили по из-
вестной методике с использование HBTU в каче-
стве активатора карбоксильной группы. Реакцию 
проводили в безводном N,N-диметилформами-
де в присутствии триэтиламина при комнатной 
температуре. Контролировали ход реакции по 
HPLC-MS. По данным жидкостной хроматогра-
фии в смеси присутствует исходное соединение, 
дальнейшая выдержка не приводит к увеличе-
нию продукта. Реакция идет с большим количе-
ством побочных соединений, продукт чистили 
на хроматографической колонке (элюент DCM : 
MeOH – 100 : 1  20 : 1, Rf = 0.5 при соотношении 
DCM : MeOH – 9 : 1) и препаративном хромато-
графе с выходом 10 %.

Важность правильного выбора спейсера для 
биотехнологических экспериментов обсужда-
ется во многих исследованиях. Например, еще 
в 1994 году авторы работы [19] показали суще-
ственное влияние длины спейсера на фермента-
тивную активность папаина, иммобилизованно-
го на пористых хитозановых бусах. В работе [20] 
антимикробный пептид цекропин Р1 иммобили-
зовывали на самособирающемся монослое с при-
менением полиэтиленгликолевых спейсеров раз-
ной длины. Оказалось, что длина ПЭГ влияет на 
конформацию CP1 и, как следствие, на его анти-
бактериальную эффективность. В нашем иссле-
довании мы впервые продемонстрировали, что 
при подборе спейсера для экспериментов SELEX 
важно учитывать не только его длину, но и элек-
тростатические характеристики. 

Мы не ставили перед собой задачу проводить 
подробный анализ межмолекулярных взаимо-
действий в системе стрептавидин-биотин-спей-
сер-параоксон-аптамер. Но нельзя не обратить 
внимание на тот факт, что иммобилизованный 
на стрептавидине (даже на лучшем спейсере) па-
раоксон, согласно данным in silico, слабее взаимо-
действует с олигонуклеотидной последователь-
ностью, чем в свободном состоянии. А в случае 
использования спейсера 4-ПЭГ, олигонуклеотид 
и вовсе заякорился на молекуле стрептавидина 
и стал недоступным для параоксона. Это наблю-
дение наводит на мысль, что в условиях in vivo 
в кровеносном русле аптамер будет работать со-
всем не так, как в условиях идеального раствора 
in vitro. Тем не менее, проводится очень мало ис-
следований, изучающих возможность взаимодей-
ствия полученных in vitro аптамеров с другими 

компонентами «живой» среды, в первую очередь 
белками плазмы крови. В случае стрептавидина, 
олигонуклеотид заякорился на положительно за-
ряженные Arg84 и Lys121. На поверхности аль-
бумина, мажорного белка плазмы крови, также 
присутствуют положительно заряженные амино-
кислоты [21], которые могут перетянуть на себя 
аптамер. Эти догадки подтверждаются и экспе-
риментально. В работе [22] экспериментальным 
методом MALDI-MS и методами молекулярно-
го моделирования было исследовано взаимодей-
ствие трех аптамеров к  различным мишеням 
с сывороточным альбумином и было показано, 
что все они могут связываться с  этим белком 
и частично терять биологическую доступность 
в плазме крови, а, значит, и терапевтическую эф-
фективность. Связывающая и эстеразная актив-
ность альбумина является объектом присталь-
ного внимания в  последние годы, происходит 
переоценка роли этого белка в транспорте и воз-
можной детоксикации ФОС [23]. Авторы рабо-
ты [24] методом плазмонного резонанса исследо-
вали взаимодействие трёх известных аптамеров 
к тромбину с альбумином и другими релевант-
ными компонентами плазмы крови – протромби-
ном и ингибиторами тромбина. На основании по-
лученных данных они предсказали, что один из 
трёх аптамеров, работающий in vitro, не будет до-
статочно эффективно работать in vivo. Таким об-
разом, получение аптамеров к ФОС с помощью 
методов SELEX и молекулярного моделирова-
ния не является конечным этапом перед их те-
стированием. Требуется анализ взаимодействия 
полученных олигонуклеотидов с компонентами 
плазмы крови, чтобы предсказать, будет ли апта-
мер работать in vivo, и если нет, из-за каких имен-
но компонентов среды.

Заключение. В представленной работе впервые 
было показано, что в экспериментах по селекции 
аптамеров к ФОС для иммобилизации отравля-
ющих агентов через стрептавидин-биотиновый 
комплекс лучшим спейсером является аминогек-
сил. Впервые был проведен химический синтез 
параоксона, биотинилированного через амино-
гексил в качестве спейсера. Впервые продемон-
стрировано, что при подборе спейсера для экспе-
риментов SELEX важно учитывать не только его 
длину, но и электростатические характеристики. 
Полученная информация об эффективной им-
мобилизации отравляющих веществ может быть 
использована в других областях эксперименталь-
ной токсикологии и медицины.
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Poisoning with organophosphorus compounds occupy one of the leading places in exotoxicosis. At the first 
stage, the detoxification of organophosphates can be provided with the help of DNA or RNA aptamers that bind 
the poison in the bloodstream. Currently, the main method of searching for aptamers is the experimental method 
of systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX). In the process of aptamer selection, the 
target molecule must be immobilized via the streptavidin-biotin complex. Since the poison molecule is small in 
size, to increase its availability for binding to aptamer, it is necessary to use a spacer between organophosphorus 
compounds and biotin. The aim of this work was to optimize the selection of aptamers for organophosphorus 
compounds by increasing the availability of a poison molecule immobilized via the streptavidin-biotin complex on 
the example of paraoxon. For this purpose, three spacers between organophosphorus compounds and biotin were 
tested using molecular modeling methods: three links of polyethylene glycol (3-PEG), four links of polyethylene 
glycol (4-PEG) and aminohexyl. The conformation of the biotinylated paraoxon complex with streptavidin and 
the interaction of paraoxon with the binding fragment of the aptamer were modeled using molecular docking 
and molecular dynamics methods. The ability of biotinylated paraoxon to bind to the aptamer has been evaluated 
by analyzing the surface area of the paraoxon available to the solvent, as well as by calculating the free binding 
energies. It has been shown that only in the case of aminohexyl immobilized paraoxon can contact the aptamer. 
At the final stage, the synthesis of paraoxon bound to biotin via aminohexyl was carried out.
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КОРРЕКЦИЯ ТОКСИЧЕСКОГО 
ПОРАЖЕНИЯ ПЕЧЕНИ 
СТВОЛОВЫМИ КЛЕТКАМИ

УДК  616.36-002 : 616.08 : 615.361.36  

Г.А. Протасова, Л.В. Шабашева, 
В.Б. Попов

ФГУП НИИ гигиены профпатологии 
и экологии человека ФМБА России, 
188663, Ленинградская обл�, 
Всеволожский р-н, г� п� Кузьмоловский, 
Российская Федерация 

Проведена оценка эффективности использования клеток фетальной печени (КФП) для кор-
рекции острого токсического гепатита, индуцированного CCl4. Воздействие СCl4 в  дозе 
3000 мг/кг приводило к выраженным центролобулярным некрозам, гидропической, бел-

ковой, углеводной и жировой дистрофиям, сосудистым расстройствам. Изучена динамика мор-
фологических изменений в печени с оценкой роли собственного регенераторного потенциала 
(с использованием патоморфологических, гистохимических и иммунофлуоресцентных методов 
исследования). Проведено фенотипирование клеточного материала, выявлена экспрессия энто-
дермальных и мезодермальных маркеров, характерных для печеночного эпителия, гемопоэти-
ческих стволовых клеток и клеток мезенхимы. Через 3 сут. после трансплантации КФП отмеча-
ли снижение интенсивности некротических и дистрофических процессов в паренхиме печени, у 
некоторых животных происходило восстановление трабекулярного строения центральных зон 
печени, а к 5 -7 сут. введение фетальных клеток устраняло у части животных сосудистые нару-
шения. Полученные результаты могут служить обоснованием для использования клеток фе-
тальной печени при лечении острых токсических гепатитов.

Ключевые слова: острый гепатит, коррекция, фетальные клетки.

Цит: Г.А. Протасова, Л.В. Шабашева, В Б. Попов. Коррекция токсического поражения печени стволовыми клетками. 
Токсикологический вестник. 2020; 4: 21-26

Введение. Промышленные токсиканты, при-
родные токсины, лекарственные средства, алко-
голь, вирусы и т. п. вызывают разнообразные по 
механизмам действия и клиническим проявле-
ниям патологические изменения в печени [1, 2]. 
В мире насчитывается более 2 млрд. человек с раз-
личной гепатобилиарной патологией, что в 100 
раз превышает распространенность ВИЧ-ин-
фекции. Проблема заболеваний печени токси-
ческого генеза приобретает все большую акту-
альность в связи с высокими темпами развития 
химической и фармацевтической промышленно-
сти, внедрением их продукции во все сферы жиз-
ни человека. Среди этиологических факторов 
риска развития токсических поражений печени 
особая роль принадлежит нерациональной фар-
макотерапии. Согласно статистическим данным 
только от побочных эффектов применения меди-
каментозных средств в мире ежегодно страдает 
до 1 млн. человек, причем в 180 тысячах случаев 
именно негативное побочное действие лекарств 
является непосредственной причиной летально-

го исхода [3]. Проблема лечения патологии пече-
ни до настоящего времени остается до конца не-
решенной, т.к. число пациентов с диффузными 
поражениями печени и исходом в тяжелую пече-
ночную недостаточность увеличивается, и коле-
блется в пределах от 50 до 70 % [4]. Единственно 
эффективным методом лечения таких патоло-
гий является трансплантация печени [5]. Одна-
ко существующий дефицит донорских органов, 
высокая стоимость трансплантации и быстрое 
течение патологических процессов при острой 
печеночной недостаточности не позволяют боль-
ным с печеночной патологией получить своевре-
менно необходимую для них помощь. Альтерна-
тивой трансплантации печени могут стать новые 
разрабатываемые перспективные методы лече-
ния, основанные на стимуляции собственных 
стволовых клеток и применении клеточной тера-
пии, в том числе фетальных стволовых клеток. 
Эффективность коррекции пораженной печени 
и ее функционирование главным образом зави-
сят от используемого клеточного материала [6, 7, 
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8]. Основными источниками клеток для терапии 
заболеваний печени являются: дифференциро-
ванные гепатоциты, стволовые клетки, получен-
ные из фетальных органов и органов взрослого 
организма [9, 10], в том числе из костного мозга – 
мезенхимальные клетки [11, 12]. Наиболее пер-
спективным источником получения гепатоцитов 
человека являются эмбриональные стволовые 
клетки и  клетки с  индуцированной плюрипо-
тентностью [13, 14]. Однако применение клеточ-
ной терапии при патологиях печени является 
сложным многостадийным процессом, требую-
щим детального понимания особенностей диф-
ференцировки и регенерации гепатоцитов.

Целью настоящего исследования являлась 
оценка эффективности применения суспензии 
КФП для коррекции острого токсического пора-
жения печени животных. 

Материалы и  методы исследования. Работа 
проведена на половозрелых аутбредных СПФ 
самках крыс, полученных из питомника «Пу-
щино» (г. Пущино, Московская область). Содер-
жание и  кормление лабораторных животных 
производилось в  соответствии с  «Правилами 
надлежащей лабораторной практики» (Приказ 
Минздрава России от 01.04.2016 № 199н.)

Сформировано четыре группы животных (по 6 
животных в группе):

- группа контроля (интактные животные);
- группа позитивного контроля – ПК (живот-

ным в/ж вводили ССl4 в дозе 3000 мг/кг);
- группа животных с введением кондициони-

рованной культуральной среды, (однократное 
в/ж введение CCl4 + ежедневное внутрибрюшин-
ное введение культуральной среды (2-3 пассажи 
мезенхимальных стволовых клеток  – МезСК) 
в объеме 1 мл;

- группа животных с  инъекцией КФП (одно-
кратное в/ж введение CCl4 в дозе 3000 мг/кг + од-
нократное в/в введение суспензии КФП в количе-
стве 5 миллионов, в объеме 100 мкл).

Для моделирования острого токсического по-
вреждения печени крысам однократно внутри-
желудочно вводили CCl4 в масляном растворе, 
в дозе 3000 мг/кг. Животных через 1, 3, 5, 7, 16 сут. 
после воздействия подвергали эвтаназии с помо-
щью эфира. В качестве контроля использовали 
интактных животных. Для патоморфологиче-
ского анализа у животных иссекали печень, ко-
торую фиксировали в 10 % формалине, провод-
ку осуществляли в гистологическом процессоре 
замкнутого цикла Tissue-Tek VIP (Sakura Япо-
ния), заливку в парафин проводили на станции 
парафиновой заливки Tissue – Tek TEC (Sakura 
Япония), срезы толщиной 4 мкм изготавливали 
на ротационном микротоме Accu – Cut SRM 200 
(Sakura Япония). Гистологические срезы окра-
шивали азур – эозином, на коллаген по Ван-Гизо-

ну. Для обнаружения жировых включений срезы 
печени толщиной 8 мкм окрашивали суданом 3 
[15]. 

Получение кондиционированной среды от ме-
зенхимных клеток. Культивирование МезСК 
проводили в среде ДМЕМ F12 с добавлением 15 % 
нокаутной сыворотки, 0,1 мM -меркаптоэтанола 
(GIBCO, США, 1 % незаменимых аминокислот, 
2 мМ L-глютамина, антибиотики (пенициллин 
100 ед/мл, стрептомицин 10 мг/мл), во флаконах 
покрытых 0,1 % желатиной. Собирали суточную 
среду с субконфлюента клеток. Среду центрифу-
гировали при 1000 об/мин, отбирали надосадоч-
ную жидкость и пропускали через фильтр с диа-
метром пор 0,2 мкм. Кондиционированная среда 
получена после культивирования МезСК в тече-
ние 24 ч, среду вводили внутрибрюшинно в объ-
еме 1мл с добавлением фактора роста Vegf в кон-
центрации 100 нг/мл.

Выделение КФП. Клеточную суспензию пече-
ни получали из эмбрионов крысы линии Вистар. 
Ткани печени были выделены из 19-суточных эм-
брионов крысы согласно стандартным протоко-
лам [16,17] с модификациями. Для визуализации 
трансплантированных клеток использовался 
прижизненный краситель РКН26 (Sigma, США), 
окрашивающий липиды клеточных мембран. 

Иммунофлюоресцентное окрашивание су-
спензии КФП крыс 19ДР, криосрезов и иммуно-
гистохимическое окрашивание парафиновых 
срезов печени крыс.

Препараты приготавливали из диссоциирован-
ных КФП, окраска парафиновых срезов и крио-
срезов печени проводилась в соответствии с про-
токолом [18]. В  качестве первичных антител 
использовали: мышиные моноклональные ан-
титела, к овальным клеткам (Oval Cell Marker, 
OV-6 mouse monoclonal, Santa Cruz Biotechnology, 
INC), антитела кролика к  -фетопротеину, (Anti-
-1-Fetoprotein antibody produced in rabbit, АФП), 

моноклональные кроличьи антитела к Цитоке-
ратину 19 (Rabbit monoclonal АВ to Abcam Inc.), 
мышиные моноклональные антитела к  CD 
45 (Mouse monoclonal antibody  – CD 45, EMD 
Millipore Corporation) и моноклональные анти-
тела к виментин (purified mouse anti-vimentin, BD 
Pharmingen, США). В  качестве вторичных ан-
тител использовали поликлональные козьи ан-
титела против мыши, конъюгированные с флу-
орохромом Alexa Fluor 568 («goat anti-mouse 
IgG1(y1)», StemCell Technologies), козьи антитела 
против мыши, конъюгированные с флуорохро-
мом Alexa Fluor -488 и против кролика конъюги-
рованные с флуорохромом Alexa Fluor 568 («goat 
anti-rabbit IgG (H+L)», StemCell Technologies). По-
лученные препараты анализировали с помощью 
флуоресцентного полуавтоматического микро-
скопа «Olympus BX61» (Olympus, Япония) осна-
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щенного программой CytoVision (Genetix, Вели-
кобритания). 

Результаты и обсуждение. Для отработки мо-
дели острого токсического повреждения пече-
ни проведено несколько серий опытов с различ-
ными веществами, обладающими выраженным 
гепатотропным действием, такими как цикло-
фосфамид, несимметричный диметилгидразин 
и CCl4 в различных дозах. В результате прове-
денных экспериментов был выбран четыреххло-
ристый углерод в дозе 3000 мг/кг, вызывающий 
выраженные стойкие изменения в  паренхиме 
и строме печени, что позволило применить дан-
ную модель для разработки экспериментальных 
подходов к коррекции острого токсического ге-
патита. 

Первую попытку коррекции токсического ге-
патита проводили с использованием кондициони-
рованной культуральной среды, полученной при 
культивировании МезСК мыши. При введении 
кондиционированной среды гибели подопытных 
животных не наблюдалось, как и в контрольной 
группе. В группе позитивного контроля отмеча-
лась гибель 3-х из шести подопытных животных 
в течение первых суток. По результатам патомор-
фологических исследований ежедневное введе-
ние кондиционированной культуральной среды 
подопытным животным не повлияло на выра-
женность и течение патологических процессов 
в печени во все изученные сроки. В связи с этим 
в дальнейших экспериментах использовали КФП 
для коррекции токсического гепатита.

Фенотипическая характеристика суспензии 
КФП плода крысы 19ДР.

В пренатальном периоде в печени млекопита-
ющих происходят два основных гистогенетиче-
ских процесса – гепатогенез и гемопоэз, которые 
оказывают взаимное влияние друг на друга. Ос-
новную роль в регуляции этих процессов игра-
ет строма фетальной печени, организующая 
микроокружение для дифференцирующихся 
печеночных и кроветворных стволовых клеток 

[19]. Печеночные стволовые клетки пролифери-
руют и дифференцируются в гепатоциты и хо-
лангиоциты и при трансплантации их крысам 
с острым токсическим гепатитом способны ока-
зывать непосредственное влияние на процессы 
регенерации. 

Проведен иммунофлуоресцентный анализ 
(ИФА) мазков клеток фетальной печени, в ре-
зультате чего была выявлена экспрессия основ-
ных маркеров печеночных стволовых клеток – 
ОV 6 – поверхностного маркера овальных клеток, 
альфа-фетопротеина (АФП) – маркера, синтези-
руемого висцеральной энтодермой желточного 
мешка и  клетками эмбриональной печени, ци-
токератина 19 – специфического поверхностно-
го маркера билиарных и стволовых печеночных 
клеток (СК 19), виментина – маркера для иденти-
фикации мезенхимы и основного маркера гемо-
поэтических стволовых клеток – CD 45, рис. 1 А, 
В, С. 

Таким образом, в  КФП выявили экспрессию 
энтодермальных и  мезодермальных маркеров, 
характерных для печеночного эпителия (аль-
фа-фетопротеин, маркера овальных клеток, ци-
токератина 19), гемопоэтических стволовых кле-
ток (CD 45) и  клеток мезенхимы (виментина). 
Полученный клеточный материал в дальнейшем 
был использован для коррекции острого токси-
ческого поражения печени.

На втором этапе исследования проведе-
ны эксперименты по оценке эффективности 
трансплантации КФП с  изучением их роли 
в обеспечении регенераторных процессов.

Анализ гистологических препаратов печени, 
через 1 сут. после воздействия CCl4 выявил вы-
раженные центролобулярные некрозы парен-
химы с нарушением трабекулярного строения 
центральных зон, гидропическую, белковую, 
углеводную и жировую дистрофии, периваску-
лярные отеки. Внутривенное введение КФП 
через 6 ч. после воздействия CCl4 не повлияло 
на интенсивность перечисленных патологиче-

Рис. 1. Иммунофлюоресцентный анализ суспензии клеток фетальной печени. Окраска антителами А – на OV6, В - АФП,  
С - СD 45. Контраст ядер DAPI, ув х1000.

А В С
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ских процессов в паренхиме и строме печени. 
Структурные изменения через 3 сут. после воз-

действия CCl4 в  группе позитивного контроля 
проявлялись участками кровоизлияний в зонах 
некроза, нарушением трабекулярного строения 
центральных зон печени, клеточной инфильтра-
цией, атипичными митозами гепатоцитов, дис-
трофические изменения паренхимы сохранялись 
на прежнем уровне. Введение КФП способство-
вало снижению интенсивности некротических 
и  дистрофических процессов в  паренхиме к  3 
сут., у некоторых животных после транспланта-
ции КФП происходило восстановление трабеку-
лярного строения центральных зон печени. К 3 – 
5 сут. в центральных зонах печени наблюдалось 
скопление овальных клеток, что подтверждено 
ИФА свежезамороженных срезов печени, окра-
шенных на маркер овальных клеток OV6.

При обширных поражениях печени часть 
овальных клеток способна дифференцироваться 
в гепатоциты, другая часть развивается по холан-
гиоцитарной линии дифференцировки форми-
руя систему разветвленных протоков, организо-
ванных по типу желчного эпителия [20], которые 
участвуют в образовании холангиол de novо, спо-
собствуя восстановлению функции печени, что 
и наблюдалось на 5 сут. после трансплантации 
КФП (рис. 2 С) и подтверждалось экспрессией 
специфического поверхностного маркера били-
арных клеток – цитокератина 19, рис. 2 В. 

Через 5 – 7 сут. деструктивные изменения парен-
химы после воздействия CCl4 в группе позитивно-
го контроля уменьшались: снижалась интенсив-
ность дистрофических процессов, происходило 
восстановление трабекулярного строения цен-
тральных зон, отмечалось усиление макрофа-
гальной реакции в зонах поражения, однако на 
этот срок наблюдались выраженные сосудистые 
повреждения в виде панваскулитов. Трансплан-
тации КФП устраняла у части животных сосуди-
стые нарушения, в паренхиме наблюдались оста-

точные явления жировой дистрофии, но менее 
выраженные, чем в группе ПК. Число овальных 
клеток в период с 5 по 7 сут. было максимальным 
за весь период исследования, что не наблюдалось 
в группе ПК, это являлось свидетельством их ак-
тивной пролиферации и участии в процессах ре-
генерации. Дополнительным свидетельством не-
посредственного участия КФП в регенераторных 
процессах является присутствие OV6 позитивных 
клеток в  срезах печени, секретирующих АФП 
(эмбриональный белок), рис 2 А.

К 16 суткам после воздействия CCl4 в паренхиме 
печени отмечались явления жировой дистрофии, 
после коррекции КФП у части подопытных жи-
вотных отмечалось полное восстановление стро-
ения паренхимы и стромы печени. Использова-
ние фетальных клеток для коррекции острых 
токсических гепатитов обусловлено их способ-
ностью к репарации, как стромы, так и паренхи-
мы печени за счет непосредственного влияния 
стволовых клеток, имеющих энтодермальный 
и  мезодермальный фенотипы, а  также стро-
мы, являющейся нишей для стволовых клеток. 
Трансплантированные КФП мигрируют в зоны 
некрозов и пролиферируют, что подтверждалось 
присутствием OV6 позитивных клеток на срезах 
печени, секретирующих эмбриональный белок, 
и оказывают непосредственное влияние на про-
цессы регенерации. Также нельзя исключить не-
специфическое стимулирующее действие КФП 
на регенераторные процессы в  печени за счет 
пептидов, ростовых факторов, тканевых гормо-
нов, выделяемых прогениторными клетками [21].

Заключение. Настоящее исследование направ-
лено на оценку эффективности применения су-
спензии КФП для коррекции острого токсиче-
ского поражения печени взрослых животных 
с определением роли трансплантированных кле-
ток в  обеспечении регенераторных процессов. 
На первом этапе исследования проведена оцен-
ка клеточного фенотипа фетальных клеток. 

Рис. 2. Иммуногистохимическое окрашивание печени, введение клеток фетальной печени, сроки 5 - 7 сут., зоны 
гепатоцитов, экспрессирующих: А – АФП, ув х 650. В – СК 19, Контраст DAPI, ув х 400, С - холангиолы de novо,  
окр азур-эозин. ув 1000.
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ИФА мазков суспензии КФП выявили экспрес-
сию энтодермальных и  мезодермальных мар-
керов, характерных для печеночного эпителия 
(альфа-фетопротеин, маркера овальных клеток, 
цитокератина 19), гемопоэтических стволовых 
клеток (CD 45) и клеток мезенхимы (виментина). 
В результате проведенных экспериментов, по от-
работке модели острого токсического поврежде-
ния печени, был выбран четыреххлористый угле-
род в дозе 3000 мг/кг, вызывающий выраженные 
стойкие изменения в паренхиме и строме пече-
ни. Для коррекции острого токсического гепа-
тита использовали кондиционированную среду, 
полученную при культивировании МезСК мы-
ши. Ежедневное введение кондиционированной 
среды подопытным животным устраняло гибель 
животных, однако по результатам патоморфо-

логических исследований кондиционированная 
среда не повлияла на выраженность и течение 
патологических процессов в печени во все изу-
ченные сроки. Использование КФП приводило 
к коррекции острого токсического гепатита, так 
к 3 суткам трансплантация КФП способствовала 
снижению интенсивности некротических и дис-
трофических процессов в паренхиме, у некото-
рых животных происходило восстановление тра-
бекулярного строения центральных зон печени, 
а к 5 -7 суткам внутривенное ведение фетальных 
клеток устраняло у части животных сосудистые 
нарушения. Полученные результаты могут слу-
жить экспериментальным обоснованием воз-
можности использования клеток фетальной пе-
чени при лечении острых токсических гепатитов.
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Assessment of the feasibility of fetal liver cells (FLC) for correction of a CCl4-induced acute toxic hepatitis was 
performed. Exposure to СCl4 in a dose of 3000 mg/kg caused well-defined centrilobular necrosis, hydropic, protein, 
carbohydrate, and adipose degeneration, as well as vascular disorders. The dynamics of morphological changes in 
the liver was studied, and the role of their intrinsic regenerative potential was assessed using pathomorphological, 
histochemical, and immunofluorescence methods. Phenotyping the cellular material was carried out to reveal 
expression of endodermal and mesodermal markers characteristic for the hepatic epithelium, hematopoietic stem 
cells, and mesenchymal cells. Three days after FLC transplantation, slowing down of necrotic and dystrophic 
processes in the liver parenchyma was observed. In some animals, the trabecular structure of the central hepatic 
zones was restored and, by 5th to 7th day of post-implantation, vascular disorders were eliminated. The resulting 
data can be considered as evidence for the use of fetal liver cells in the treatment of acute toxic hepatitis.
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В работе представлены данные о биологической активности агонистов каппа-опиоидных 
рецепторов среди производных трёх групп соединений: 1,2-циклогексиламина, 1,2,3,4-пи-
перидина, 1,2,4-пиперазина. На примере производных 1,2-циклогексиламинов и 1,2,4-пипе-

разинов прослежено снижение анальгетической активности и токсичности соединений при со-
кращении длины углеродной цепочки в фенилалкильном заместителе при атоме азота. Замена 
атомов хлора в 3,4-положениях фенильного кольца на атомы фтора, которые являются более 
электроотрицательными и приводит к усилению анальгетического эффекта и снижению ток-
сичности соединений.

Ключевые слова: агонисты каппа-опиоидных рецепторов, функциональные заместители, 
анальгетический и седативный эффект, токсичность, безопасность.

Цит: С.В. Чепур, С.Е. Галан, М.С. Вахвияйнен, Р.Н. Хромов, А.Н. Семёнов. Экспериментальная оценка 
токсикометрических показателей и анальгетической активности агонистов каппа-опиоидных рецепторов. 
Токсикологический вестник. 2020; 4:27-33 

Введение. Разработка новых обезболиваю-
щих препаратов, сочетающих в себе высокую 
эффективность опиоидных анальгетиков с бо-
лее благоприятным профилем респираторной 
и наркологической безопасности, является важ-
ным направлением развития современной меди-
цины и фармакологии [1-3].

К числу таких препаратов можно отнести се-
лективные каппа-опиоидные агонисты (КОА). 
К КОА относят соединения различных клас-
сов: пептиды (динорфины), морфинаны (бу-
торфанол, налфурафин), бензоморфаны (ке-
тоциклозацин, пентазоцин), изохинолиноны, 
бензодиазепины (тифлуадом), арилацетамиды 
(энадолин, U50,488, U69,593, BRL-52537 и GR-
89,696), бензимидазолы (РУ-1205) и др. Для дан-
ной группы соединений установлено отсутствие 
негативного влияния на функцию внешнего ды-
хания и моторику желудочно-кишечного трак-
та [4, 5]. Эффекты различных представителей 
КОА напрямую связаны со сродством к рецеп-

тору и с особенностями их фармакокинетики 
(распределение в организме, инициируемые 
сигнальные и клеточные события, белковые 
рецепторные системы).

К настоящему времени получены соединения, 
которые по избирательности к каппа-рецепто-
ру в сотни раз превосходят «классические» аго-
нисты опиоидных рецепторов, такие как кето-
циклозацин, пентазоцин и его аналоги, и могут 
быть использованы в качестве эффективных 
обезболивающих средств.

Ранее проведена наработка [6] некоторых про-
изводных КОА и сформирован методический 
подход к оценке их анальгетической активно-
сти [7]. Несмотря на выявление соединений с 
высокой селективностью к каппа-опиоидному 
рецептору и отсутствие негативного влияния на 
дыхательный центр, ни одно из них пока не на-
шло применения в клинической практике в ка-
честве обезболивающего средства.

В этой связи, актуальным является исследо-
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вание показателей биологической активности 
КОА, относящихся к различным химическим 
классам, с целью выявления возможных зависи-
мостей в изменении их анальгетических и ток-
сических свойств. 

Материалы и методы исследования.
Синтез и аналитический контроль. Синтез 

КОА проводили по разработанной ранее мето-
дике [6], структуры синтезированных образцов и 
их частоту подтверждали методами физико-хи-
мического анализа. Использовали в качестве 
оборудования для метода высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с масс-спектро-
метрией (ВЭЖХ-МС) «ThermoScientific» США, 
метода газовой хроматографии с масс-спектро-
метрией (ГХ-МС) «AgilentTechnologies», США, 
метода ядерно-магнитного резонанса (ЯМР) 
BrukerSystemAVHD600-10111437, США. Струк-
тура синтезированных образцов КОА представ-
лена на рисунке 1.

Оценка биологической активности. Био-
логическую активность синтезированных об-
разцов исследовали в опытах на белых бес-
породных крысах-самцах массой 200-250  г, 
полученных из филиала «Андреевка» ФГБУН 
«НЦБМТ» ФМБА России и прошедших 14днев-
ный карантин. Содержание и обращение с жи-
вотными в эксперименте соответствовали 
российским и международным нормам. Жи-
вотных содержали по 6 особей в клетках 1500U 
EurostandardType IV S (Tecniplast, Италия) при 
температуре воздуха 20-22  °С, относительной 
влажности 40-60 %, световом режиме 12:12 на 
корме ПК120 (ООО «Лабораторкорм», Россия) 
со свободным доступом к воде и пище.

Образцы синтезированных КОА вводили в 
водных растворах внутривенно из расчёта 1 мл 
на 1 кг массы тела животных в диапазоне доз от 
0,001 до 100,0 мг/кг. Экспериментальные группы 
формировали из восьми животных, случайным 
образом выбирая по одной особи из разных кле-
ток. Контрольным животным вводили раство-
ритель – дистиллированную воду.

Расчёт показателей безопасности. Для 
каждого образца определяли средние леталь-
ные дозы (ЛД50), при введении которых проис-
ходила гибель половины животных в группе в 
течение 14 сут. Расчет средних летальных доз 
проводили пробит-анализом по методу Финни, 
реализованном в программном пакете Statistica 
2005 [10].

В качестве целевого эффекта образцов рас-
сматривали анальгезию, в качестве токсическо-
го – седацию. Для этого через 10, 30, 60 минут, 
2 и 24 часа после введения оценивали влияние 
введённых образцов на общее состояние и от-
мечали особенности поведения животных. Осо-
бое внимание уделяли следующим проявлениям 

картины интоксикации: нарушению координа-
ции движений, стереотипному поведению (об-
нюхивание, жевание, качание головой, чесание 
тела), ритмичности дыхательных движений, по-
казателю эмоциональной реактивности (эпи-
зоды вздрагивания при хлопке), уровню спон-
танного двигательного возбуждения (седацию 
и ажитацию), уровню агрессии и эмоциональ-
ной реактивности (испуг) при прикосновении 
к животному рукой, изменению абдоминально-
го мышечного тонуса животных при сдавлении 
стенки живота с боков [8].

Анальгетическую активность КОА оценива-
ли в тесте «Горячая пластина» [9]. В процессе 
исследования каждое животное помещали на 
пластину, нагретую до 55°С, регистрировали 
латентное время появления болевой реакции  
облизывание задних лап или подпрыгивание. В 
случае отсутствия болевой реакции у животно-
го в течение 30 с тестирование останавливали и 
фиксировали полную анальгезию.

Седативное воздействие образцов на живот-
ных опытных групп определяли визуально, 
проводя сравнение с контрольными животны-
ми, фиксируя степень выраженности седации 
в баллах (0-отсутствие седации; 1- слабая се-
дация, животные чуь заторможены, медленнее 
передвигаются по тестовой камере; 2 – средняя 
степень седации, животные почти не передвига-
ются, 3 – сильная седация, распластывание жи-
вотных в камере). 

Расчет средних доз осуществляли пробит-ана-
лизом по методу Финни, реализованном в про-
граммном пакете Statistica 2005 [10]. Значимость 
отличий полученных средних летальных и эф-
фективных доз разных образцов устанавливали 
путём сравнения соответствующих 95% довери-
тельных интервлов, вычисленных на основании 
их стандартных ошибок. Если их соотношение 
превышало 1, отличия считали значимыми [11].

На основании полученных средних леталь-
ных (ЛД), эффективных (ЕД) и токсических 
(ТД) доз рассчитывали терапевтический ин-
декс (ТИ=ЛД50/ЕД50) и показатель переносимо-
сти (ПП=ТД50/ЕД50) синтезированных КОА. 

Результаты и обсуждение. В работе исследова-
ли три класса соединений, относящихся к КОА: 
производные 1,2-циклогексиламина (образец 1, 
образец 2, образец 3), производные 1,2,3,4-пи-
перидина (образец 4, образец 5), производные 
1,2,4-пиперазина (образец  6, образец  7, обра-
зец 8, образец 9, образец 10). Исследуемые об-
разцы представляли собой рацемические смеси 
соединений в виде фумаровокислых солей.

В качестве препарата сравнения применя-
ли фармакопейный препарат пентазоцин, об-
ладающий , µ-опиоидной активностью и 
агонистическим действием в отношении интра-
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целлюлярных S-рецепторов. Расчётные сред-
ниеэффективные и токсические дозы исследо-
ванных образцов и индексы, характеризующие 
безопасность их применения, представлены в 
таблице.

При оценке показаний биологической ак-
тивности наработанных образцов проводили 
сравнение с пентазоцином, обладающим кап-
па-опиоидной активностью. В отношении это-
го препарата были уточнены средние дозы, при 
введении которых у крыс отмечали обезболива-
ние, седуцию и летальность. Терапевтический 
индекс и показатель переносимости составили 
5,2 и 1,3, соответственно.

С увеличением дозы пентазоцина более 
5 мг/кг у животных в течение 1-2 часов фикси-
ровали нарушение дыхания, которое характе-
ризовалось чередующимися эпизодами апноэ и 
учащением дыхания. Наряду с угнетением ды-
хательной функции отмечали замедление дви-
гательной активности, при увеличении дозы 
соединения до 10 мг/кг атаксия сменялась глу-
боким подавлением локомоторной функции. 

У отдельных особей регистрировали поднятие 
хвоста, сходное с реакцией «Штраубе». При уве-
личении дозировки пентазоцина до 20 мг/кг и 
более у животных развивался судорожный син-
дром с преобладанием тонического компонента. 
В этих группах отмечали удлиннение периодов 
апноэ до 1-3 мин и урежение частоты вздохов до 
4-6. Вероятно, на фоне дыхательной недоста-
точности стремительно развивалась гибель.

При введении образца 1 в дозе 10 мг/кг седацию 
через 10-30 мин отмечали у 30 % животных, вос-
становление состояния животных регистриро-
вали через 1 час после инъекции. Введение сое-
динения в дозе 20 мг/кг провоцировало развитие 
седации и атаксии через 10-60 мин у 50 % жи-
вотных, картина интоксикации была сопряже-
на с наблюдаемыми признаками нарушения ко-
ординации движений и дыхания. При введении 
КОА в дозе 30 мг/кг в течение 10 мин у живот-
ных отмечали судороги в распластанном поло-
жении, грубые нарушения дыхательного рит-
ма и характерное поднятие хвоста – «реакцию 
Штраубе». У крыс выявляли выраженную седа-

Таблица
Значения средних доз и показателей безопасности синтезированных агонистов каппа-опиоидных 

рецепторов

Название 
образца

Доза, мг/кг
Терапевтический

индекс
Показатель 

переносимостиСредняя 
эффективная

Средняя 
токсическая

Средняя 
летальная

Пентазоцин 5,7±1,6 7,4±3,8 29,4±8,19 5,2 1,3

Образец 1 11,6±6,8 10,3±8,5 35,9±4,6 3,1 0,8

Образец 2 2,7±0,8* 0,29±0,11* 54,8±12,2* 20,3 0,1

Образец 3 12,6±4,5 15,6±4,6* 76,4±12,8* 6,0 1,2

Образец 4 - 0,301±0,112* 10,0±3,3* - -

Образец 5 20,4±8,5 9,4±1,4 28,4±5,3 1,4 0,4

Образец 6 0,43±0,21* 0,0052±0,0021* 29,8±11,3 69,3 0,01

Образец 7 0,1±0,08* 0,07±0,02* 10,7±1,7* 107,0 0,7

Образец 8 9,1±5,7 0,5±0,2* >30,0 3,2 0,05

Образец 9 13,0±6,4 14,4±11,9 >80,0* 6,15 1,1

Образец 10 0,3±0,25* 0,06±0,05* 49,7±7,5 165,6 0,2

Примечания:
1. *- различия достоверны от группы препарата сравнения (пентазоцин) при р<0,05;
2. прочерк – эффект обезболивания не установлен, индексы не рассчитаны
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цию, сужение зрачка, отсутствие стартл-ответа 
и исследовательской активности, потерю рого-
вичного рефлекса и способности к восстанов-
лению ортостатического положения при пере-
вороте. Через 30 мин после введения образца 1 
животные восстанавливали способность к са-
мостоятельному передвижению и ортостатиче-
скому положению, состояние животных полно-
стью нормализовалось по прошествии 1 суток, 
гибель составила 75%. При введении образца 1 
в дозе 40 мг/кг и более развитие судорог и ги-
бели на фоне асфиксии носило стремительный 
характер у 100% животных в группе. Введение 
крысам образца 1 вызывало дозозависимая кар-
тина интоксикации, характерная для препарата 
сравнения. Анальгетический эффект отмечен 
при введении образца 1 в дозе 11,6±6,8 мг/кг при 
исследовании в тесте «горячая пластина».

Образец 2 и образец 3 проявляли схожие био-
логические эффекты. При сравнении эффек-
тивныхдоз (ЕД) образцов с пентазоцином отме-
чены более высокие показатели для образца 3 
(12,6±4,5 мг/кг). ЕД50 образца 2 была в два раза 
ниже, чем у препарата сравнения.

Образец 4 в дозе 20 мг/кг и более также вызы-
вал стремительное развитие судорог и гибель 
животных. При применении соединения в до-
зе 10 мг/кг гибели не отмечали, однако в тече-
ние 10 мин у животных развивались судороги в 

распластанном положении и нарушения дыха-
тельного ритма. У крыс регистрировали выра-
женную седацию, отсутствие стартл-ответа, по-
терю способности принимать ортостатическое 
положение и отсутствие роговичного рефлек-
са. Через 30-50 мин после введения животные 
восстанавливали способность возвращаться в 
ортостатическое положение и начинали само-
стоятельно передвигаться. Введение образца 4 
в дозе 0,5 мг/кг через 10 мин вызывало слабый 
седативный эффект, который проходил через 
30 мин. С уменьшением дозы до 0,1 мг/кг состоя-
ние животных после его введения визуально не 
изменялось. Образец 4 не проявлял анальгети-
ческого эффекта при исследовании в тесте «го-
рячая пластина».

Образец  5 в дозе 30  мг/кг и более вызывал 
стремительное развитие непродолжительных 
(в течение 1-2 мин) судорог и гибель животных. 
После введения образца 5 в дозе 10 мг/кг при 
обследовании через 10, 30 и 60 мин у животных 
выявляли седацию, нарушение дыхания и коор-
динации движений, снижение абдоминального 
мышечного тонуса. Сходные значения латент-
ного периода развития и длительности эффек-
тов картины интоксикации образца 5 отмечали 
при введении в дозах 0,5 и 1 мг/кг, но продолжи-
тельность седативного эффекта составляла ме-
нее 30 мин. По этим показателям образец был 

Образец 1

Образец 6

Образец 2

Образец 7

Образец 3

Образец 8

Образец 4

Образец 9

Образец 5

Образец 10

Рис. 1. Структура синтезированных образцов агонистов каппа-опиоидных рецепторов
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сопоставим с пентазоцином. В диапазоне доз 
0,01-0,1 мг/кг образец 5 практически не вызы-
вал побочных эффектов.

Для большинства остальных образцов (6-10), в 
отличие от пентазоцина, обезболивающее дей-
ствие проявлялось при введении в дозах, превы-
шающих токсические.

Введение образца 6 в дозах 0,0001-0,001 мг/кг 
не провоцировало у животных развитие ток-
сических эффектов, локомоторная функция 
соответствовала статусу контрольных живот-
ных. Образец 6 в дозах 0,1 мг/кг спровоцировал 
у крыс потерю роговичного рефлекса, нару-
шение функции внешнего дыхания, снижение 
исследовательской активности и отклонения 
стартл-ответа, признаки интоксикации регрес-
сировали через 60 мин наблюдения, а степень 
седации и выраженность отклонений физиоло-
гических функций были ниже, чем при введе-
нии в более высоких дозах. Нарушение дыхания 
и координации движений, снижение исследова-
тельской активности, стартл-ответа, абдоми-
нального мышечного тонуса, потерю рогович-
ного рефлекса наблюдали у животных через 
10-60 мин после введения образца 6 в диапазоне 
доз от 0,2 до 5 мг/кг. Образец 6 проявлял аналь-
гетический эффект в тесте «горячая пластина» 
при внутривенном введении в дозе 0,5 мг/кг. Со-
единение в дозе 30 мг/кг способствовало разви-
тию мгновенной 100 %-ной летальности в экс-
периментальной группе.

Образец  7 при введении в дозах 10 и 
20  мг/кг в течение 10  мин провоцировал ги-
бельвсех животных на пике клонико-тониче-
ских судорог, сопровождавшихся нарушени-
ями дыхания. Введение образца в диапазоне 
доз 0,01-5 мг/кг вызывало дозозависимые ток-
сические эффекты. Нарушения дыхания и 
координации движений, снижение исследо-
вательской активности, стартл-ответа, абдоми-
нального мышечного тонуса и потерю рогович-
ного рефлекса наблюдали у животных через  
10-60 мин после введения образца в дозах от 0,25 
до 5 мг/кг. Введение образца в дозе 0,1 мг/кг не 
вызывало у крыс потерю роговичного рефлек-
са, показатели исследовательской активности 
и стартл-ответ соответствовали контрольным 
значениям через 60  мин наблюдения, степень 
седации и уровни отклонений функционально-
го состояния животных были ниже, чем при 
введении КОА в более высоких дозах. Отклоне-
ний характеристик состояния животныхот кон-
троля при введении образца 7 в диапазоне доз 
0,001-0,01 мг/кг не выявляли.

Седацию и снижение абдоминального мышеч-
ного тонуса отмечали через 10 мин после вве-
дения образца 8 в дозе 0,1 мг/кг. При снижении 
дозы токсических эффектов не отмечали. Ток-

сические эффекты, развивающиеся при введе-
нии образца 8, были сходны с картиной инток-
сикации образца 7 и сохранялись более 60 мин. 
В дозе 30 мг/кг соединение не вызывало гибели 
экспериментальных животных. 

Внутривенное введение образца 9 в дозе 80 мг/
кг не приводило к гибели животных. Токсиче-
ские эффекты (снижение исследовательской 
активности и стартл-ответа, седация), которые 
прослеживали на протяжении более 1 ч, фикси-
ровали у животных при введении в дозах 1 мг/кг 
и выше.

Образец 10 в дозах 0,2-25 мг/кг через 10 мин 
провоцировал у животных развитие атаксии, 
седации, снижение тонуса мышц и исследова-
тельской активности, нарушение дыхания. В до-
зе 1 мг/кг продолжительность токсических эф-
фектов превышала 1 ч. Введение соединения в 
дозах 50 и 100 мг/кг вызывало судороги и гибель 
всех животных в течение первых 2-5 мин.

Анализ полученных данных позволил заклю-
чить, что производные 1,2-циклогексиламинов 
проявляют анальгетические свойства в дозах, 
близких к седативным, что также отмечено 
для фармакологического препарата – пентазо-
цина. Увеличение длины углеродной цепочки в 
фенилалкильном заместителе при атоме амин-
ного азота приводит к снижению как анальге-
тических, так и седативных доз, при этом по-
вышается безопасность соединений. Однако 
однонаправленное изменение эффективных и 
токсических доз образцов ставит под сомнение 
возможность создания обезболивающих пре-
паратов, лишенных седативной активности, из 
числа соединений данной группы.

Среди производных 1,2,3,4-пиперидинов об-
разец 4 не проявлял анальгетических свойств. 
При этом изменение положения метилпироль-
ного заместителя со 2-го на 3-е в пиридиновом 
ядре (образец  5) обеспечивало приобретение 
анальгетических свойств, однако эффективная 
доза соединения соизмерима слетальной. Ука-
занное изменение фармакологической актив-
ностив ряду производных 1,2,3,4-пиперидинов 
позволяет предполагать, что анальгетическая 
и седативная активность соединений связана с 
различным положением объемного заместите-
ля пиридинового ядра, что может служить ос-
нованием для поиска препаратов с направлен-
ным спектром активности среди соединений 
этой группы.

Среди производных 1,2,4-пиперазина образ-
цы 6, 7 и 10 проявляли выраженный седативный 
эффект, что существенно отличает проявления 
их фармакологической активности от препара-
та сравнения. Следует отметить, что образец 10 
имеет максимальный терапевтический индекс 
среди всех рассмотренных соединений, кото-
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рый составил 165,6. На примере соединений этой 
группы прослежена закономерность, ранее вы-
явленная для 1,2-циклогексиламинов. В частно-
сти, сокращение длины углеродной цепочки в 
заместителе при атоме азота с фенилпропионо-
вого до фенилуксусного заместителя приводит 
к повышению средних эффективных и токсиче-
ских доз соединений (образец 8 и образец 9). Кро-
ме этого, можно отметить, что замена двух ато-
мов хлора в 3,4-положениях фенильного кольца 
на атомы фтора, который является более элек-
троотрицательным, приводит к усилению аналь-
гетического эффекта и увеличению среднес-
мертельной дозы. Включение в фенилуксусный 
фрагмент молекулы третьго атома фтора сни-
жает анальгетическую дозу и повышает порог 
проявления эффекта седации.

Анализируя полученные данные можно заклю-
чить, что среди агонистов КОР выявлены веще-
ства, обладающие как высокой анальгетической 
активностью, так и седативным эффектом. Та-
кая тенденция наблюдается для широкого круга 
исследуемых соединений обзор которых приво-
дится в работах [1, 2, 3], где указывается, что у ис-
следуемого класса веществ, несмотря на отсут-
ствие способности угнетать дыхание и вызывать 
лекарственную зависимость, в большенстве слу-
чаев сохраняются побочные реакции, вызываю-
щие дисфорию и седацию. 

Таким образом, синтетические КОА могут 
представлять собой перспективный класс фи-
зиологически активных веществ для отбора ле-
карственных средств с направленной активно-
стью, применение которых с соответствующей 

дыхательной поддержкой может обеспечивать 
проведение обезболивания, позволяя достичь 
как анальгезии, так и седации. Изменяя струк-
туру молекул этих соединений путём замены 
функциональных заместителей, можно выя-
вить вещества обладающие комплексом пока-
зателей биологической активности среди ко-
торых имеются соединения с терапевтическим 
индексом более, чем на порядок превышающий 
таковой для петазоцина. 

Полученные данные позволяют предполо-
жить, что среди изученных соединений класса 
агонистов КОР могут быть найдены более эф-
фективные и безопасные вещества по сравне-
нию с изученными. 

В ходе проведенных исследований по изуче-
нию анальгетической активности и токсиче-
ских свойств трёх групп агонистов каппа-о-
пиоидных рецепторов: 1,2-циклогексиламина, 
1,2,3,4-пиперидина, 1,2,4-пиперазина установ-
лено:

1.  В ряду производных 1,2-циклогексилами-
нов и 1,2,4-пиперазинов прослежено снижение 
анальгетической активности и токсичности со-
единений при сокращении длины углеродной 
цепочки в фенилалкильном заместителе при 
атоме азота.

2. В ряду производных 1,2,4-пиперазинов за-
мена атомов хлора в 3,4-положениях фениль-
ного кольца на атомы фтора, который является 
более более электроотрицательным замести-
телем, приводит к усилению анальгетического 
эффекта и снижению токсичности соединений 
в сравнении с пентазоцином.
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Введение. Вопросы охраны здоровья работа-
ющего населения в любом государстве являют-
ся одной из приоритетных проблем сохранения 
здоровья нации.  Для профилактики профес-
сиональных интоксикаций на предприятиях 
фармацевтической промышленности, а также 
у медицинского персонала клиник, проводит-
ся тщательное изучение токсического действия 
веществ, потенциальных лекарственных препа-
ратов [1, 2]. 

Производные N-нитрозоалкилмочевины в на-
стоящее время успешно применяются в составе 
схем комбинированной химиотерапии при ле-

чении различных видов и локализации злока-
чественных опухолей. Препараты этой группы 
обладают не только специфически направлен-
ным терапевтическим действием, но и широ-
ким спектром побочных токсических эффек-
тов. Попадая в окружающую среду на разных 
этапах производства и использования, эти ве-
щества в той или иной степени могут оказывать 
вредное воздействие на человека. Контакт с хи-
миопрепаратами возможен при ингаляционном 
поступлении при синтезе и приготовлении ле-
карственных форм, при попадании на кожу, при 
соприкосновении с упаковочными поверхностя-

О ВОЗМОЖНОСТИ  
РАЗВИТИЯ ТОКСИЧЕСКИХ 
ЭФФЕКТОВ ПРИ КОНТАКТЕ  
С ПРОИЗВОДНЫМ 
N-НИТРОЗОАЛКИЛМОЧЕВИНЫ – 
ЛИЗОМУСТИНОМ

УДК 615.28:615.9

К.И. Стосман, 
Л.В. Луковникова, 
Г.И. Сидорин, Л.И.Дьякова, 
Э.П. Зацепин, Г.В. Шестова, 
Б.С. Литвинцев 

ФГБУН «Институт токсикологии 
Федерального медико-биологического 
агентства», 192019, г� Санкт-
Петербург, Российская Федерация 

В работе представлены результаты исследования возможности развития токсических эф-
фектов при контакте с противоопухолевым препаратом лизомустин для оценки риска здо-
ровью при изготовлении готовой лекарственной формы и при ее применении. Работа вы-

полнена на 40 беспородных крысах, 40 морских свинках и 114 беспородных мышах. Проведенное 
экспериментальное исследование показало, что лизомустин не раздражает неповрежденную 
кожу, не является потенциальным аллергеном, не оказывает кожно-резорбтивного действия, не 
вызывает нарушений репродуктивной функции. У лекарственного средства выявлены мутаген-
ные свойства, присущие многим цитостатикам, представителям класса нитрозоалкилмочевин. 
Результаты исследований позволяют сделать заключение о недопустимости наличия препарата 
в воздухе производственных помещений и на кожных покровах, работающих при его изготовле-
нии и применении готовой лекарственной формы. 

Ключевые слова: лизомустин, мутагенные свойства, репродуктивная функция, кожно-резорб-
тивное действие, аллергизирующие свойства. 

Цит: К.И. Стосман, Л.В. Луковникова, Г.И. Сидорин, Л.И.Дьякова, Э.П. Зацепин, Г.В. Шестова, Б.С. Литвинцев. 
О возможности развития токсических эффектов при контакте с производным n-нитрозоалкилмочевины – лизомустином. 
Токсикологический вестник. 2020; 3:4. 34-38 

Стосман Кира Иосифовна (Stosman Kira Iosiphovna), кандидат биологических наук, старший научный сотрудник ФГБУН «Институт токсикологии 
Федерального медико-биологического агентства», Санкт-Петербург, kira�stosman@influenza�spb�ru;
Луковникова Любовь Владимировна (Lukovnikova Lubov Vladimirovna), доктор медицинских наук, профессор, ведущий научный сотрудник ФГБУН 
«Институт токсикологии Федерального медико-биологического агентства», Санкт-Петербург, lukovnikova�l�v@toxicology�ru;
Сидорин Геннадий Иванович (Sidorin Gennadij Ivanovich), доктор медицинских наук, профессор, ведущий научный сотрудник ФГБУН «Институт 
токсикологии Федерального медико-биологического агентства», Санкт-Петербург, sidorin�g@mail�ru;
Дьякова Людмила Ивановна (Dyakova Lyudmila Ivanovna), кандидат медицинских наук, старший научный сотрудник ФГБУН «Институт токсикологии 
Федерального медико-биологического агентства»; 
Зацепин Эдуард Павлович (Zatsepin Eduard Pavlovich), доктор медицинских наук, профессор, ведущий научный сотрудник ФГБУН «Институт токсикологии 
Федерального медико-биологического агентства»;
Шестова Галина Владимировна (Shestova Galina Vladimirovna), доктор медицинских наук, доцент, ведущий научный сотрудник ФГБУН «Институт 
токсикологии Федерального медико-биологического агентства»;
Литвинцев Богдан Сергеевич (Litvintsev Bogdan Sergeevich), доктор медицинских наук, ведущий научный сотрудник  ФГБУН «Институт токсикологии 
Федерального медико-биологического агентства»

DOI: 10.36946/0869-7922-2020-3-4-34-38

mailto:labtox6@rambler.ru
mailto:lukovnikova.l.v@toxicology.ru


35

ми, загрязненными флаконами, при проведении 
инъекций и др. Не исключено и пероральное по-
ступление в случае нарушений личной гигиены. 
Всем этим факторам могут быть подвергнуты 
работники фармацевтических компаний, имею-
щие непосредственный контакт с противоопу-
холевыми препаратами при их производстве, а 
также медицинский персонал. 

Лекарственные средства группы N-нитрозо-
алкилмочевины обладают канцерогенными, 
мутагенными, тератогенными, эмбриотоксиче-
скими свойствами, могут оказывать аллергизи-
рующее действие [3]. Эпидемиологические на-
блюдения за состоянием здоровья лиц, занятых 
в технологическом процессе производства про-
тивоопухолевых цитостатиков по разным при-
чинам практически отсутствуют. В последние 
годы появилась информация о вредном воздей-
ствии  противоопухолевых препаратов на меди-
цинский персонал онкологических клиник [4, 5, 
6]. По данным некоторых авторов, в моче у лиц, 
занятых приготовлением лекарственных форм 
цитостатиков, высока вероятность содержания 
мутагенных субстанций (в виде молекул препа-
ратов или их метаболитов), что можно расцени-
вать как биомаркеры экспозиции и показатели 
высокой степени риска здоровью [7].

Влияние на репродуктивную функцию – один 
из аспектов, которому уделяется существен-
ное внимание применительно к характеристи-
ке вредных последствий профессионального 
контакта с химиопрепаратами. Репродуктивная 
система – наиболее уязвима при действии мно-
гих противоопухолевых средств. Проведенные 
в США исследования, показали, что у медицин-
ского персонала, работающего с противоопухо-
левыми препаратами,  отмечена высокая часто-
та преждевременных родов и более низкий вес 
ребенка при рождении [8]. В ряде статей описа-
но двукратное повышение риска выкидышей у 
медсестер, профессионально контактирующих 
с  противоопухолевыми средствами в первом 
триместре беременности [9, 10]. Исследования с 
участием медицинского персонала, работающе-
го с цитостатиками,  позволяет предположить 
возможность проявления мутагенного и канце-
рогенного действия  препаратов [11].

В связи с этим, для эффективного наблюде-
ния за состоянием здоровья  работающих на 
производстве, медперсонала онкологических 
клиник необходимы знания о характере прояв-
лений всех сторон токсического действия про-
тивоопухолевых препаратов.

Лизомустин является оригинальным проти-
воопухолевый лекарственным средством, от-
носящимся к соединениям алкилирующего дей-
ствия, который является бифункциональным 
хлорэтильным производным нитрозоалкилмо-

чевины, представляет собой смесь 2 изомеров 
(активного и малоактивного), ингибирует син-
тез ДНК, РНК и протеинов. 

Целью данной работы было изучение токси-
ческих свойств противоопухолевого препарата 
лизомустин для оценки возможного риска здо-
ровью персонала при синтезе готовой лекар-
ственной формы и при ее применении. 

Материалы и методы исследования. Работа 
выполнена на 40 беспородных крысах с массой 
тела 160-190 г., 40 морских свинках с массой те-
ла 250-300 г. и 114 мышах с массой тела 18-20 г., 
полученных из ФГУП «Питомник лаборатор-
ных животных «Рапполово» РАН (Ленинград-
ская область). Экспериментальное исследова-
ние проведено в соответствии с этическими 
принципами обращения с лабораторными жи-
вотными [12]. Мутагенные, аллергизирующие 
свойства, оценку репродуктивной функции, 
раздражающего и кожно-резорбтивного дей-
ствия осуществляли, используя современные 
методы исследования [13, 14]. Лизомустин вво-
дили мышам и крысам в брюшную полость. 
Этот путь введения объясняется тем, что пара-
метры токсичности при введении в брюшную 
полость близки к параметрам токсичности при 
поступлении через легкие [15].  Ингаляцион-
ный путь поступления лекарственного средства 
в организм человека наиболее вероятен при его 
синтезе на производстве и применении в меди-
цинской практике. Раздражающее и кожно-ре-
зорбтивное действие исследовали путем одно-
кратной аппликации 25% мази лизомустина на 
вазелиновой основе на 2/3 хвоста мышей с экс-
позицией 2 часа. Действие препарата на кожу 
оценивали визуально сразу после воздействия 
и далее ежедневно в течение 14 дней. Оценка 
раздражающего действия на слизистые оболоч-
ки проводилась при однократном внесении в 
конъюнктивальный мешок глаза крыс лизому-
стина в вазелиновом масле (1:3) с последующей 
регистрацией видимых и скрытых поврежде-
ний роговицы в течение 3 суток. Скрытые по-
вреждения роговицы выявляли с помощью 1% 
раствора флюоресцеина в 2% растворе NaHCO3. 
Аллергизирующие свойства препарата изучали 
в реакции гиперчувствительности замедленно-
го типа на мышах, а также методом накожных 
аппликаций и в тесте конъюнктивальная проба 
на морских свинках. Для накожных аппликаций 
лизомустин наносили в течение 28 дней по 5 раз 
в неделю на выстриженный участок кожи 2х2 
см в виде 25% мази на вазелиновой основе. При 
проведении конъюнктивальной пробы морских 
свинок сенсибилизировали  в течение 30 дней, 
препарат вводили в дозе 0,1 мг/кг. Для оценки 
мутагенного действия использовали микроя-
дерный тест in vivo. Препарат вводили мышам 
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однократно в дозах 100 мг/кг и 200 мг/кг. Через 
30 часов выделяли костный мозг из бедренной 
кости, центрифугировали. Из осадка готовили 
мазки клеток, высушивали и окрашивали по 
Романовскому–Гимзе–Май–Грюнвальду. Под-
считывали число полихроматофильных (ПХЭ) 
и нормохромных (НХЭ) эритроцитов с микро-
ядрами. Репродуктивную функцию исследова-
ли на беспородных крысах-самках. Препарат 
вводили в дозе 0,026 мг/на животное (эквива-
лентной ингалируемой концентрации 1,0 мг/м3, 
расчетной величине ОБУВ - ориентировочный 
безопасный уровень воздействия) в течение 30 
дней до спаривания. На  20-й день беременности 
проводили эвтаназию животных. После вскры-
тия определяли количество желтых тел бере-
менности, плацент и плодов, рассчитывали до-, 
постимплантационную и общую внутриутроб-
ную гибель, измеряли и взвешивали плоды и 
плаценты, рассчитывали индекс фертильности. 
В динамике эксперимента (на 7, 14 и 20 дни) оце-
нивали массу тела беременных самок.

Статистическая обработка данных была вы-
полнена с использованием  пакета статистиче-
ских программ «GraphPadPrism 6.0» (США). От-
личия между выборками оценили с помощью 
непараметрических критериев Манна–Уитни и 
считались значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение. В экспериментах 
на мышах и крысах было показано, что  ли-
зомустин не раздражает кожу и слизистые, не 
проникает через неповрежденные кожные по-
кровы. Однократная аппликация 25% мази  на 
кожу мышей не приводила к каким-либо изме-
нениям. Внесение препарата в конъюнктиваль-
ный мешок глаза также не вызывало визуаль-
ных изменений слизистых и роговицы.

При изучении аллергизирующих свойств пре-

парата у мышей не было выявлено развития ги-
перчувствительности замедленного типа. Вели-
чина отека лапы и индекс реакции у животных 
из опытных и контрольной групп не различа-
лись. При проведении накожных аппликаций у 
морских свинок не были выявлены симптомы, 
свидетельствующие об аллергизации. Много-
кратное нанесение препарата (20 аппликаций) 
не вызвало патологических изменений кожных 
покровов в виде отека, покраснения или некро-
за. Толщина кожной складки у морских свинок 
из опытных и контрольной групп не различа-
лась на протяжении всего эксперимента. При 
проведении конъюнктивальной пробы у мор-
ских свинок на всех сроках наблюдения (через 
15 минут и 24 часа) реакция на введение пре-
парата отсутствовала. Покраснения слезного 
протока, склеры или конъюнктивы не наблю-
далось. Суммируя вышеизложенное можно за-
ключить, что препарат лизомустин не приводил 
к развитию гиперчувствительности как немед-
ленного, так и замедленного типа.

Для оценки мутагенного действия препарата 
лизомустин применялся микроядерный тест in 
vivo, который позволяет выявить структурные  
изменения хромосом (кластогенный эффект). 
В микроядерном тесте кластогенный эффект 
оценивается непрямым путем: подсчетом в ин-
терфазе мелких ядер, образовавшихся из ацен-
трических фрагментов хромосом или целых 
хромосом. О цитотоксическом действии веще-
ства судили по определению доли полихромато-
фильных эритроцитов (ПХЭ) от суммы ПХЭ и 
нормохромных эритроцитов (НХЭ), отражаю-
щей состояние эритропоэза. У мышей из опыт-
ных групп обоего пола отмечалось существен-
ное увеличение числа полихроматофильных 
эритроцитов с микроядрами (табл.). Причем на-

Таблица 
Результаты исследования мутагенного действия лизомустина на мышах

Экспериментальные
группы животных

Доза препарата 100 мг/кг Доза препарата 200 мг/кг

ПХЭ/НХЭ
Содержание ПХЭ 
с микроядрами 
[ед./500 ПХЭ]

ПХЭ/НХЭ
Содержание ПХЭ 
с микроядрами 
[ед./500 ПХЭ]

Контроль, самцы 0,93±0,08 0,7 1,00±0,06 0,9

Лизомустин, самцы 0,83±0,09 3,5* 0,84±0,05 9,0*

Контроль, самки 1,29±0,14 0,9 0,91±0,13 0,9

Лизомустин, самки 0,83±0,07* 3,4* 0,74±0,09 5,6*

Примечание: * – статистически значимо по сравнению с контролем, р <0,05
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блюдалась дозовая зависимость. Так, при введе-
нии препарата в большей дозе отмечено почти 
2-3-х кратное повышение образования микроя-
дер в цитоплазме клеток.

Выявленные мутагенные свойства являются 
одним из важнейших механизмов токсического 
действия  лизомустина и указывают на возмож-
ность канцерогенного риска, присущего мно-
гим цитостатикам  представителям  класса ни-
трозоалкилмочевин. Следует подчеркнуть, что 
отмечалось значимое увеличение процентного 
соотношения ПХЭ/НХЭ у самок, получавших 
лизомустин, по сравнению с контролем. Этот 
факт свидетельствует о том, что у женских осо-
бей наблюдался более выраженный генотокси-
ческий эффект, что требует дальнейшего ис-
следования. Таким образом, лизомустин, как 
и большинство противоопухолевых препара-
тов  из группы нитрозоалкилмочевин, облада-
ет мутагенным эффектом. Данный факт дает 
возможность предположить, что при длитель-
ном контакте с препаратом даже в низких дозах 
риск развития отдаленных последствий, в том 
числе канцерогенного, вполне вероятен. 

В условиях выполненного эксперимента при 
исследовании возможных токсических эффек-
тов при введении лизомустина на репродуктив-
ную функцию самок крыс показано отсутствие 
негативного влияния препарата на фертиль-
ность животных. Масса тела у особей, получав-
ших лекарственное средство, была несколько 
снижена, но находилась в пределах физиоло-
гической нормы. К окончанию (к 20-му дню) 
беременности этот показатель у самок обеих 
экспериментальных групп не имел существен-

ных различий между собой. Результаты экспе-
римента показали, что поступление лизомусти-
на на уровне расчетной величины ОБУВ р.з. (1,0 
мг/м3) не оказывало влияния на репродуктив-
ную функцию. Выявленное отсутствие нега-
тивного эффекта у самок крыс позволяет пред-
положить, что у женщин, имеющих контакт с 
данным противоопухолевым препаратом до на-
ступления беременности, сохраняется возмож-
ность рождения ребенка. Однако необходимо 
учитывать, что у матери при профессиональ-
ной экспозиции цитостатиком повышен отно-
сительный риск врожденных пороков развития 
у детей [16, 17].

Заключение. Анализ полученных результа-
тов позволяет заключить, что лизомустин яв-
ляется высокоактивным лекарственным сред-
ством с высокой потенциальной возможностью 
проявления не только мутагенного, но и кан-
церогенного эффектов (1-2А группы в соот-
ветствии с классификацией МАИР) [18]. По 
данным проведенного экспериментального ис-
следования лизомустин не раздражает непо-
врежденную кожу, не оказывает аллергизиру-
ющего действия. При моделировании условий 
близких к производственным, при введении до-
зы лизомустина (0,026 мг/на особь), адекватной 
поступлению препарата ингаляционным путем 
на уровне расчетного ОБУВр.з., нарушений ре-
продуктивной функции не установлено. С це-
лью сохранения здоровья персонала при изго-
товлении и применении готовой лекарственной 
формы лизомустина в воздухе рабочей зоны и 
на кожных покровах работающих наличие пре-
парата не допустимо. 
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The paper presents the results of a study on the possibility of toxic effects developing in contact with the antitumor 
drug – lysomustine - to assess the health risk in the manufacture of the finished dosage form and its use. The work 
was performed on 40 outbred rats, 40 guinea pigs and 114 outbred mice. The experimental study has showed 
that lysomustine does not irritate intact skin, is not a potential allergen, has no skin-resorptive effect, does not 
cause reproductive disorders. The drug reveales mutagenic properties inherent in many cytostatics, representatives 
of the class of N-nitrosoalkylureas. The research results allow to conclude that the presence of the drug in the 
air of industrial premises and on the skin of workers in its manufacture and use of the finished dosage form is 
unacceptable.
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НЕЙРОТОКСИКО-
ЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
СОЕДИНЕНИЯ АВ-19  
ДЛЯ ПРОФИЛАКТИКИ 
И ЛЕЧЕНИЯ 
ОСЛОЖНЕНИЙ 
САХАРНОГО ДИАБЕТА

УДК  616.379-008.64 : 615.91 

В настоящем исследовании представлены результаты изучения нейротоксикологического 
профиля нового соединения АВ-19, действующего на конечные продукты гликирования 
коллагена (AGE) и рецепторы к ним (RAGE), для профилактики и лечения осложнений 

сахарного диабета. Использовалась методика многотестового наблюдения по «S.Irwin». Пока-
затели тестов оценивали в параллельных группах, получавших вещество в дозах, начинающихся 
со средней эффективной (ЭД50) и с кратным увеличением в 5, 10, 20 и 50 раз. Было установлено, 
что соединение АВ-19 в дозах 20, 100 и 200 мг/кг не оказывает влияния на функционально-по-
веденческий статус животных. Однако при увеличении дозировки до 400 мг/кг наблюдались ти-
пичные проявления интоксикации: снижение мышечного тонуса, гипотермия, седация, тахипо-
ноэ. В результате проведенного изучения выявлено, что для нейротоксикологических свойств 
соединения АВ-19 характерна дозозависимая активность. Также была обозначена минимальная 
токсическая доза 400 мг/кг≤ТДмин≤1000 мг/кг.

Ключевые слова: АВ-19, сахарный диабет, осложнения сахарного диабета, нейропсихотропная 
активность, методика многотестового наблюдения по «S.Irwin».

Цит: Д.В. Мальцев, А.А. Спасов, В.А. Косолапов, К.Т. Султанова, М.В. Мирошников, С.К. Котовская,  И.М. Сапожникова, 
В.Л. Русинов. Нейротоксикологические свойства соединения АВ-19 для профилактики и лечения осложнений сахарного 
диабета. Токсикологический вестник. 2020; 4:39-43 

Введение. Терапия сахарного диабета пред-
ставляется важной задачей, требующей реше-
ния [1,2]. Cуществующие препараты для лечения 
данного заболевания обладают рядом нежела-
тельных эффектов, таких как головокружение, 

головная боль, диспепсические явления, аллерги-
ческие реакции, анемический синдром (метфор-
мин, репаглинид), так же на фоне приема неко-
торых препаратов может возникнуть прибавка 
в весе и гипогликемия (глибенкламид, глимепи-
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рид) [3], так же на фоне применения некоторых 
препаратов (аминогуанидин) возможно развитие 
аутоиммунных состояний, появление гриппозо-
подобного синдрома, волчаночно-подобного син-
дрома, анемии, васкулитов, ингибирования eNOS 
[15]. Сахарный диабет характеризуется прогрес-
сирующим течением и развитием ряда острых 
и поздних осложнений, зачастую приводящих к 
временной потере трудоспособности, инвалиди-
зации и ранней смерти [4,5]. В связи с этим поиск 
новых антидиабетических средств остается од-
ним из перспективных направлений современной 
фармакологии. Поскольку сахарный диабет яв-
ляется хроническим заболеванием, требующим 
длительного применения сахароснижающих 
препаратов, лекарственная безопасность явля-
ется приоритетным направлением при создании 
новых препаратов [6]. В ходе ранее проведенных 
исследований, было найдено соединение для ле-
чения отдаленных последствий сахарного диабе-
та под шифром АВ-19. Полученные результаты 
позволяют судить о достаточно высокой эффек-
тивности выявленного соединения и о необходи-
мости дальнейшего углубленного изучения спек-
тра его свойств, а также возможных токсических 
эффектов [10,11].  В связи с этим особый интерес 
представляет оценка возможных нейротропных 
эффектов соединения АВ-19 с использованием 
многотестового наблюдения по «S.Irwin».

Цель работы - изучить нейротоксикологиче-
ские свойства соединения АВ-19 при перораль-
ном введении половозрелым мышам-самцам с 
использованием многотестового наблюдения по 
«S.Irwin».

Материалы и методы исследования. Субстан-
ция АВ-19 (натриевая соль диэтилового эфи-
ра 4-оксо-1,4-дигидропиразоло[5,1-c]-1,2,4-три-
азин-3,8-дикарбоновой кислоты моногидрат) 
синтезирована в ФГАОУ ВО «Уральский феде-
ральный университет имени первого Президен-
та России Б.Н. Ельцина», г. Екатеринбург (патент 
РФ № 2612300 от 02.11.2015).

Экспериментальная часть исследований про-
водилась на беспородных белых мышах-сам-
цах массой 18-22 г. Животные содержались в 
стандартных условиях с 12 часовым режимом 
освещения при свободном доступе к еде и во-
де (ГОСТ Р 50258-92), с соблюдением Междуна-
родных рекомендаций по защите позвоночных 
животных, используемых при эксперименталь-
ных исследованиях и Национальных стандар-
тов «Принципы надлежащей лабораторной 
практики» [7,8]. Исследование специфической 
токсичности регламентировано методически-
ми рекомендациями по проведению доклиниче-
ских исследований лекарственных средств [9]. 
Изучение нейротоксикологического профиля 
нового соединения под лабораторным шифром 

АВ-19 проводилось по модифицированной ме-
тодике S.Irwin [11-14]. В ходе исследования бы-
ло сформировано 6 экспериментальных групп 
(n=6) – 1 контрольная и 5 опытных. Исследуе-
мые вещества вводили внутрижелудочно ме-
таллическим зондом. Изучение нейротропных 
свойств субстанции АВ-19 проводилось в на-
растающих дозах, начиная со средней эффек-
тивной (20 мг/кг) и дозах, превышающих эф-
фективную дозу в 5, 10, 20 и 50 раз. Животные 
контрольной группы получали дистиллирован-
ную воду из расчета 100 мкл на 10 г веса. Для из-
учения психосоматических реакций проводили 
оценку следующих параметров: поведенческие 
реакции (вокализация, настороженность, пас-
сивность, стереотипия, агрессия, беспокойство, 
груминг, спонтанная двигательная реакция), 
нервно-мышечные эффекты (реакции на боль, 
прикосновение, реакция на стук, подергивания, 
судороги, тремор, тонус конечностей, расстрой-
ство походки) и вегетотропные эффекты (птоз/
экзофтальм, размеры зрачка, уринация, дефе-
кация, саливация, цвет кожи, частота дыхания 
и ректальная температура). Для оценки данных 
параметров использовалась 8-балльная шкала 
S.Irwin. Показатели состояния животных в нор-
ме приравнивались к 4 баллам. Однако для не-
которых показателей, отсутствующих у живот-
ных (вокализация, стереотипия, беспокойство, 
агрессия, тремор, подергивание, судороги, рас-
стройство походки и саливация), за норму при-
нималось 0 баллов, а изменения фиксировались 
в диапазоне от 0 до 4 баллов. Изменение пара-
метра на 25 % приравнивалось к 1 баллу. Воз-
растание изменений функционально-поведен-
ческого статуса от 4 до 8 баллов указывает на 
увеличение эффекта, снижение от 4 до 0 бал-
лов характеризуется уменьшением эффекта. 
Уровень изменений фиксируемых показателей 
оценивался через 60 и 120 мин после введения 
веществ. Также прогнозировали доклиниче-
скую степень безопасности соединения и опре-
деляли минимальную токсическую дозу (ТДмин). 
Статистическая обработка полученных данных 
проводилась при помощи программы GraphPad 
Prism 5.0. с применением теста Краскела-Уолли-
са с посттестом Даннетта. 

Результаты и обсуждение. У животных, по-
лучавших в средней эффективной дозе АВ–19 
(20 мг/кг) значимых изменений изучаемых по-
казателей данного многопараметрового тести-
рования не наблюдалось (рис. 1). При исследо-
вании АВ–19 в дозе, превышающей среднюю 
эффективную в 5 раз, регистрируемые пара-
метры, характеризующие нервно-мышечную 
возбудимость и функциональное состояние ве-
гетативной нервной системы, соответствовали 
установленной для данной тест-системы норме. 
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Рис. 1. Влияние соединения АВ-19 в исследуемых дозах на нейротоксические симптомы у мышей (в баллах, M±m).

Δ -  Примечание: 0 - исходные данные, полученные до введения вещества; 1 – значения, полученные через 1 час после 
введения вещества; 2 – значения, полученные через 2 часа после введения вещества
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Из показателей, описывающих поведенческие 
реакции, через 1 час после введения вещества 
у животных фиксировалось статистически не-
значимое снижение груминга и спонтанной 
двигательной активности, а также пассивность 
в поведении. Остальные параметры, в сравне-
нии с группой контроля, не изменились. При 10-
ти кратном увеличении средней эффективной 
дозы АВ–19 регистрировались изменения спон-
танной двигательной активности и груминга, 
достоверно увеличивался показатель пассив-
ности. Отмечались случаи снижения рефлек-
торных реакций на тактильное прикосновение 
и болевой раздражитель. Со стороны вегета-
тивной нервной системы изменений зафикси-
ровано не было. Для животных на 60 и 120 ми-
нутах после введения соединения в дозах 400 
и 1000 мг/кг была характерна следующая кар-
тина интоксикации: снижался показатель дви-
гательной активности животных (пассивность 
и спонтанная двигательная активность, в дозе 
1000 мг/кг), уряжалась частота актов грумин-
га; по сравнению с исходным значением и по-
казателями контрольной группы  угнетались 
рефлекторные реакции (на звук и на прикос-
новение в дозе 1000 мг/кг, а на боль в обоих 
дозах), нарушался тонус конечностей, в осо-
бенности задних лап; указанные симптомы до-
полнялись снижением частоты дыхательных 
движений и гипотермией. В целом большин-
ство изучаемых эффектов АВ–19 были дозо-
зависимы, в частности значительная часть эф-
фектов в большинстве случаев развивалась к 1 
часу наблюдения и в дозе 400 мг/кг статистиче-
ски была не достоверна, в то время как в дозе 
превышающей эффективную в 50 раз, инток-
сикационные изменения статистически усили-
вались и наблюдались в течение всего периода 
наблюдения. Описанная картина изменений в 
настоящем многопараметровом тестировании 
за счет совокупности указанных признаков мо-
жет свидетельствовать о развитии седации с 
выраженной вегетотропной симптоматикой у 
животных. Проведенное исследование свиде-

тельствует об отсутствии значимого нейроток-
сического влияния АВ–19 в средней эффектив-
ной дозе 20 мг/кг, а также дозе, превышающей 
эффективную в 5 раз. В основном, при увели-
чении дозы от 400 мг/кг и выше при введении 
АВ–19 у животных развивается выраженная 
седация, тахипноэ и гипотермия, а также отме-
чается снижение нервно-мышечной передачи. 

Заключение. В результате исследования уста-
новлено, что для соединения АВ-19 в средней эф-
фективной дозе и дозе, превышающей среднюю 
эффективную в 5 и 10 раз, не характерно влия-
ние на функциональное состояние вегетативной 
нервной системы и нервно-мышечного возбужде-
ния, а среди спектра исследуемых поведенческих 
эффектов отмечается снижение активности мы-
шей. Зарегистрированные случаи снижения реф-
лекторных реакций на тактильное прикоснове-
ние и болевой раздражитель в дозе 200 мг/кг не 
имели статистически достоверного различия с 
группой интактного контроля. Доза 400 мг/кг при 
внутрижелудочном введении у мышей-самцов 
предварительно, условно, может быть обозначе-
на как начальная, вызывающая выраженные ток-
сические реакции, и может быть рекомендована 
для более детального исследования при изучении 
хронической токсичности ФС на следующем эта-
пе доклинического исследования. Выявленные 
изменения нейрофункционального статуса у мы-
шей позволяют предварительно обозначить ми-
нимальную токсическую дозу (ТДмин) для АВ-19 
при внутрижелудочном введении: 400 мг/кг<Т-
Дмин≤1000 мг/кг, а также охарактеризовать кли-
ническую картину возможной передозировки 
АВ-19. Наиболее значимыми из симптомов явля-
ются: седация, снижение тонуса мышц; со сторо-
ны вегетативной нервной системы – тахипноэ и 
гипотермия. По результату проведенного иссле-
дования можно сделать вывод о том, что для со-
единения АВ-19 характерно низкое токсическое 
действие в отношении поведения животных при 
многотестовом наблюдении по «S.Irwin», а также 
вещество перспективно для углубленного докли-
нического изучения.
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ВЛИЯНИЕ СТОЙКИХ 
ОРГАНИЧЕСКИХ 
ЗАГРЯЗНИТЕЛЕЙ  
И БЕНЗ[A]ПИРЕНА 
НА ПРОРАСТАНИЕ СЕМЯН 
ЯЧМЕНЯ ОБЫКНОВЕННОГО  
(HORDÉUM VULGÁRE L.)

УДК 574.583:582.263:574.63

В работе рассмотрено влияние на прорастание семян ячменя присутствия в среде культи-
вирования полихлорированных дибензо-п-диоксинов, дибензофуранов, бифенилов и бен-
з[а]пирена, а также влияние загрязнителей на хранения семян. В результате проведенных 

опытов, было отмечено отрицательное действие полихлорированных бифенилов на прораста-
ние семян при концентрации 100 мкг/кг, что может объясняться высоким накоплением семена-
ми низкохлорированных загрязнителей. Зарегистрировано отрицательное влияние бенз[а]пире-
на на прорастание семян при концентрации 20, 100 мкг/кг.

Ключевые слова: стойкие органические загрязнители, бенз[a]пирен, прорастание, семена ячме-
ня, всхожесть, загрязнение почвы.

Цит: Е.А. Белинская, С.Е. Мазина, Е.К. Пичугина, Г.В. Зыкова. Влияние стойких органических загрязнителей и бенз[a]
пирена на прорастание семян ячменя обыкновенного (Hordéum Vulgáre l.). Токсикологический вестник. 2020; 4:44-48 

Введение. При проведении оценки воздей-
ствия загрязнителей одним из важных объектов 
исследования является почва, где происходит 
накопление химических веществ и реализуется 
цепочка передачи их по трофической цепи с по-
мощью растительности в  организм человека. 
Наиболее чувствительны к воздействию моло-
дые растения, и особенно их семена. 

В литературе известны эксперименты по про-
растанию семян под влиянием, в основном, та-
ких загрязнителей, как нефть [1,2,3]. О влиянии 
стойких органических загрязнителей (СОЗ), 
являющихся предметов Стокгольмской кон-

венции (2001 год), и  полициклических арома-
тических углеводородов (ПАУ) на прорастание 
семян, а  особенно о  механизмах действия их 
низких концентраций, в литературе имеется не-
достаточно сведений.

В перечень СОЗ входит группа таких высо-
котоксичных соединений, как полихлориро-
ванные дибензо-п-диоксины и дибензофураны 
(ПХДД и ПХДФ) – группа гетероциклических 
полихлорированных соединений, основу ко-
торых составляют два ароматических кольца, 
связанных между собой кислородными мости-
ками, самым токсичным представителем ко-
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торых является 2,3,7,8-тетрахлордибензо-п-ди-
оксин (2,3,7,8-ТХДД) [4]. Они характеризуются 
высокой устойчивостью в окружающей среде 
и способностью к накоплению в трофических 
цепях [5].

В почву диоксины могут поступать при попа-
дании в нее отходов и загрязненных продуктов 
различных производственных процессов, в ре-
зультате осаждения из загрязненного атмос-
ферного воздуха. 

При попадании в почву диоксины сорбируют-
ся на частицах в поверхностном слое и практи-
чески не мигрируют во внутренние слои. Уста-
новлено, что период полуразложения в почвах 
составляет около 9-15 лет в поверхностном слое 
и 25-100 лет на глубине [6]. 

Как правило, ПХДД и ПХДФ образуются как 
примеси в процессе разнообразных неуправляе-
мых химических реакций с применением хлора. 
Они формируются при производстве некото-
рых хлорированных фенолов (пентахлорфенол, 
2,4,5-трихлорфенол) и их производных, а также 
в процессе горения хлорорганических соедине-
ний. Диоксины могут находиться в потребитель-
ских товарах таких, как целлюлозно-бумаж-
ная продукция, хлорсодержащие гербициды 
и  хлорированные фенолсодержащие продук-
ты, обнаруживаются в низких концентрациях 
в табачном дыме и в автомобильных выхлопах 
дизельных двигателей. Кроме того, они посту-
пают в атмосферу при неправильной эксплуата-
ции термических установок для сжигания твер-
дых бытовых, промышленных и медицинских 
отходов, при открытом сжигании мусора на 
свалках [7–11], при производстве стали, плавле-
нии различных металлов (железо, магний, ни-
кель, свинец и алюминий) и при горении древе-
сины.

В настоящее время в России действуют норма-
тивы ориентировочных допустимых количеств 
(ОДК) диоксинов в почвах. На заседании комиссии 
по нормированию Роспотребнадзора в апреле 2015 
года было утверждено, в том числе значение нор-
матива ОДК диоксинов в почве селитебной терри-
тории, равное 50 нг/кг [12]. 

Помимо ПХДД/ПХДФ, к группе СОЗ относят-
ся полихлорированные бифенилы (ПХБ), кото-
рые насчитывают 209 индивидуальных конге-
неров, представляющих собой хлорированные 
соединения двух ароматических колец. ПХБ 
принадлежат к  веществам, не образующимся 
в природных условиях, а попадающих в окру-
жающую среду в результате деятельности чело-
века. Этот класс органических соединений был 
специально синтезирован в промышленных це-
лях (фирма Монсанто, США) и получил широ-
кое распространение как технический продукт 
[13], начиная с  1929 г. Вследствие высокотем-

пературного сжигания бытового мусора, экс-
плуатации конденсаторов и трансформаторов, 
содержащих промышленные смеси ПХБ с раз-
личной степенью хлорирования, они поступают 
в природные среды и негативно на них воздей-
ствуют.

Высокие концентрации ПХБ обнаружены на 
территориях, прилегающих к местам, где воз-
можно использование или нахождение ПХБ-со-
держащих или загрязненных ими материалов: 
объекты хранения или захоронения, станции 
по ремонту электротехнического оборудова-
ния, свалки.

Значение ОДК в почве ПХБ (суммарно) – 0,06 
мг/кг. Кроме того, отдельно нормируется ОДК 
для трихлорбифенилов – 0,03 мг/кг, тетрахлор-
бифенилов  – 0,06 мг/кг и  пентахлорбифени-
лов – 0,1 мг/кг [14].

Серьезную опасность здоровью населения на-
носят ПАУ – группа органических соединений, 
содержащих два или более конденсированных 
бензольных кольца. ПАУ характеризуются вы-
сокой канцерогенной, мутагенной и тератоген-
ной активностью. Наибольшей канцерогенной 
токсичностью среди них обладают бенз[а]пи-
рен и дибенз[a,h]антрацен [15]. Международное 
агентство по изучению рака (МАИР) относит 
бенз[а]пирен к группе 1 (безусловно канцеро-
генные для человека). 

Источниками образования и  поступления 
в окружающую среду ПАУ являются природ-
ные высокотемпературные и микробиологиче-
ские процессы, а  также антропогенные фак-
торы, связанные с  производством энергии, 
выбросами промышленных предприятий и ав-
томобильного транспорта [15]. Использование 
в металлургическом производстве металлоло-
ма приводит к выбросу ПАУ. В дымовых газах 
заводов по производству асфальтовых смесей 
для дорожного строительства содержится бен-
з[а]пирен и другие ПАУ. При термической об-
работке твердых бытовых и медицинских отхо-
дов ПАУ постоянно поступают в окружающую 
среду. Для снижения содержания ПАУ в выбро-
сах таких заводов применяют системы очистки 
дымовых газов и  пылеуловители. ПАУ, нахо-
дящиеся в окружающей среде, сами по себе не 
проявляют канцерогенную активность. Только 
после проникновения в организм, они биотрас-
формируются в канцерогенные формы. 

В России для оценки загрязненности почв 
установлен норматив предельно-допустимой 
концентрации (ПДК) для самого токсичного 
представителя группы ПАУ  – бенз[a]пирена. 
Значение этого норматива составляет 20 мкг/кг 
[16]. Соответствующая величина европейского 
норматива в 5 раз выше и составляет 100 мкг/кг 
[17 – 19].
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Цель работы  – выявить влияние различ-
ных концентраций, в том числе низких, ПХДД/
ПХДФ, ПХБ и  бенз[a]пирена на прорастание 
семян ячменя обыкновенного (Hordéum vulgáre 
L.) в случае присутствия загрязнителей при хра-
нении сухих семян или при прорастании семян 
в среде с загрязнителями.

Материалы и методы исследования. Объек-
том исследования являлись семена ячменя обык-
новенного (Hordéum vulgáre L.). Эксперимент 
проводили по методике [20]. В первой серии опы-
тов проращивали семена ячменя в крахмальной 
среде. Наносили 5 см3 раствора с загрязнителем 
в этаноле на 10 г крахмала, высушивали на воз-
духе, крахмал заливали горячей (65-70°C) дис-
тиллированной водой по 10 см3 и разливали по-
лученный гель в чашки Петри по 15 см3. 

Так как для отдельных конгенеров ПХБ са-
нитарно-гигиенические нормативы отсутству-
ют, а установленные величины ПДК касаются 
только промышленных смесей ПХБ, то в дан-
ном исследовании на крахмал наносили смесь 
Арохлор 1254 (табл. 1), которая принята в каче-
стве стандартной для расчета ПДК [7]. 

Загрязнители вносили из расчета конеч-
ных концентраций: бенз[а]пирена – 200 мкг/кг, 
100 мкг/кг и 20 мкг/кг; ПХДД – 50 нг/кг и 25 нг/кг; 
Арохлор 1254  – 100 мкг/кг и  50   мкг/кг; сме-
си 100 мкг/кг бенз[а]пирена, 50 нг/кг ПХДД 
и 100 мкг/кг Арохлора 1254; смеси 20 мкг/кг бен-
з[а]пирена, 25 нг/кг ПХДД и 50 мкг/кг Арохлора 
1254. На густой крахмал в чашку Петри раскла-

дывали по 25 штук предварительно промытых 
водой семян ячменя, сходных по размеру. 

Во второй серии опытов семена хранили 
в крахмале с добавками бенз[а]пирена и ПХДД/
ПХДФ в течение 6 месяцев при комнатной тем-
пературе в темном месте, после чего извлекали 
из смеси, промывали и проращивали на среде из 
крахмала без добавок. В контрольном экспери-
менте семена хранили в чистом крахмале.

Семена проращивали при комнатной темпе-
ратуре (23°С), с закрытыми крышками чашек 
Петри, при ежедневном подсчете прорастаю-
щих семян в течение 7 дней. Эксперименты про-
ведены дважды, каждый вариант опыта в че-
тырехкратной повторности. Статистическая 
значимость полученных результатов оценива-
лась с  использованием критерия Стьюдента, 
достоверными считались различия при р ≤0,05. 
Результаты обработаны статистически с помо-
щью пакета программ Microsoft Excel 2003.

Результаты и обсуждение. В  результате про-
веденных исследований выявлено, что на всхо-
жесть семян оказывало влияние наличие в сре-
де прорастания бенз[а]пирена (с концентрацией 
20 мкг/кг и 100 мкг/кг) и Арохлора 1254. Однако 
при концентрации бенз[а]пирена в 200 мкг/кг до-
стоверного снижения всхожести семян не обнару-
жено, что может быть связано с нестабильностью 
бенз[а]пирена под действием различных внешних 
факторов [7]. Что касается других экспериментов, 
то не отмечено явного воздействия загрязнителей 
на количество проросших семян (табл.2). Сниже-

Таблица 1
Состав технической смеси Арохлор 1254 (в %) [13]

Эмпирическая формула Число атомов хлора в конгенере ПХБ Арохлор 1254

C12H10 0

C12H9Cl 1

C12H8Cl2 2

C12H7Cl3 3 1

C12H6Cl4 4 15

C12H5Cl5 5 53

C12H4Cl6 6 26

C12H3Cl7 7 4

C12H2Cl8 8

C12HCl9 9

Приблизительная молекулярная 
масса 328,4
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Таблица 2
Влияние ПХДД/ПХДФ, ПХБ и бенз[а]пирена на прорастание семян, отмечены эксперименты,  

в которых р≤0,05

Действующий агент

Процент всхожести семян

Проращивание Хранение

Среднее, % Стандартное 
отклонение Среднее, % Стандартное 

отклонение

Дистиллированная вода 81,33 7,87 82,41 5,23

Этиловый спирт (95 %) 84,00 9,47 - -

Бенз[а]пирен – 200 мкг/кг 86,00 6,57 8,33 2,34

Бенз[а]пирен – 100 мкг/кг 69,33 6,53 79,33 1,63

Бенз[а]пирен – 20 мкг/кг 68,67 4,68 80,83 3,82

ПХДД/ПХДФ – 50 нг/кг 79,33 4,68 79,67 1,51

ПХДД/ПХДФ – 25 нг/кг 71,33 11,15 79,51 2,17

Арохлор 1254 – 100 мкг/кг 59,33 5,32 - -

Арохлор 1254 – 50 мкг/кг 69,33 4,84 - -

100 мкг/кг бенз[а]пирена,  
50 нг/кг ПХДД  

и 100 мкг/кг Арохлора 1254
73,67 3,67 - -

20 мкг/кг бенз[а]пирена, 
25 нг/кг ПХДД  

и  50 мкг/кг Арохлора 1254
74,00 7,04 - -

ние всхожести семян при их проращивании в при-
сутствии ПХДД/ПХДФ статистически незначи-
мо. Возможно, что слабое влияние загрязнителей 
на всхожесть семян злаков связано с тем, что про-
росток на начальном этапе питается в основном 
запасами зерновки, получая из внешней среды 
воду и водорастворимые вещества. В этом слу-
чае поступление к проростку загрязнителей за-
держивается. Обнаруженное в исследовании сни-
жение всхожести семян в присутствии Арохлора 
1254, вероятно, объясняется избирательной био-
аккумуляцией конгенеров с низким содержанием 
атомов хлора вследствие более высокой раство-
римости в воде. Поэтому они в первую очередь 
поглощаются растениями [21].

При хранении зерен в присутствии загрязни-
телей в сухих условиях воздействия на статисти-
чески достоверном уровне не выявлено (табл. 2).

Заключение. В результате проведенного экс-
перимента по оценке действия различных за-
грязнителей на зерновки овса выявлено, что 
хранение семян в течение 6 месяцев с загряз-
няющими агентами в сухом состоянии не влия-
ет на их всхожесть. Наибольшее снижение 
прорастания оказывают ПХБ и бенз[а]пирен, 
причем в  случае с  последним веществом-за-
грязнителем, необходимо проводить дальней-
шие исследования по выявлению концентра-
ций, оказывающих наибольшее угнетающее 
действие. 
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ЭКОЛОГИЧЕСКАЯ 
ТОКСИКОЛОГИЯ

ИЗУЧЕНИЕ ТОКСИЧНОСТИ 
И БЕЗОПАСНОСТИ ЛИПОФИЛЬНЫХ 
ЭКСТРАКТОВ БЕЛОМОРСКИХ 
БУРЫХ ВОДОРОСЛЕЙ – ФУКУСА 
ПУЗЫРЧАТОГО И ЛАМИНАРИИ 
САХАРИСТОЙ НА МОДЕЛИ  
DAPHNIA MAGNA STRAUS

УДК  582.272 : 615.9

В работе проведена оценка острой токсичности, безопасности и биологической активно-
сти экстрактов липофильных веществ бурых водорослей Белого моря – ламинарии са-
харистой (S. latissima) и фукуса пузырчатого (F. vesiculosus) на модели зоогидробионтов 

Daphnia magna Straus.
Апробировано два способа получения сухого липидного концентрата ламинарии и фукуса. Пока-

зано, что острая токсичность липидного экстракта ламинарии не зависит от способа его получения 
и составляет порядка 200 мг/л. Острая токсичность экстракта фукуса зависит от метода получения. 
Она составляет около 100 мг/л при «холодном» способе экстрагирования и повышается на порядок 
при «горячем» методе получения экстракта. Для исследования биологической активности использо-
вались образцы бурых водорослей, полученные методом «холодной экстракции».

В хронических экспериментах препараты бурых водорослей использовали в концентрации 8,0 мг/л, 
которая составляла менее 0,1 ЛК50 величины острой токсичности фукуса и не вызывала токсиче-
ских эффектов. На протяжении 24 суток препараты вносили в среду с дафниями дважды в неделю. 
В дальнейшем контрольные и опытные гидробионты содержались в одинаковых условиях до гибе-
ли последних особей. Показано, что препараты ламинарии и фукуса в предложенной концентрации 
на 20-30% увеличивали продолжительность жизни дафний в условиях нормального содержания и на 
50-60% в экстремальных условиях, стимулируя при этом в 3-4 раза репродуктивную активность гид-
робионтов. Полученные результаты позволяют предполагать наличие у исследованных препаратов 
выраженных адаптогенных и цитопротекторных свойств. 
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Введение. Морские бурые водоросли являются 
ценнейшим источником биологически активных 
веществ. Наибольшее промышленное значение 
имеют получаемые из них вещества гидрофиль-
ного ряда, такие как альгиновые кислоты, ман-
нит, фукоидан, широко используемые в пищевой, 
фармацевтической и косметической отраслях [1]. 
Но особое внимание в современной медико-био-
логической литературе уделяется липидным 
компонентам бурых водорослей, которые рас-
сматриваются в качестве перспективных фарма-
кологических средств и БАДов [2, 3, 4]. 

К числу характерных липидов бурых водорос-
лей относятся каротиноиды (фукоксантин и его 
аналоги), производные хлорофилла, полинена-
сыщенные жирные кислоты, стероиды и целый 
ряд других классов биологически активных ве-
ществ [1]. Наиболее важным из них считается 
фукоксантин, обладающий выраженным анти-
оксидантным и антимутагенным действием [5], 
а также онкопротекторными, цитостатически-
ми [6], антидиабетическими [7], гиполипидеми-
ческими [8] и многими другими биологическими 
свойствами. Производные хлорофилла известны 
как активные антиоксиданты и иммуномодуля-
торы [9], а полиненасыщенные жирные кислоты, 
(особенно w-3), играют важную роль в регуля-
ции липидного обмена и препятствуют развитию 
атеросклероза [10]. В связи с этим, липофильные 
концентраты бурых водорослей широко исполь-
зуются в диетологической практике в составе пи-
щевых добавок и нутрицевтиков [4, 8].

На территории России большое промысло-
вое значение имеют несколько видов бурых во-
дорослей, в частности ламинария сахаристая (S. 
latissima) и фукус пузырчатый (F. vesiculosus), 
произрастающие в районах Белого и Баренце-
ва морей. Комплексные исследования состава 
этих водорослей, проведенные в работах [1, 11, 
12], подтверждают выводы о высокой биологи-
ческой ценности содержащихся в них липидных 
веществ. Однако до настоящего времени токси-
кологические свойства этих липидных комплек-
сов остаются далеко не полностью изученными, 
что препятствует фармацевтическим разработ-
кам на их основе. Из липидов достаточно подроб-
но исследован только фукоксантин, содержание 
которого в извлечениях не превышает несколь-
ких процентов.

В связи с этим, в настоящей работе было про-
ведено скрининговое исследование токсичности, 
безопасности и биологической активности сум-
мы липофильных веществ беломорских водоро-
слей S. latissima и F. vesiculosus на гидробионтах 
Daphnia magna Straus [14, 15]. Выбор дафний в ка-
честве тест-системы связан с удобством и быстро-
той получения результатов на данной модели, что 
важно в условиях скрининга. Определение острой 

токсичности образцов позволяет стандартизиро-
вать препараты по интегральному параметру. 
Кроме того, наблюдения за продолжительностью 
жизни и репродуктивной активностью дафний в 
хроническом эксперименте позволяют оценить 
интегральный биологический эффект тестируе-
мой субстанции на живой организм.

Материалы и методы исследования. В работе 
использовали свежие водоросли S. latissima и F. 
vesiculosus, собранные в районе Чупинской губы 
(мыс Картеш) в период июля 2017 г. Качество со-
бранного сырья контролировали по содержанию 
каротиноидов. Свежие водоросли промывали 
проточной водой и замораживали для хранения 
при -10 оС. 

Количественное содержания каротиноидов 
в свежих водорослях и экстрактах определя-
ли методами ТСХ на пластинах Сорбфил в си-
стеме ацетон-хлороформ 1:5 (Rf фукоксантина 
0.55) и ВЭЖХ на хроматографе Shimadzu с диод-
но-матричным детектором (колонка Chromolit 
Perfomance C18, 4/6x100 mm, элюент – ацетони-
трил - водный раствор муравьиной кислоты 0.1 
%, скорость потока 5 мл/мин, время удерживания 
фукоксантина 3.22 мин. В качестве стандарта ис-
пользовали фукоксантин 95 % (Sigma).

Получение липидного концентрата F. 
vesiculosus. Метод 1. 1 кг замороженной водорос-
ли F. vesiculosus промывали 3 л воды комнатной 
температуры, отжимали и заливали 2 л этанола 
96%. Выдерживали 1 сутки при температуре 20-
25° С. Спирто-водный экстракт сливали и упари-
вали на роторном испарителе при давлении 100-
200 mbar и температуре водяной бани 60-70° С до 
конечного объема 250 мл. Полученный остаток 
замораживали, а затем размораживали и отста-
ивали, отбрасывали 70-150 мл верхнего прозрач-
ного раствора, а целевую нижнюю фракцию с 
осадком липидных веществ замораживали и ли-
офилизировали. Полученный сухой липидный 
концентрат фукуса (Ф-1) растирали, продували 
аргоном и хранили при (-10° С).

Метод 2. К 1 кг замороженной водоросли F. 
vesiculosus приливали 3 л горячей (90° С) воды, 
выдерживали 15 мин и отделяли водный раствор. 
Процедуру промывки сырья горячей водой по-
вторяли еще 2 раза. Затем к отжатому от воды 
сырью приливали 2 л этанола 96% и выдержива-
ли 18 ч при температуре 20-25° С. Спиртоводный 
экстракт отделяли и упаривали на роторном ис-
парителе при давлении 100-200 mbar и температу-
ре водяной бани 60-70° С до конечного объема 150 
мл. Полученный остаток замораживали и лио-
филизировали. Сухой липидный концентрат фу-
куса (Ф-2) растирали, продували аргоном и хра-
нили при (-10° С). 

Аналогично, из замороженной водоросли S. 
latissima по Методу 1 получали сухой липидный 
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концентрат ламинарии Л-1, а по Методу 2 – сухой 
концентрат Л-2. 

Выход сухих экстрактов и содержание суммы 
каротиноидов в их составе приведены в таблице 1.

Исследование биологической активности 
субстанций. Опыты были поставлены на гидро-
бионтах Daphnia magna Straus в возрасте 7 суток, 
выращенных в лабораторных условиях. 

При тестировании биологической активности 
использовали водные растворы исследуемых суб-
станций. Для этого сухие липидные концентраты 
бурых водорослей суспензировали в воде с помо-
щью ультразвукового гомогенизатора, получая 
0,1% взвеси исследуемых субстанций, которые 
далее вносили в заданных концентрациях в куль-
тивационную среду для гидробионтов.

Изучение острого токсического действия 
субстанций. Для проведения исследований даф-
ний помещали в стеклянные емкости с 50,0 мл 
культивационной воды по 5 особей в каждый. Ис-
следуемые субстанции вводили в культивацион-
ную среду в пяти возрастающих по логарифмиче-
ской шкале концентрациях по три параллельных 
пробы на каждую концентрацию. В качестве 
контроля использовали три параллельных про-
бы с культивационной водой. Через 96 часов ре-
гистрировали количество погибших дафний [13] 
и рассчитывали среднюю летальную концентра-
цию препарата (ЛК50) по формуле, приведенной 
в методике [14]. Каждый эксперимент повторяли 
трижды.

Изучение хронического действия субстан-
ций. Хроническое воздействие субстанций ис-
следовали на дафниях, содержащихся в стан-
дартных условиях и в условиях стресса, оценивая 
продолжительность жизни и репродуктивную 
активность гидробионтов. В стандартных усло-
виях дафнии содержались в емкостях с 50,0 мл 
культивационной среды, по 5 особей в каждой 
емкости. Дафний три раза в неделю кормили 
суспензией водорослей Chlorella. Один раз в две 
недели вместо Chlorella давали суспензию дрож-

жей. Каждая экспериментальная группа вклю-
чала по 30 дафний, находящихся в 6 емкостях 
по 5 особей в каждой. Дважды в неделю гидро-
бионтам проводили смену культивационной сре-
ды, которая, в случае опытных групп, содержала 
субстанции ламинарии или фукуса в выбранной 
концентрации. На протяжении 24 суток дважды 
в неделю вносили исследуемые субстанции, по-
сле чего все группы содержались в одинаковых 
условиях в чистой культивационной воде. В хо-
де эксперимента ежедневно учитывали и удаля-
ли народившуюся молодь и погибших дафний. 
Наблюдения продолжали до полной гибели всех 
особей во всех группах. 

При изучении хронического воздействия суб-
станций на гидробионты в условиях стресса, объ-
ем культивационной среды уменьшали с 50,0 мл 
до 10,0 мл и исключали из рациона белково-ви-
таминное питание дрожжами. В эксперимен-
тальные группы брали по 10 дафний, каждая из 
которых содержалась в отдельной емкости. Куль-
тивационную среду меняли гидробионтам 2 раза 
в неделю. На протяжении 24 суток дважды в не-
делю вносили исследуемые субстанции, после че-
го контрольная и опытные группы содержались 
в одинаковых условиях в чистой культивацион-
ной воде до полной гибели всех особей в группах. 

Результаты и обсуждение. В таблице 2 пред-
ставлены результаты определения острой ток-
сичности образцов липидных концентратов ла-
минарии и фукуса для гидробионтов Daphnia 
magna Straus при экспозиции 96 часов. 

Из данных, приведенных в таблице 2 следует, 
что липидные экстракты ламинарии менее ток-
сичны, чем соответствующие экстракты фукуса. 
При этом летальные концентрации образцов Л-1 
и Л-2 были примерно одинаковы, то есть в слу-
чае ламинарии токсичность не зависела от тех-
нологии выделения липидной фракции. Уровень 
токсичности субстанций Л-1 и Л-2 соответствует 
3-му классу опасности [15]. Токсичность препа-
ратов фукуса заметно различалась: если образец 

Таблица 1
Липидные концентраты S. latissima и F. vesiculosus: выход и содержание суммы каротиноидов

Сырье Липидный 
концентрат

Сумма кароти-
ноидов, %

Выход липидного концентрата в пересчете

на сырой вес, % на сухой вес, %

Фукус
Ф-1 3,4 0,56 2,9

Ф-2 1,9 0,82 4,3

Ламинария
Л-1 1,5 1,02 11,5

Л-2 4,2 0,31 3,5
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Ф-1 по уровню ЛК50 можно отнести к 3-му классу 
опасности, то образец Ф-2 на порядок более ток-
сичен, соответствуя 2-му классу опасности [15]. 
Эти различия, очевидно, были связаны с техно-
логическими особенностями получения данных 
субстанций. Вероятно, обработка сырья горячей 
водой, используемая при получении Ф-2, изменя-
ла характер последующей экстракции, способ-
ствуя выделению в раствор токсичных веществ, 
присутствующих в составе фукуса. 

Для дальнейшего исследования хронического 
действия были выбраны липидные экстракты 
ламинарии Л-1 и фукуса Ф-1 (наименее токсич-
ные). Концентрация тестируемых субстанций в 
хронических экспериментах составила 8,0 мг/л, 
что не превышало 0,1 ЛК50 выбранного образца 
Ф-1. С целью установления зависимости эффекта 
от концентрации, образец Ф-1 тестировали так-
же в концентрации 4,0 мг/л. Во всех эксперимен-
тах внесение препаратов прекращалось после 24 
суток экспозиции. 

Влияние препаратов ламинарии и фукуса на 
продолжительность жизни Daphnia magna в стан-
дартных условиях представлено в таблице 3.

Как видно из представленных данных, про-
должительность жизни в группах №2 и №3 бы-
ла выше, чем в контрольной группе (табл. 3). Под 
действием экстракта ламинарии средняя продол-
жительность жизни дафний увеличивалась на 30 
%, а экстракта фукуса в группе №3 – на 22 % по 
сравнению с контролем. Хотя статистически раз-
личия не достоверны (P > 0.05), тем не менее, они 
близки к порогу, а на 90% доверительном уров-
не различия уже значимы. В случае воздействия 
низкой концентрации липидного экстракта фу-
куса (группа №4) продолжительность жизни даф-
ний не отличалась от контроля.

В таблице 4 представлены результаты иссле-
дования продолжительности жизни дафний в 
экстремальных условиях содержания при хро-
ническом воздействии экстрактов ламинарии и 
фукуса в концентрации 8 мг/л. 

Как видно из представленных данных (табл. 
4), под действием экстракта ламинарии средняя 
продолжительность жизни дафний увеличива-
лась на 66 %, а экстракта фукуса – на 50,2 % по 
сравнению с контролем. Наблюдаемые различия 
статистически достоверны с вероятностью не 

Таблица 2 
Летальные концентрации сухих экстрактов водорослей для Daphnia magna Straus

Ламинария Фукус

Образец, № ЛК50, мг/л Образец, № ЛК50, мг/л

Л-1 200,0±52,9 Ф-1 115,7±25,3

Л-2 179,4±46,5 Ф-2 15,8±4,0

Таблица 3
Влияние ламинарии и фукуса на продолжительность жизни дафний в условиях стандартного 

содержания

Продолжительность 
жизни, сутки

Экспериментальная группа

Контроль Ламинария Фукус 8 мг/л Фукус 4 мг/л

№1 №2 №3 №4

Средняя 32,8 42,8 40,0 33,7

Ошибка среднего 3,0 3,5 3,9 3,1

Станд. отклонение 16,3 19,1 21,6 16,9

Максимальная 60 80 72 56

Минимальная 4 12 0 4
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менее 95%, что может свидетельствовать о нали-
чии у исследуемых субстанций адаптогенного, а 
также геропротекторного действия. В этой связи 
интересно отметить, что в литературе описан ге-
ропротекторный эффект фукоксантина (компо-
нента бурых водорослей), добавки которого уве-
личивали продолжительность жизни дрозофил и 
нематод [16]. 

Одновременно с регистрацией продолжитель-
ности жизни, проводился учет родившейся моло-
ди. Результаты воздействия субстанций в услови-
ях стандартного содержания дафний отражены в 
таблице 5.

Статистический анализ данных, проведенный 
методом Манна-Уитни [17, 18], показал достовер-
ное увеличение репродуктивной активности во 
всех трех группах, получавших липидные экс-
тракты бурых водорослей. Наиболее выражен-
ная стимуляция рождаемости дафний наблюда-
лась под действием фукуса в концентрации 8 мг/л, 
при уменьшении концентрации вещества эффект 
снижался. Стимулирующий эффект ламинарии в 
концентрации 8 мг/л был выражен слабее, чем у 
фукуса в той же концентрации.

Аналогичные результаты были получены и в 

случае хронического воздействия исследуемых 
субстанций на гидробионты, содержащихся в 
экстремальных условиях (табл. 6).

Из представленных данных видно, что в небла-
гоприятных условиях препараты бурых водорос-
лей также значительно стимулируют репродук-
тивную активность дафний, причем отличия от 
контроля в данном случае еще выше, чем в усло-
виях стандартного содержания дафний. Как и в 
предыдущем эксперименте, стимуляция репро-
дуктивной активности дафний у экстракта фуку-
са была выражена сильнее, чем у ламинарии.

Заключение. Таким образом, липидные экс-
тракты ламинарии и фукуса, острая токсич-
ность которых на Daphnia magna Straus составляет 
200,0±52,9 мг/л и 115,7±25,3 мг/л соответственно, 
в хроническом эксперименте в выбранных кон-
центрациях 8 мг/л и 4 мг/л не проявляют токси-
ческих эффектов, а напротив, увеличивают как 
продолжительность жизни, так и репродуктив-
ную активность дафний. Как известно, у дафний 
в природных условиях стимуляция репродук-
тивной активности сопровождается снижением 
продолжительности жизни, подобный эффект 
может быть получен в лабораторных условиях 

Таблица 4
Влияние ламинарии и фукуса на продолжительность жизни дафний в экстремальных условиях

Продолжительность жизни, сутки Контроль Ламинария Фукус 

Средняя 20,0 33,2 30,4

Ошибка среднего 3,8 3,8 3,7

Станд. отклонение 12,0 12,1 11,8

Максимальная 36 48 44

Минимальная 4 8 8

Таблица 5
Влияние липидных концентратов на репродуктивную активность дафний в условиях стандартного 

содержания

Контроль Ламинария 
8 мг/л

Фукус 
8 мг/л

Фукус 
4 мг/л

Число рождений на одну особь 35,7 111,5 167,7 99,0

Коэффициент стимуляции 1,0 3,1 4,7 2,8

Ошибка среднего 20,0 28,0 24,2 17,5

Станд. отклонение 48,9 68,7 59,3 42,8
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Таблица 6
Влияние липидных экстрактов на репродуктивную активность дафний в экстремальных условиях 

содержания

Контроль Ламинария
8 мг/л

Фукус 
8 мг/л

Число рождений на одну особь 1,7 11,1 14,1

Коэффициент стимуляции 1,0 6,5 8,3

Ошибка среднего 1,5 4,6 5,8

Станд. отклонение 4,7 14,6 18,2

при повышении температуры содержания гидро-
бионтов [13, 14]. В представленных эксперимен-
тах введение в среду препаратов ламинарии и фу-
куса достоверно увеличивало репродуктивную 
активность, как в оптимальных, так и в экстре-
мальных условиях содержания. При этом продол-
жительность жизни гидробионтов по сравнению 
с контролем либо достоверно увеличивалась (в 
негативных условиях) либо имела тенденцию к 
увеличению (в нормальных условиях), что сви-
детельствует об адаптогенном и цитопротектор-
ном действии препаратов бурых водорослей. 

Следует отметить, что стимуляция репродук-
тивной активности под действием липидных кон-

центратов ламинарии и фукуса продолжалась 
достаточно долго после прекращения введения 
препаратов. Очевидно, полученный эффект не 
может быть связан только с улучшением кормо-
вой базы гидробионтов. Полученные результаты 
дают основания предполагать, что липидные экс-
тракты беломорских водорослей представляют 
потенциальный интерес для разработки адапто-
генных и геропротекторных препаратов.

Результаты работы получены, в том числе в 
рамках государственной темы «Динамика струк-
туры и функционирования экосистем Белого мо-
ря и сопредельных арктических морей». Регистра-
ционный номер №АААА-А19-119022690122-5.
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Assessment of the acute toxicity, safety and biological activity of lipophilic extracts of the White Sea brown algae – 
S. latissima and F. vesiculosus – on the model of zoohydrobionts Daphnia magna Straus has been performed.

Two methods of obtaining dry lipid concentrate of kelp and fucus were tested. It has been shown that the acute 
toxicity of the lipid extract of kelp does not depend on the method of its preparation and is about 200 mg/L. The 
acute toxicity of fucus extract depends on the method of preparation. It is about 100 mg/L in the «cold» method of 
extraction and increases by an order of magnitude in the «hot» method. To study the biological activity, samples of 
brown algae obtained by «cold» extraction were used.

In chronic experiments, preparations of brown algae were used in a concentration of 8.0 mg/L, which was less 
than 0,1 LC50 of the acute toxicity of fucus and did not cause toxic effects.

For 24 days, the preparations were introduced in contact with Daphnia twice a week. Subsequently, the control 
and experimental hydrobionts were kept under the same conditions until the death of the last individuals. It has 
been shown that the preparations of S. latissima and F. vesiculosus in the proposed concentration by 20-30% 
increased the lifespan of Daphnia in normal conditions and by 50-60% in extreme conditions, while stimulating 
the reproductive activity of aquatic organisms by 3-4 times. The results obtained suggest that the studied drugs 
have pronounced adaptogenic and cytoprotective effects.

Keyword: brown algae, F. vesiculosus, S. latissima, lipids, toxicity, lifespan, reproductive activity, Daphnia 
magna Straus.
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НОВЫЕ СВЕДЕНИЯ О ТОКСИЧНОСТИ И ОПАСНОСТИ 
ХИМИЧЕСКИХ И БИОЛОГИЧЕСКИХ ВЕЩЕСТВ

ИЗУЧЕНИЕ ТОКСИЧНОСТИ 
И ОПАСНОСТИ НАТРИЯ 
ЛАУРИЛСУЛЬФАТА 
ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ПУТЯХ 
ВОЗДЕЙСТВИЯ

УДК 615.9

Натрия лаурилсульфат – наиболее распространённое поверхностно активное вещество, ис-
пользуется при производстве большинства моющих средств, применяется в фармацевти-
ческой промышленности, в производстве хлоропренового каучука, пластиков, искусствен-

ных мехов. Натрия лаурилсульфат относится к умеренно опасным веществам при введении в 
желудок (DL50 для белых мышей и крыс находится в диапазоне 2086-2700 мг/кг), оказывает 
выраженное местное раздражающее действие на кожу и слизистые оболочки глаз, обладает 
кожно-резорбтивным, сенсибилизирующим и выраженным кумулятивным действием. Порог 
острого ингаляционного действия установлен на уровне 15,3 мг/м3 по изменению показателей 
функции нервной системы и раздражающему действию на слизистые оболочки верхних дыха-
тельных путей (увеличение общего количества клеток в смывах из носоглотки). Рекомендован 
к утверждению ОБУВ натрия лаурилсульфата в воздухе рабочей зоны – 0,2+ мг/м3 (аэрозоль).

Ключевые слова: натрия лаурилсульфат, натрия додецилсульфат, токсичность, раздражаю-
щее действие, крысы, гигиеническое нормирование.

Цит: М.В. Бидевкина, М.И. Голубева, А.В. Лиманцев, И.Н. Разумная, Т.Н. Потапова, Э.А.  Федорова. Изучение 
токсичности и опасности натрия лаурилсульфата при различных путях воздействия. Токсикологический вестник. 2020; 
4: 56-59 

Введение. Натрия лаурилсульфат (натрия до-
децилсульфат) относится к анионным поверх-
ностно-активным веществам (ПАВ), является 
высокоэффективным эмульгатором, обладает 
детергентными и амфифильными свойствами. 
Характер токсического действия натрия лаурилсуль-
фата хорошо изучен. Вещество относится к умерен-
но опасным соединениям при ведении в желудок 
(DL50 для крыс 1288 мг/кг), оказывает выражен-
ное раздражающее действие на кожные покровы и 

слизистые оболочки глаз. При попадании натрия 
лаурилсульфата в дыхательные пути у рабочих 
наблюдали раздражение слизистых оболочек но-
соглотки, кашель, першение в горле, затруднен-
ное дыхание; может вызывать аллергические ре-
акции (дерматит, астма). Натрия лаурилсульфат не 
обладает мутагенным и канцерогенным действи-
ем; оказывает влияние на развитие плодов мы-
шей и кроликов на уровне доз, токсичных для ма-
теринского организма [1]. Для группы анионных 
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ПАВ (алкилсульфаты натрия), в число которых 
входит натрия лаурилсульфат, установлена груп-
повая максимальная разовая ПДК в атмосфер-
ном воздухе населенных мест – 0,01 мг/м3 (рефл. 
признак вредности, 4 класс опасности).

Натрия лаурилсульфат используют при произ-
водстве большинства моющих средств, шампу-
ней, зубной пасты и других средств личной гиги-
ены; применяют в медицине как искусственный 
раздражитель кожи, в фармацевтической про-
мышленности – при изготовлении готовых ле-
карственных форм, а также в производстве хло-
ропренового каучука, пластиков, искусственных 
мехов. В связи с этим задачей нашего исследо-
вания было изучение характера биологическо-
го действия натрия лаурилсульфата на организм 
экспериментальных животных, с целью обосно-
вания ОБУВ в воздухе рабочей зоны.

Материалы и методы исследования. Натрия ла-
урилсульфат – кристаллический порошок белого 
или светло-желтого цвета практически без запа-
ха. CAS №: 151-21-3. Химическая формула: CH3-
(CH2)10-CH2-(OCH2CH2)n-O-SO3Na+. Эмпириче-
ская формула: C12H25O4SNa. М.м.: 288,4. Тпл.: 205,5 
°C. Плотность: 1,01г/см3. Хорошо растворим в во-
де (не менее 130 г/л при 20°C), хорошо растворим 
в масле; растворим в спиртах; не растворим в дру-
гих органических растворителях. Коэффициент 
распределения масло/вода составляет 1,6. Био-
разлагаемость превышает 90 %, токсичных про-
дуктов при разложении не образуется.

Исследование токсичности и опасности натрия 
лаурилсульфата проводили в соответствии с дей-
ствующими нормативно-методическими доку-
ментами. Исследование проведено на 150 белых 
беспородных крысах самцах, 100 белых беспо-
родных мышах, 6 кроликах породы «Советская 
шиншилла». Статистические группы животных 
состояли из 6-10 особей.

Средние смертельные дозы определяли при 
введении препарата в желудок виде взвеси в 2% 
крахмальном геле. Раздражающее действие на 
кожу изучали при эпикутанных аппликациях 
500 мг препарата в виде мази на 4% крахмаль-
ном геле в соотношении 1:1. Кожно-резорбтив-
ное действие препарата оценивали на мышах 
«пробирочным методом» («хвостовые пробы»); 
кумулятивные свойства изучали на мышах ме-
тодом Лима и соавторов. Способность натрия 
лаурилсульфата оказывать сенсибилизирующее 
действие изучали путём определения реакции ги-
перчувствительности замедленного типа (ГЗТ) 
на белых мышах максимизационным методом 
А.Д. Черноусова. Исследование острого инга-
ляционного воздействия аэрозоля натрия лау-
рилсульфата проводили в затравочных камерах 
объемом 200 литров с динамической подачей ве-
щества. У животных регистрировали функцию 

дыхательной системы (измеряли частоту дыха-
ния и проводили анализ состава клеток смывов 
из носоглотки и легких), нервной системы (реги-
стрировали СПП и поведенческие реакции), пе-
чени (определяли в сыворотки крови активность 
АлАТ, АсАТ и щелочной фосфатазы, содержа-
ние общего белка, альбумина), почек (измеряли 
суточное количество мочи и содержание в ней 
общего белка и хлоридов). Для оценки сенсиби-
лизирующей активности вещества через 7 дней 
после однократной ингаляционной экспозиции у 
крыс проводили провокационный тест опухания 
уха, подсчитывали общее количество эозинофи-
лов и лейкоцитов в периферической крови.

Оценку достоверности различия данных подо-
пытной и контрольной групп животных проводи-
ли по критерию Стьюдента, руководствуясь 5% 
(р<0,05).

Результаты и обсуждение. Проведенные ис-
следования показали, что при введении в желу-
док DL50 (мг/кг) натрия лаурилсульфата для крыс 
самцов составляет 2086,0 (1707,5 ÷ 2548,3), для мы-
шей самцов - 2649,0 (2060,1 ÷ 3406,4), мышей самок 
-2700 мг/кг (3 класс опасности по классификации 
ГОСТ 12.1.007-76). Клиническая картина отрав-
ления характеризовалась возбуждением, сме-
няющимся снижением двигательной активности, 
слабостью, попискиванием. Гибель наступала на 
2-3 дни после введения. Натрия лаурилсульфат 
оказывал выраженный раздражающий эффект 
на кожу кроликов и мышей, обладал кожно-ре-
зорбтивным действием и кумулятивной активно-
стью (коэффициент кумуляции 2,74). Выявлены 
сенсибилизирующие свойства изучаемого препа-
рата методом воспроизведения ГЗТ на мышах.

Для определения Limac натрия лаурилсульфата 
были испытаны 3 концентрации аэрозоля: 35,2 ± 
3,9 мг/м3; 15,2 ± 3,4 мг/м3 и 4,5 ± 0,7 мг/м3. Как по-
казали проведенные исследования, аэрозоль на-
трия лаурилсульфата при ингаляции оказывает 
на экспериментальных животных общетоксиче-
ское и раздражающее действие, сенсибилизиру-
ющий эффект не выявлен. Аэрозоль натрия лау-
рилсульфата в концентрации на уровне 35,2 мг/м3 
вызывал нарушение функционального состоя-
ния дыхательной и нервной систем, печени и по-
чек (табл. 1). У крыс выявлено снижение частоты 
дыхания и увеличение общего количества кле-
ток в смывах из легких и носоглотки. В смывах 
из верхних дыхательных путей отмечено пони-
женное содержание нейтрофилов. При изучении 
функции нервной системы установлено увеличе-
ние СПП, а также изменения показателей в тесте 
«открытое поле». В сыворотке крови зарегистри-
ровано повышение активности ЛДГ и содержа-
ния общего белка. В моче также наблюдалось по-
вышенное содержание белка.

После ингаляции аэрозоля натрия лаурилсуль-
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фата в концентрации 15,2 мг/м3 имели место из-
менения интегральных показателей (снижение 
горизонтальной двигательной активности и нор-
кового рефлекса в тесте «открытое поле») и по-
казателей, характеризующих раздражающее 
действие на слизистые оболочки верхних дыха-
тельных путей (табл. 2). Эта концентрация при-
нята за Limac.

Ингаляция вещества на уровне 4,5 мг/м3 не 
приводила к изменениям изученных показателей 
состояния животных. Таким образом, натрия 
лаурилсульфат обладает неспецифическим раз-
дражающим действием на верхние дыхательные 
пути, Zir = 1.

Заключение. Натрия лаурилсульфат по основ-
ным токсикологическим характеристикам бли-

                                                                                                                      Таблица 1 
Изменение регистрируемых показателей у крыс при ингаляции натрия лаурилсульфата  

в концентрации 35,2 ± 3,9 мг/м3

Показатели Опыт Контроль

Частота дыхания/мин 123,2 ± 9,8* 150,5 ± 7,4

Количество нейтрофилов на 100 клеток в смывах из носоглотки 48,3 ± 1,7* 59,2 ± 1,8

Общее количество клеток в смывах из носоглотки, кл/мкл 408 ± 55* 221 ± 60

Общее количество клеток в смывах из легких, кл/мкл 1217 ± 176* 716 ± 108

СПП, усл.ед 5,3 ± 0,15* 4,7 ± 0,2

Горизонтальная подвижность 31,5 ± 2,3* 16,0 ± 3,3

Вертикальная подвижность 5,7 ± 1,02 3,0 ± 0,93

Норки в тесте «Открытое поле» 7,8 ± 1,22* 4,17 ± 0,65

Содержание в крови ЛДГ, Е/л 4049 ± 116* 3324 ± 296

Содержание в крови общего белка, г/л 77,1 ± 1,7* 72,9 ± 0,4

Содержание в моче белка, мг% 4,55 ± 0,58* 2,81 ± 0,60

* - р < 0,05

                                                                                                                         Таблица 2 
Изменение регистрируемых показателей у крыс при ингаляции натрия лаурилсульфата  

в концентрации 15,2 ± 3,4 мг/м3

Показатели Опыт Контроль

Частота дыхания/мин 139,2 ± 15,0 139,3 ± 6,3

Общее количество клеток в смывах из носоглотки, кл/мкл 287 ± 74* 95 ± 29

Общее количество клеток в смывах из легких, кл/мкл 732 ± 82 593 ± 94

Горизонтальная подвижность 15,7 ± 3,6* 25,0 ± 1,0

Вертикальная подвижность 4,0 ± 1,26 3,5 ± 0,6

Норки в тесте «Открытое поле» 4,0 ± 0,7* 7,0 ±1,2

* - р < 0,05
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зок к хорошо изученным в токсиколого-гигие-
ническом аспекте представителям катионных 
ПАВ (лаурилдиметилгидроксиметил аммония 
хлорид, алкилтриметиламмоний хлорид, диде-
цилдиметиламмоний бромид клатрат с карба-
мидом). Эти вещества, также, как и натрия лау-
рилсульфат, умеренно опасны при поступлении 
внутрь (3 класс по ГОСТ 12.1.007-76), обладают 
выраженным раздражающим действием на ко-
жу и слизистые оболочки, способны проникать 
через кожные покровы. Все изученные ранее ка-
тионные ПАВ не обладают кумулятивным и ал-

лергенным действием. В воздухе рабочей зоны 
для аэрозолей этих веществ установлен ОБУВ – 
0,5+ мг/м3 («требуется специальная защита кожи 
и глаз»). На основании расчетов, проведенных по 
установленным параметрам токсикометрии и с 
учетом выраженной кумулятивной активности, 
в воздухе рабочей зоны рекомендован ОБУВ на-
трия лаурилсульфата 0,2+ мг/м3 (аэрозоль, «тре-
буется специальная защита кожи и глаз»). Метод 
определения в воздухе – спектрофотометриче-
ский, диапазон измеряемых концентраций 0,1- 
0,7 мг/м3.
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Александр Николаевич 
Петров родился 7 июля 
1940 года в  Ленинграде 
в  семье врачей. Его дет-
ство пришлось на тяже-
лые военные годы – семья 
Петровых пережила бло-
каду Ленинграда. Окон-
чив среднюю школу с зо-
лотой медалью, в  1963 
году Александр Николае-
вич поступил в 1-й Ленин-
градский медицинский ин-
ститут имени академика 
И.П. Павлова. После окон-
чания института он был зачислен в аспирантуру 
Института токсикологии, где успешно защитил 
диссертацию на соискание ученой степени канди-
дата медицинских наук по специальностям «фар-
макология», «токсикология» в 1967 году. В 1991 г. 
им была защищена диссертация и получена уче-
ная степень доктора медицинских наук. В 2004 
году, решением Высшей аттестационной комис-
сии Российской Федерации А.Н. Петрову было 
присвоено ученое звание профессор по специаль-
ности «токсикология».

Одним из важнейших этапов жизненного пути 
ученого явилось руководство Институтом токси-
кологии с 1987 по 2007 год. А.Н. Петров возгла-
вил институт в сложный период распада СССР 
и значительных изменений в российской науке. 
Он достойно справился с выпавшей на его долю 
задачей, сумев сохранить научный коллектив, 
воспитать новую смену научных сотрудников, 
развить научные достижения института. В  те 
сложные годы Институт токсикологии стал го-
ловным исполнителем в отраслевой научно-ис-
следовательской программе «Патогенез и моле-
кулярные механизмы экзогенных интоксикаций. 
Разработка средств и методов диагностики и ле-
чения», была создана единственная в  России 
консультативно-диагностическая поликлиника. 
За период работы Института токсикологии под 
руководством А.Н. Петрова разработан ориги-
нальный высокоэффективный реактиватор хо-
линэстеразы. Созданный на его основе препарат 
Карбоксим успешно внедрен в практику для ле-
чения отравлений ФОС и ФОВ. Были завершены 
работы по внедрению антидота само- и взаимо-
помощи – Пеликсима. Результатом многолетней 

творческой работы токсико-
логов и  химиков института 
стал принятый на снабжение 
МО РФ индивидуальный про-
тивохимический пакет (ИПП 
-11) – средство защиты и дега-
зации кожных покровов. 

Александр Николаевич 
внес значительный вклад 
в организацию медицинского 
обеспечения химической без-
опасности населения России. 
С 1993 года он является пред-
седателем Межведомствен-
ного научного совета по ток-

сикологии. С 2001 по 2004 год А.Н. Петров был 
главным внештатным специалистом-токсиколо-
гом Минздрава России 

В настоящее время Александр Николаевич яв-
ляется одним из ведущих специалистов нашей 
страны в  области токсикологии и  фармаколо-
гии. Под его руководством проведены многочис-
ленные научные исследования механизмов ток-
сического действия химических соединений на 
организм человека и животных. Научные труды 
А.Н. Петрова опубликованы более чем в 150 на-
учных изданиях. Он является автором 10 моно-
графий, 11 патентов РФ на изобретения, 7 учеб-
но-методических пособий. 

Александр Николаевич ведет активную педа-
гогическую деятельность. За выдающиеся за-
слуги в научно-исследовательской деятельности, 
в воспитании и подготовке высококвалифициро-
ванных научных кадров А.Н. Петров награжден 
орденом «Знак почета», медалью «Ветеран тру-
да», знаком «Житель блокадного Ленинграда». 
Ему присвоено почётное звание «Заслуженный 
врач России». 

Чуткость и  внимание к  людям, тактичность 
и  интеллигентность в  сочетании с  профессио-
нальной целеустремленностью, ответственно-
стью и принципиальностью в работе снискали 
Александру Николаевичу заслуженную любовь 
и уважение коллег. 

Коллектив ФГБУН ИТ ФМБА России, 
редколлегия журнала «Токсикологический 

вестник» сердечно поздравляют 
Александра Николаевича с Юбилеем!

Желают крепкого здоровья, бодрости духа, 
благополучия, счастья и мира.

ЮБИЛЕЙНЫЕ ДАТЫ

ПЕТРОВ АЛЕКСАНДР НИКОЛАЕВИЧ
(к 80-летию со дня рождения)


