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АННОТАЦИЯ 

Обоснование. Традиционно оценку генетической безопасности пищевых добавок проводят только с 

использованием веществ высокой степени чистоты. В Российской Федерации, согласно требованиям 

Технического регламента Таможенного союза, контроль генотоксичности разрешённых к применению 

пищевых красителей не предусмотрен. Регламент ограничивается определением содержания 

основного красящего вещества и отдельных компонентов состава. Однако такой подход является 

недостаточным, поскольку он не учитывает возможное присутствие токсичных и генотоксичных 

примесей в составе пищевых красителей.  

Цель. Оценить генетическую безопасность пищевого красителя на основе понсо 4R (Е124), 

поступившего в розничную торговлю, с использованием микроядерного теста на цельной крови 

человека, культивируемой в условиях цитокинетического блока, как в присутствии системы 

метаболической активации, так и без неё. 

Материалы и методы. Краситель на основе понсо 4R приобретён в розничной торговой сети. Клетки 

здорового донора культивировали в условиях цитокинетического блока параллельно в присутствии 

системы метаболической активации S9 гепатоцитов крыс и без неё при воздействии красителя на 

клетки в диапазоне концентраций от 0 до 2 мг/мл. Цитомный анализ проводили по расширенному 

протоколу микроядерного теста. Для статистической обработки использовали критерии χ2 и Манна–

Уитни. 

Результаты. Статистически значимое увеличение частоты клеток с генетическими повреждениями в 

культурах крови наблюдали по U-образному типу зависимости: без метаболической активации — при 

воздействии красителя в концентрациях 0,000 025 6, 0,000 64 и 0,4 мг/мл; в условиях метаболической 

активации — при концентрациях 0,000 025 6, 0,000 128 и 0,016 мг/мл. Кроме того, в присутствии 

фракции S9 также обнаружены увеличение частоты 3-ядерных клеток, стимуляция митотической 

активности и супрессия апоптоза. 

Заключение. Генотоксические эффекты пищевого красителя на основе понсо 4R, приобретённого в 

розничной торговле, выявлены на уровне допустимой суточной дозы для человека и ниже. 

Представленный подход может стать основой для разработки системы оценки генетической 

безопасности пищевых красителей и добавок.  
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ABSTRACT 

BACKGROUND: Traditionally, the assessment of the genetic safety of food additives is carried out only using 

substances with high degree of purity. In Russian Federation, in accordance with the Customs Union Technical 

Regulations, genotoxicity of food dyes (FD) permitted for trade is not controlled, only coloring agent and 

presence of some components are determined. This approach seems to be insufficient, since FD may contain 

unidentified impurities with toxic and genotoxic activity. The article continues publication of the experimental 

results for the genetic safety studying of FD purchased in a retail network. 

AIM: Genetic safety evaluate of the FD bought in trading network and containing ponceau 4R (E124) as the 

main component. 

METHODS: The FD containing ponceau 4R (E124) as the main component was purchased from a retail chain. 

Venal blood cells of healthy young donor were cultured under cytokinetic block in parallel with and without 

of the S9 metabolic activation system from rat hepatocytes. Cytomic analysis was carried out using the 

extended micronuclear test protocol at exposure 0-0.2 mg/ml of FD. The χ2 and Mann-Whitney criteria were 

used for statistical analysis. 

RESULTS: The increasing frequency of the cells with genetic damage in blood cultures were manifested as 

U-shaped dependence: without S9 under the exposure to 0,256*10-4 - 6,4*10-4 mg/ml and to 0,4 mg/ml of the 

FD, and in the presence of S9 under the exposure to 0,256*10-4 mg/ml, 1,28*10-4 mg/ml and 0,16 mg/ml of 

the FD. The frequency of 3-nucleated cells increasing, mitotic activity stimulation and apoptosis suppression 

were observed in the presence of S9. 

CONCLUSION. The genotoxic effects of FD contained ponceau 4R as the main component and purchased in 

a retail network were detected at the level of the permissible daily dose for humans and lower levels. This 

approach can become the basis of a system for genetic safety food additives assessing. 
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ОБОСНОВАНИЕ 

Понсо 4R — водорастворимый пищевой азокраситель (синонимы: пунцовый 4R, пищевой красный 7, 

кошенилевый красный, новый кокцин), зарегистрированный в качестве пищевой добавки Е124. 

Обычно его синтезируют из ароматических углеводородов. Разрешён к применению в большинстве 

стран Европейского союза и Российской Федерации (РФ), однако запрещён в Финляндии, Норвегии и 

Соединённых Штатах Америки (США) [1]. Понсо 4R используют для улучшения внешнего вида 

пищевых продуктов. Его добавляют в свежую и приготовленную рыбу, колбасные изделия, 

кондитерские изделия (включая печенье, варенье, мороженое, декоративные элементы тортов), мясные 

и фруктовые консервы, а также газированные напитки1. Иногда понсо 4R комбинируют с иными 

красителями, заметно расширяя палитру для придания продуктам оранжевых, фиолетовых или даже 

зелёных оттенков.  

В 1983 году Совместный комитет экспертов по пищевым добавкам Продовольственной и 

сельскохозяйственной Организации Объединённых Наций и Всемирной организации 

здравоохранения, а в 1984 году Научный комитет по пище при Европейской комиссии рекомендовали 

допустимую суточную дозу для понсо 4R, которая составила 4 мг/кг. Эта норма для человека 

действовала до 2009 года. Тем не менее в 1993 году K. Agarwai и соавт. [2], на основании анализа 

данных литературы и результатов собственных исследований, предложили исключить понсо 4R из 

списка разрешённых к применению пищевых красителей. Кроме того, в некоторых исследованиях 

установлена возможная связь между употреблением синтетических азокрасителей, включая понсо 4R, 

и развитием гиперактивного поведения детей [3, 4]. Впоследствии в Европейском союзе введено 

законодательное требование о маркировке пищевых продуктов, содержащих шесть синтетических 

красителей (татразин, хинолиновый жёлтый, жёлтый «солнечный закат», понсо 4R, красный 

очаровательный АС и кармуазин), потенциально способных вызывать гиперактивность. Такие 

продукты сопровождаются предупреждением о возможном негативном влиянии на внимание и 

поведение у детей2. В 2009 году допустимую суточную дозу понсо 4R пересмотрели, её снизили до 

0,7 мг/кг в связи с обеспокоенностью потенциальными неблагоприятными эффектами для здоровья [5]. 

Существует утверждённая стандартизированная система (батарея тестов) краткосрочного 

тестирования мутагенных свойств веществ, включающая комплекс методов оценки генотоксичности 

in vitro и in vivo. Для исследований in vitro рекомендуемой считают комбинацию теста Эймса и 

микроядерного теста на культуре млекопитающих. Согласно литературным данным, 962 известных 

канцерогенов и генотоксикантов продемонстрировали положительные результаты в этих тестах. 

Применение данной комбинации позволяет эффективно выявлять генные мутации, хромосомные 

повреждения и анеуплоидию [6].  

Анализ существующих исследований генотоксичности красителя выявил противоречивые результаты 

[7]. Так, понсо 4R не обладал генотоксической активностью в концентрациях от 0,3 до 10 мг/чашку в 

тесте Эймса с использованием Escherichia coli и в тесте на индукцию конверсии генов у дрожжей [8–

16]. В нашем исследовании в тесте Эймса понсо 4R также не проявил генотоксичности. Однако на 

культуре фибробластов китайского хомячка в концентрации 1 мг/мл он способствовал повышению 

плоидности и вызывал структурные аберрации хромосом [8]. В микроядерном тесте in vivo на костном 

мозге мышей генотоксическое действие красителя обнаружено в дозах, начиная с 4 мг/кг [2, 17, 18], 

тогда как в других исследованиях наблюдали отсутствие эффекта при дозах, начиная с 25 мг/кг [19, 

20].  

Тест ДНК-комет — один из самых используемых методов для оценки генотоксичности понсо 4R. 

Увеличение фрагментации ДНК обнаружено в нескольких органах мышей, начиная с дозы 10 мг/кг 

[21, 22], однако в других исследованиях зафиксировано отсутствие эффекта у трансгенных мышей при 

экспозиции в дозах от 250 мг/кг, а также у крыс от 10 мг/кг [22–24]. Указанные расхождения могут 

 
1 Технический регламент Таможенного союза № 58 от 20 июля 2012 г. «Требования безопасности пищевых добавок, 

ароматизаторов и технологических вспомогательных средств». Евразийская экономическая комиссия. Режим 

доступа: https://eec.eaeunion.org/upload/medialibrary/90d/P_58.pdf Дата обращения:12.11.2024. 
2 Regulation (EC) No. 1333/2008 of the European Parliament and the Council of 16 December 2008 “Food additives”. Official Journal 

of the European Union. L 354:16-33. Режим 

доступа: https://www.legislation.gov.uk/eur/2008/1333/contents?utm_source=chatgpt.com 

https://eec.eaeunion.org/upload/medialibrary/90d/P_58.pdf
https://www.legislation.gov.uk/eur/2008/1333/contents?utm_source=chatgpt.com
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быть обусловлены цитотоксическими и токсическими свойствами красителя, а также особенностями 

его метаболизма в организме экспериментальных животных. 

Микроядерный тест на культуре лимфоцитов крови человека с применением цитокинетического 

блока — один из наиболее информативных индикаторов эффектов нестабильности генома, поскольку 

позволяет учесть не только повреждения ДНК, но и связанные с ними изменения пролиферации и 

клеточной гибели [25, 26]. В открытой научной литературе мы нашли только одно исследование, в 

котором оценивали эффекты понсо 4R с использованием данного теста [27]. В работе зафиксировано 

дозовозависимое увеличение частоты клеток с микроядрами при воздействии концентрации красителя 

0,1–0,5 мг/мл. При этом минимальная применённая концентраций соответствовала содержанию, 

разрешённому к использованию в Индии, но приблизительно в 100 раз превышала пересмотренную в 

2009 году допустимую суточную дозу для человека [5]. Важной особенностью большинства 

исследований, проводимых на культуре крови с использованием пищевых красителей, является 

отсутствие дополнительной метаболической активации, которая может существенно модифицировать 

эффекты нестабильности генома. Следует добавить, что в собственных исследованиях в микроядерном 

тесте на мышах in vivo найден генотоксический эффект трёх образцов понсо 4R, приобретённых в сети 

розничной торговли, при пероральном введении в диапазоне доз 125–2000 мг/кг. [18].  

Доступные экспериментальные данные указывают на наличие генотоксической активности понсо 4R, 

проявляющейся как у химически чистого вещества, так и у образцов, приобретённых в розничной 

торговой сети или экстрагированных из пищевых продуктов, потенциально содержащих примеси. 

Генотоксические эффекты наблюдали при сравнительно высоких дозах: in vitro — начиная с 

концентрации 0,1 мг/мл, и in vivo — при введении от 4 мг/кг массы тела животных, что соответствует 

0,004 мг/мл в условиях культуры клеток. Эти данные обусловливают необходимость дополнительного 

экспериментального подтверждения и оценки возможных рисков, связанных с использованием 

данного красителя в продуктах питания. 

ЦЕЛЬ  

Оценить генетическую безопасность пищевого красителя на основе понсо 4R (Е124), поступившего в 

розничную торговлю, с использованием микроядерного теста на цельной крови человека, 

культивируемой в условиях цитокинетического блока, как в присутствии системы метаболической 

активации, так и без неё. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ДИЗАЙН ИССЛЕДОВАНИЯ 

Проведено экспериментальное одноцентровое неослеплённое контролируемое исследование. 

Изучено действие пищевого красителя в широком диапазоне концентраций на клетках цельной крови 

человека, культивированных в условиях цитокинетического блока в присутствии или без системы 

метаболической активации гепатоцитов крыс S9, в соответствии с руководством [28]. 

Образец красителя на основе понсо 4R, использованный в работе, приобретён в розничной торговой 

сети г. Москвы. Краситель произведён на заводе Roha Dyechem PVT. LTD (Индия) в 2019 году со 

сроком годности до 2024 года. Российский дистрибьютер предоставил также Декларацию от 

21.09.2018 (действительна в течение 3 лет) о соответствии красителя Техническому регламенту 

Евразийского экономического союза (табл. 1), выданную на основании результатов анализов, 

выполненных в независимой испытательной лаборатории по заказу дистрибьютера.  

УСЛОВИЯ ПРОВЕДЕНИЯ 

Исследование проведено на базе ФГБУ «Центр стратегического планирования и управления медико-

биологическими рисками здоровью» Федерального медико-биологического агентства. 

ОПИСАНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТА 

Для оценки генотоксической активности пищевого красителя без и в присутствии системы 

метаболической активации S9 при выборе концентраций ориентировались на допустимые дозы, 

применяемые в токсикологических экспериментах на животных. В качестве положительного контроля 

использовали митомицин С (0,01 мкг/мл), а отрицательного контроля — дистиллированную воду.  
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400 мкл цельной крови (брали у одного из авторов исследования, подписавшего добровольное 

информированное согласие) помещали в 3,6 мл питательной среды F-10® («ПанЭко», РФ), 

дополненной 20% инактивированной сывороткой крови крупного рогатого скота («ПанЭко», РФ) и 

7,5 мкл/мл фитогемагглютинина («ПанЭко», РФ). Культивирование проводили при 37 °С в течение 

72 часов. Спустя 24 часа после начала культивирования в культуру вводили водные растворы 

пищевого красителя, предварительно отфильтрованные через мембранный фильтр [регенерированная 

целлюлоза, 0,22 мкм, 47 мм, (GVS SpA, Италия)], балансируя её общий объём стерильной 

дистиллированной водой. Цитохалазин В («ПанЭко», РФ) до конечной концентрации 6 мкг/мл 

вводили в культуру на 44 часу. При использовании системы метаболической активации на 48 часу в 

культуральную среду вводили 200 мкл фракции S9 из печени крыс Wistar с коферментами по прописи, 

используемой при постановке теста Эймса [29]. По завершению 3-часовой инкубации при 37 °С клетки 

во всех культурах отмывали стерильной средой F-10® («ПанЭко», РФ), которую затем заменяли на 

свежую, содержащую фитогемагглютинин, L-глутамин и цитохалазин В. Культивирование 

продолжали при 37 °С в течение последующих 21 часа. 

ОСНОВНОЙ ИСХОД ИССЛЕДОВАНИЯ 

Оценка генетической безопасности красителя в экспериментальной модели на клетках цельной 

венозной крови человека, культивированных в условиях цитогенетического блока. 

МЕТОДЫ РЕГИСТРАЦИИ ИСХОДОВ 

Предварительно гипотонизированные клетки фиксировали [25], наносили на замороженные 

предметные стёкла и окрашивали азур-эозином по Романовскому. Цитомный анализ шифрованных 

препаратов выполняли по расширенному протоколу микроядерного теста в соответствии с 

методическими рекомендациями [25, 26], подсчитывая по 1000 2-ядерных клеток для оценки частоты 

микроядер и по 500 клеток — для определения спектра клеточных популяций.  

ЭТИЧЕСКАЯ ЭКСПЕРТИЗА 

Исследование проводили на донорской крови некурящих, молодых и здоровых участников 

эксперимента, которые подписали информированное согласие на участие в этой работе. 

Проведение исследования одобрено локальным этическим комитетом ????, протокол заседания №??? 

от 00.00.0000. 

СТАТИСТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 

Статистический анализ данных проводили в программе Statistica® 10.2 (Statsoft, Dell Inc., США). Для 

сравнения эффектов с контролем и между отдельными культурами, подвергавшимися воздействию 

одинаковых концентраций красителя, использовали критерий χ2. Сравнение дозовых зависимостей, 

полученных в условиях метаболической активации и без неё, проводили с использованием 

непараметрического U-критерия Манна–Уитни. Различия считали значимыми при p ≤0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Уровни эффектов нестабильности генома в культуре лимфоцитов человека показаны в табл. 2.  

Возможно чётко проследить, что генотоксические эффекты пищевого красителя в культурах без и в 

присутствии системы метаболической активации S9 проявлялись качественно по-разному. Так, в 

условиях её отсутствия действие самых низких концентраций (0,000 025 6–0,000 64 мг/мл) 

сопровождалось дозозависимым снижением частоты 2-ядерных клеток с нуклеоплазменными 

мостиками (НПМ) и в одном случае — снижением частоты 4-ядерных клеток с микроядрами, что 

может свидетельствовать о гибели клеток с такими повреждениями. Повышение генотоксических 

эффектов красителя по сравнению с контролем обнаружено, начиная с концентрации пищевого 

красителя 0,0032 мг/мл, что выражалось в увеличении частоты 2- и 4-ядерных клеток с НПМ, а также 

2-дерных клеток с микроядрами и НПМ. При дальнейшем повышении концентрации красителя 

наблюдали признаки геномной нестабильности преимущественно в полиядерных клетках.  

В условиях метаболической активации и при высоких концентрациях красителя (начиная с 0,08 мг/мл), 

фиксировали значительную гибель клеток, поэтому такие препараты не анализировали.  

В культурах с дополнительной метаболической активацией (содержащих S9) по сравнению с 

соответствующим контролем наблюдали статистически значимое увеличение частоты 2-ядерных 
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клеток с микроядрами при воздействии двух минимальных и одной максимальной из исследованных 

концентраций красителя (см. табл. 2). При этом частота 2-ядерных клеток с НПМ в условиях 

метаболической активации при всех использованных концентрациях статистически значимо не 

отличалась от контроля (см. табл. 2). Кроме того, частота 4-ядерных клеток с НПМ в культурах с 

метаболической активацией была статистически значимо ниже, чем без неё (р <0,001). Статистически 

значимо более высокая частота клеток с генетическими повреждениями (микроядра + НПМ) отмечена 

в культурах без добавления фракции S9 по сравнению с экспозицией в условиях дополнительной 

метаболической активации во всех делящихся и ускоренно делящихся клетках (р <0,001), начиная с 

концентрации красителя 0,000 64 мг/мл. 

Процессы пролиферации при культивировании в условиях блока цитокинеза характеризуются 

распределением клеток с различным количеством ядер в спектре клеточных популяций (рис. 1). 

Влияние метаболической активации на продолжительность клеточного цикла проявляется в 

значительном увеличении доли 1- и 2-ядерных клеток, а также в снижении численности клеток, 

прошедших более одного цикла деления в присутствии цитохалазина B (см. рис. 1). Все полученные 

результаты свидетельствуют о том, что в условиях метаболической активации по сравнению с 

культурами без неё наблюдали торможение пролиферации клеток. Анализ спектра клеточных 

популяций в культурах без добавления фракции S9 (рис. 2, а) показал, что воздействие минимальных 

концентраций понсо 4R сопровождалось торможением пролиферации клеток, что подтверждено 

статистически значимым увеличением доли неделящихся 1-ядерных клеток (р <0,001) и клеток, 

прошедших один митотический цикл (2-ядерных, р <0,001) по сравнению с контролем. Одновременно 

отмечено уменьшение доли клеток, завершивших два и более цикла в присутствии цитохалазина В 

(многоядерные клетки с числом ядер ≥3). При повышении концентрации красителя до 0,08 мг/мл 

наблюдали ускорение пролиферации, сопровождающееся снижением доли неделящихся клеток и 

увеличением клеток, завершивших один и более циклов деления (р <0,001) после введения 

цитохалазина В. Особого внимания заслуживает увеличение численности 3-ядерных клеток, которое 

может свидетельствовать о возникновении анеуплоидии (р <0,001). В условиях метаболической 

активации краситель в концентрациях выше 0,08 мг/мл тормозил процессы пролиферации, что можно 

трактовать как токсический эффект. Выявленное на высоких концентрациях красителя увеличение 

частоты полиядерных клеток с микроядрами и НПМ в сочетании с признаками торможения 

пролиферации позволяет предположить подавление репаративных процессов. Анализ спектра 

клеточных популяций в культурах, содержащих фракцию S9 и различные концентрации красителя 

(см. рис. 2, b), показал статистически значимое снижение доли 1- и 2-ядерных клеток по сравнению с 

контролем с фракцией S9 (p <0,02). При этом для фракции 1-ядерных клеток выявлена чёткая U-

образная зависимость от дозы: при низких концентрациях 0,000 025 6–0,000 64 мг/мл наблюдали 

ускорение пролиферации, а при более высоких — её угнетение. Кроме того, при воздействии 

концентраций красителя, не подавляющих пролиферацию, наблюдали статистически значимое 

увеличение доли ускоренно делящихся клеток (3-, 4- и полиядерных) по сравнению с контролем с 

добавлением фракции S9 (p <0,001). Особое интерес представляет увеличение численности фракции 

анеуплоидных 3-ядерных клеток — феномена, возникающего не только in vitro и ex vivo, но и также 

при обследовании людей, подвергшихся воздействию генотоксикантов [26, 27].  

В культурах без дополнительной метаболической активации при воздействии красителя в 

концентрациях 0,000 025 6 и 0,016 мг/мл частота апоптоза была статистически значимо выше по 

сравнению с контролем, тогда как при обработке наиболее высокими концентрациями статистически 

значимых отличий не наблюдали (табл. 3). При отсутствии метаболической активации снижение 

митотической активности отмечено при концентрациях пищевого красителя 0,000 128, 0,0032, 0,4 и 

2 мг/мл.  

Введение фракции S9 в контрольную культуру приводило к значительному увеличению частоты 

апоптоза по сравнению со спонтанными эффектами, однако во всех культурах, содержавших пищевой 

краситель, её добавление вызывало снижение апоптоза. При этом митотическая активность в условиях 

метаболической активации была выше, чем в соответствующих культурах без фракции S9, за 

исключением контрольной.  

Таким образом, в присутствии фракции S9 наблюдали одновременное усиление митотической 

активности и снижение частоты апоптоза на фоне индукции повреждений ДНК (см. табл. 2). Это 

создаёт условия для фиксации генетических нарушений в поколениях делящихся клеток и повышает 

риск их опухолевой трансформации. 
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ОБСУЖДЕНИЕ 

В исследовании проведён цитомный анализ проявлений геномной нестабильности в лимфоцитах 

человека при ex vivo воздействии пищевого красителя в широком диапазоне концентраций. В задачи 

работы входило не только культивирование цельной венозной крови человека с воздействием 

красителя в широком диапазоне концентраций в условиях цитокинетического блока, но и оценка 

влияния дополнительной метаболической активации на индукцию генотоксических эффектов.  

Получены три группы данных, демонстрирующих влияние пищевого красителя с учётом способа 

культивирования на:  

• индукцию повреждений ДНК в разных популяциях делящихся клеток;  

• пролиферативную активность и спектр клеточных популяций;  

• митотическую активность и апоптоз.  

Анализ генетических повреждений в клетках по всему диапазону исследованных концентраций 

пищевого красителя показал, что статистически значимое увеличение по сравнению с контролем 

наблюдали преимущественно в популяции клеток с НПМ, тогда как при воздействии в условиях 

метаболической активации — в клетках с микроядрами (см. табл. 2). Кроме того, клетки, несущие 

одновременно два типа повреждений (микроядра + НПМ), в культурах с фракцией S9 встречали 

значительно реже, чем без неё. Статистически значимые различия в эффектах обнаружены для 4- и 

полиядерных клеток (р=0,003 и р=0,001 соответственно), а также по суммарной частоте всех 

делящихся и ускоренно делящихся клеток, прошедших два и более митотических циклов в 

присутствии цитохалазина В (р <0,001), начиная с концентрации 0,000 64 мг/мл. 

Совокупность клеточных популяций в каждой культуре при цитокинетическом блоке определяли 

после введения цитохалазина В следующим образом:  

• неделящиеся клетки — 1-ядерные;  

• клетки, прошедшие один митотический цикл — 2-ядерные;  

• клетки, прошедшие два цикла деления — 3- или 4-ядерные; 

• клетки, прошедшие более двух циклов — полиядерные, содержащие более четырёх ядер.  

Следует понимать, что с уменьшением доли неделящихся 1-ядерных клеток в культуре увеличивается 

число клеток, вступивших в митоз и прошедших за время культивирования более 1 цикла деления 

(содержат более 2 ядер). При каждом последующем делении в клетках выявляется все больше скрытых 

генетических повреждений, проявляющиеся в виде микроядер и НПМ. Чем больше циклов деления 

прошли клетки в присутствии цитохалазина В, тем выше вероятность появления таких повреждений. 

На основании учёта всех клеточных популяций в культурах без фракции S9 мы подсчитали общее 

количество клеток с микроядрами и НПМ и сравнили с соответствующими значениями в культурах с 

метаболической активацией. Статистический анализ, выполненный с помощью критерия Манна–

Уитни, показал статистически значимые различия между дозовыми кривыми (р ≤0,008).  

Влияние метаболической активации на пролиферацию клеток проявилось по-разному. Так, в 

контрольных культурах (рис. 3, попарное сравнение) присутствие S9 тормозило пролиферацию клеток. 

Торможение пролиферации отметили также при воздействии минимальной из исследованных 

концентраций красителя, что сопровождалось увеличением частоты неделящихся клеток и снижением 

численности клеток, делящихся ускоренно . Однако при совместном введении в культуру фракции S9 

и минимальной концентрации пищевого красителя, напротив, наблюдали ускорение пролиферации, о 

чём свидетельствует статистически значимое уменьшение доли неделящихся клеток и увеличение 

суммарной численности клеток, прошедших два и более митотических цикла (p <0,001). В условиях 

отсутствия метаболической активации аналогичный эффект регистрировали только при воздействии 

пищевого красителя на культуру в концентрации 0,000 64 мг/мл (р <0,025). При дальнейшем её 

повышении спектр клеточных популяций изменился. Смену характера тенденции в культурах без 

фракции S9 наблюдали при концентрации пищевого красителя 0,08 мг/мл, тогда как в ее 

присутствии — уже при 0,000 64 мг/мл. При этом различия между клеточными культурами с 

метаболической активацией и без неё заключались преимущественно в статистически значимом 

увеличении доли 3-ядерных клеток (p <0,002), что может свидетельствовать об индукции анеуплоидии. 

Воздействие пищевого красителя в концентрации 0,0032 мг/мл приводило к снижению 

пролиферативной активности по сравнению с контролем, а добавление фракции S9 , напротив, 

способствовало её активации (p <0,001), что подтверждено увеличением доли ускоренно делящихся 

клеток, в том числе прошедших два митотических цикла: 3-ядерных (p <0,03) и 4-ядерных (р <0,05). 
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(см. рис. 3). Минимальная концентрация пищевого красителя ингибировала пролиферацию клеток, в 

то время как совместное введение фракции S9 с красителем способствовало её активации. Однако при 

увеличении концентраций пищевого красителя от 0,000 64 мг/мл подобный эффект в большинстве 

пролиферирующих фракций уже не наблюдали, а дальнейшее повышение его концентрации в условиях 

метаболической активации сопровождалось выраженным торможением клеточного деления. Таким 

образом, анализ спектра клеточных популяций выявил U-образную зависимость пролиферативной 

активности от концентрации красителя, что важно для оценки его токсикологического профиля и 

обоснования предельно допустимых уровней.  

Ускорение пролиферации клеток, несущих генетические повреждения, ассоциировано с блоком 

апоптоза и сокращением продолжительности клеточного цикла, что связано с закреплением 

имеющихся ранее или вновь образовавшихся повреждений в ряду поколений делящихся клеток и, в 

свою очередь, с повышением риска развития новообразований и ускорением старения.  

Особое внимание следует уделить статистически значимому увеличению частоты анеуплоидных 3-

ядерных клеток во всех культурах с добавлением фракции S9 по сравнению с количеством, 

зафиксированном без дополнительной метаболической активации (p <0,03). В культурах крови 

здоровых детей и взрослых 3-ядерные клетки всегда присутствуют в популяции клеток второго митоза, 

однако их доля, как правило, не превышает 10% от этого пула. При этом их частота не коррелирует с 

возрастом доноров, но — что особенно важно — снижается по мере повышения уровня апоптоза [30, 

31]. Следует также отметить, что в данном эксперименте увеличение частоты 3-ядерных клеток по 

сравнению с соответствующим контролем отмечено только в условиях метаболической активации. Это 

позволяет предположить, что их индукция обусловлена метаболитами пищевого красителя либо 

соединениями и их метаболитами, содержащимися в примесях. 

В настоящей работе, аналогично данным, полученным при оценке генотоксичности пищевого 

красителя тартразина [32], мы обнаружили снижение уровня апоптоза при всех использованных 

концентрациях красителя в присутствии фракции S9. При этом контрольный уровень был сопоставим 

с таковым при воздействии понсо 4R. Известно, что изменения нормального уровня апоптоза, также 

как нарушения отдельных его механизмов, могут лежать в основе канцерогенеза, 

нейродегенеративных процессов, воспалений, а также некоторых аутоиммунных заболеваний. Эти 

состояния тесно связаны с генетической нестабильностью и, следовательно, с повышением 

канцерогенных и других ассоциированных рисков [33–35].  

Согласно спецификации (см. табл. 1), исследуемый образец содержал 83,110% основного красителя и 

не более 6,752% идентифицированных примесей, что составляет 89,862% смеси на основе понсо 4R. 

Таким образом, оставшиеся 10,138% приходятся на неидентифицированные компоненты этой смеси. 

Полагают, что как основной краситель, так и идентифицированные и неидентифицированные примеси, 

а также их метаболиты могут в совокупности участвовать в индукции выявленных эффектов 

генетической нестабильности.  

Yurchenko VV и соавт. [18] изучили генотоксическую активность трёх разных образцов красителя 

Е124, приобретённых в розничной торговой сети. Все они проявили мутагенную активность на 

проэритробластах костного мозга мышей в стандартной постановке микроядерного теста. Активность 

одного из этих образцов мы исследовали в настоящей работе и выявили эффекты нестабильности 

генома. Таким образом, результаты, которые мы получили, не только качественно воспроизводят 

данные, ранее полученные в параллельных экспериментах с использованием другого теста, но 

расширяют доказательную базу, позволяя более глубоко понять возможные механизмы индукции 

генотоксических эффектов. Тем не менее вопрос о непосредственном индукторе наблюдаемых 

эффектов геномной нестабильности в изученном красителе на основе понсо 4R остаётся открытым. 

Именно поэтому нельзя исключить, что метаболизирующая активность фракции S9 в условиях нашего 

эксперимента направлена не только на трансформацию молекул красителя, но и также (и/или 

преимущественно) на изменение состава содержащихся в нём примесей. Мы полагаем, что при 

принятии решений о допустимости применения пищевых красителей, содержащих примеси (учитывая, 

что получение высокоочищенных веществ для массового использования в пищевой промышленности 

экономически затруднительно), необходимо разработать и внедрить специальный регламент оценки 

их генотоксического потенциала. В качестве экспериментальной основы для такого подхода (из-за 

простоты постановки, четкости протокола цитомного анализа, скорости надежности получения 

результатов) возможно использовать протокол, представленный в настоящем исследовании, а также в 

нашей ранее опубликованной работе, выполненной по аналогичной схеме [32]. 
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Генетическую безопасность в РФ оценивают только для пищевых продуктов и добавок, полученных с 

использованием генетически модифицированных микроорганизмов [36]. Мы рассматриваем такое 

ограничение как существенный недостаток действующей системы оценки генетической безопасности 

продуктов питания. Именно поэтому в дизайн данного исследования мы внесли несколько изменений. 

В частности, минимальную концентрацию красителя, использованную в эксперименте, мы снизили 

более чем в 150 и 30 раз по сравнению с допустимой суточной дозой, использовали систему 

метаболической активации гепатоцитов крыс. Кроме того, наряду с анализом частоты микроядер и 

НПМ в 2-ядерных клетках, исследовали спектр клеточных популяций, характер повреждений в 

различных типах клеток, митотическую активность, а также частоту апоптоза.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, выявлены генотоксические эффекты образца пищевого красителя на основе понсо 4R, 

приобретённого в розничной торговой сети и содержащего, согласно спецификации, 83,1% основного 

красящего вещества. На основании полученных данных невозможно однозначно определить, с каким 

компонентом смеси связаны выявленные эффекты — с самим понсо 4R, содержащимися в нём 

примесями и/или с их метаболитами. Тем не менее очевидно, что данная смесь, использующаяся в 

пищевой промышленности, с высокой вероятностью поступает в рацион конечного потребителя.  

Именно поэтому представляет особую важность тот факт, что для исследуемого пищевого красителя 

на основе понсо 4R уже на уровне допустимой суточной дозы (в нашем случае 0,000 64 мг/кг) вне 

зависимости от наличия системы дополнительной метаболической активации выявлено статистически 

значимое повышение уровня анеуплоидии (по частоте 3-ядерных клеток). Кроме того, только в 

условиях метаболической активации наблюдали снижение уровня апоптоза на фоне усиления 

митотической активности. Существенно и то, что в присутствии фракции S9 превышение контрольных 

значений по частоте 2-ядерных клеток с микроядрами («золотой стандарт» оценки генотоксичности в 

микроядерном тесте на культуре клеток крови млекопитающих) обнаружено уже при минимальных 

использованных концентрациях красителя, более чем в 150 и 30 раз соответственно ниже нормы для 

человека.  

Использованный экспериментальный подход не только позволил выявить высокую вероятность 

возникновения генотоксических эффектов, которые, как правило, не учитывают при стандартной 

оценке, но также может служить основой для разработки системы оценки генетической безопасности 

пищевых красителей и добавок. 
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РИСУНКИ 

 

 

Рис. 1. Контрольные культуры: спектр клеток, прошедших разное количество циклов делений в присутствии цитохалазина В: 

S9 — система метаболической активации.  

Fig. 1. Control cultures: spectrum of cells that have undergone different numbers of division’s cycles in presence of Сytochalasin B. 

 

Рис. 2. Влияние пищевого красителя на пролиферацию клеток: a — воздействие только понсо 4R; b — воздействие понсо 4R в 

условиях метаболической активации. 

Fig. 2. The effect of FD on cell proliferation: a — exposure to FD; b — exposure to FD in the presence of S9. 
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Рис. 3. Попарное сравнение спектров клеточных популяций в культурах крови человека после воздействия пищевого красителя 

в условиях метаболической активации и без: красная звезда — статистически значимые различия в частоте 3-ядерных 

клеток в спектре клеточных популяций при различных способах культивирования; стрелки — статистически значимые 

различия в частоте клеток, прошедших одинаковое число циклов деления при различных способах культивирования 

(направление указывает вектор изменения, а её цвет соответствует той клеточной фракции, для которой это изменение 

статистически значимое). S9 — система метаболической активации. 

Fig. 3. Pairwise comparison of the cell populations spectra in human blood cultures exposed to FD with and without of S9: red star —

identification of characteristics between cultivation methods by the frequency of 3-nuclear cells in the spectrum of cell populations 

(χ2 criterion); arrows show significant differences (χ2 criterion) between the frequencies of cells in fractions that have undergone 

the same number of cycles in different cultivation methods: (the arrow shows a change, its color is the cell fraction for which 

these changes are significant). 
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ТАБЛИЦЫ 

Таблица 1. Сертификат анализа на соответствие красителя требованиям Техническому регламента Евразийского 

экономического союза 

Table 1. Certificate of analysis of the dye compliance with the Technical Regulations of the Eurasian Economic Union 

Компонент продукта Понсо 4R, серия 1007284496-100728554 

Содержание красящих веществ, % 83,110 
Вещества нерастворимые в воде, % 0,042 
Вспомогательные красящие вещества, % <1,00 
Экстрагируемые эфиром вещества, % <0,200 
Органические компоненты за исключением красящих 
веществ, % 

<0,500 

Несульфированные основные ароматические амины (в 
расчётах анилин), % 

<0,010 

Свинец (Pb), мг/кг <2,00 
Мышьяк (As), мг/кг <1,00 
Ртуть (Hg), мг/кг <1,00 
Кадмий (Cd), мг/кг <1,00 
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Таблица 2. Эффекты нестабильности генома в первичных культурах клеток цельной крови человека при воздействии пищевого красителя с и без метаболической активации  

Table 2. Effects of genome instability in primary of human whole blood cells cultures exposed to FD with and without of the S9  

Концентрация 

пищевого 
красителя, 

мг/мл культуры 

Частота клеток с генетическими повреждениями, % 

Клетки, не прошедшие 
ни одного 

митотического цикла 
(неделящиеся)  

Прошли один 
митотический цикл  

Прошли два митотических цикла  Прошли более  
двух митотических циклов  

1-ядерные клетки  2-ядерные клетки 3-ядерные клетки 4-ядерные клетки  Полиядерные клетки  

МЯ Кольцевое 
ядро 

МЯ НПМ МЯ НПМ МЯ НПМ МЯ НПМ 

без метаболической активации 
Митомицин  
0,000 01  

0,4 — 1,8 0,8 18,5 3,7 3,6* 3,6* 33,3* 
33,3 

0 0,6 — 1,30 1,10 7,69 15,38 18,02 20,72 6,41 19,23 
0,000 025 6 — — 1,50 0,40 26,67 13,33 10,00 28,89 6,67 13,33 
0,000 128 — — 0,90 0,30 16,67 0,00 13,79 29,31 7,02 14,04 
0,000 64 0,20 — 0,70 0,10 3,13 6,25 5,74 18,03 10,98 21,95 
0,0032 — — 1,70 3,40* 9,09 0,00 10,26 37,61 13,73 23,53 
0,016 — — 1,40 0,4 0,00 3,45 22,76 20,00 16,13 46,77* 
0,08 0,40 — 0,70 0,8 6,25 9,38 11,11 10,56 16,67 33,33 
0,4 0,20 — 1,50 1,5 20,00 20,00 12,77 23,40 21,28 51,06* 
2,0 — — 1,50 1,7 7,41 18,52 19,30 21,93 18,18 4,55 

в условиях метаболической активации 
0 0,40 — 0,90 0,8 0 5 — — — — 
0,000 025 6 — 0,4 2,10* 0,2 7,69 3,08 11,11 5,13 15,79 0,00 
0,000 128 — 0,2 2,10* 0,5 6,90 8,62 7,44 14,88 9,38 9,38 
0,000 64 0,4 — 1,8 0,4 6,76 5,41 3,25 5,69 7,50 5,00 
0,0032 — — 0,4* — 10,87 2,17 0,69 5,52 7,32 2,44 
0,016 — 0,2 2,5* 0,3 12,00 4,00 7,69 3,85 5,77 9,62 
0,08 и выше Токсический эффект 

Примечание. * — статистически значимые отличия от контроля, р ≤ 0,05; МЯ — микроядра; НПМ — нуклеоплазменные мостики. 
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Таблица 3. Митотическая активность и апоптоз в культурах клеток при воздействии пищевого красителя в условиях 

метаболической активации и без 

Table 3. Mitotic activity and apoptosis in cultures exposed to FD with and without of S9 

Концентрация 

пищевого 
красителя, мг/мл 

Частота апоптоза, % Частота митоза, % 

без S9  S9  без S9 S9 

0 0,80 13,20 3,40 0,40 
0,000 025 6 2,60* 0,40* 1,80 4,00* 
0,000 128 1,20 0,60* 0,80* 4,40* 
0,000 64 0,20 1,20* 2,00 2,80* 
0,0032 1,80 1,00* 1,40* 2,20* 
0,016 3,80* 1,40* 4,20 4,80* 
0,08 — 

Токсический 
эффект  

5,20 

Токсический 
эффект  

0,4 0,20 0,60* 
2 — 1,00* 
Митомицин  
0,000 01 12,00 1,40 

Примечание. * — статистически значимые различия от контроля, р ≤0,05;  
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