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ВВЕДЕНИЕ 
 

Исследования устойчивости живых организмов к действию загрязняю-
щих веществ антропогенного характера, в первую очередь ксенобиотиков, ко-
торые не входят в биотический круговорот, а являются прямым или косвенным 
продуктом хозяйственной деятельности человека, очень актуальны. 

В соответствии с Федеральным законом «Об охране окружающей среды» 
научные исследования в области охраны окружающей среды проводятся в це-
лях оценки последствий негативного воздействия хозяйственной и иной дея-
тельности человека на окружающую среду; разработки и совершенствования 
показателей комплексной оценки воздействия на окружающую среду, способов 
и методов их определения (статья 70) [252]. Федеральный закон «Об уничтоже-
нии химического оружия» при проведении работ по хранению и уничтожению 
химического оружия одной из основных задач ставит разработку и внедрение 
эффективных методов оценки состояния окружающей среды в зонах защитных 
мероприятий, позволяющих контролировать соблюдение стандартов безопас-
ности для разных объектов окружающей среды (статья 13) [253]. «Санитарные 
правила по определению класса опасности токсичных отходов производства и 
потребления» в целях установления и предотвращения вредного воздействия 
токсичных отходов на среду обитания и здоровье человека предусматривают 
экспериментальную оценку степени опасности отходов на теплокровный орга-
низм в остром и хроническом санитарно-токсикологическом эксперименте. Та-
кая оценка является обязательной в случаях, когда возможно контактное, инга-
ляционное или комплексное действие компонентов отхода на здоровье челове-
ка [232]. 

Фосфорорганические соединения (ФОС) наряду с хлорорганическими со-
единениями и тяжелыми металлами выступают наиболее опасными ксенобио-
тиками окружающей среды (Программа ООН по окружающей среде, 2005 г.), 
поэтому проведение исследований по изучению влияния ФОС на живые (осо-
бенно на теплокровные) организмы является актуальным [52, 53, 104]. 

Опираясь на эти законы и нормативные документы, была выполнена ис-
следовательская работа по изучению влияния на метаболизм теплокровных жи-
вотных фосфонатов – распространенных веществ антропогенного происхожде-
ния. В исследовании использовали метилфосфоновую кислоту (МФК) в виде ее 
натриевой соли – метилфосфонат натрия. Вопрос влияния МФК на представи-
телей растительного и животного мира практически не изучен. Существуют 
лишь отдельные данные о влиянии МФК на рост и ферментативную активность 
растений [177, 178, 237]. 
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Важной особенностью выполненной работы выступает определение чув-
ствительности биохимических методов по выявлению метаболических измене-
ний в организме животных при действии МФК в малых дозах. Малые и сверх-
малые дозы отравляющих веществ (ОВ) и различных ксенобиотиков, а также 
продуктов их трансформации, безопасные в рамках санитарно-гигиенических 
нормативов и сложно идентифицирующиеся по стандартным методикам коли-
чественного химического анализа, могут являться значимыми для экосистем. 
Это связано со сложностью и порой высокой стоимостью химических анализов, 
а также с фактом, что некоторые вещества могут быть весьма токсичными уже 
при низких концентрациях и не фиксироваться известными приборами [23, 24, 
54, 115, 248, 273]. 

Результаты работы, выполненной на базе лабораторий экотоксикологии 
Регионального центра по обеспечению государственного экологического кон-
троля и мониторинга объектов по хранению и уничтожению химического ору-
жия по Курганской области и биохимии клинико-экспериментального научного 
отдела ФГУ «Российский научный центр "Восстановительная травматология и 
ортопедия" имени академика Г.А. Илизарова», могут служить обоснованием 
необходимости усиления экологического контроля над уровнем загрязнения 
фосфонатами объектов окружающей среды.  
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СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ СОКРАЩЕНИЙ 
• АМФ, АДФ 

АТФ 
– 
 

аденозинмонофосфат, аденозиндифосфат, аденозин-
трифосфат 

• АОС – антиоксидантная система 
• АФГ – альдегидофенилгидразоны 
• АФК – активные формы кислорода 
• ВНСММ 

 
– вещества низкой и средней молекулярной массы 

плазмы (пл.) и эритроцитов (эр.) крови, регистрируе-
мые при λ=238-306 нм и λ=238-306 нм 

• ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 
• ДНФГ – динитрофенилгидразин-2,4 
• ИИ – индекс интоксикации 
• КК – креатинкиназа 
• КрФ – креатинфосфат 
• КФГ – кетофенилгидразоны 
• ЛД50 – полулетальная доза 
• ЛДГ – лактатдегидрогеназа 
• МДА – малоновый диальдегид 
• МФК – метилфосфоновая кислота 
• НАД – никотинамиддинуклеотид 
• НАДН – никотинамиддинуклеотид восстановленный 
• НСТ – нитросиний тетразолий 
• ОБУВ – ориентировочный безопасный уровень воздействия 
• ОВ – отравляющие вещества 
• ОП – олигопептиды плазмы и эритроцитов крови 
• ПВК – пировиноградная кислота, пируват 
• ПДК – предельно допустимая концентрация  
• ПОБ – перекисное окисление белков 
• ПОБ270 – продукты ПОЛ, регистрируемые при λ=270 нм 
• ПОБ363+370 – продукты ПОЛ, регистрируемые при λ=363+370 нм 
• ПОЛ – перекисное окисление липидов 
• СМД – сверхмалые дозы 
• СОД – супероксиддисмутаза 
• ТХУ – трихлоруксусная кислота 
• ФОВ – фосфорорганические отравляющие вещества 
• ФОС – фосфорорганические соединения 
• ФПСРО – функциональный показатель свободнорадикального 

окисления 
• ФСТ – фосфорсодержащие токсиканты 
• цАМФ – циклоаденинмонофосфат 
• ЭИ – эндогенная интоксикация 
• VX – вещество ви-икс 
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Глава 1.  ЭКОТОКСИКОЛОГИЯ ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ 

 
1.1. Фосфорорганические соединения: особенности строения  

и химической активности 
 

Химия фосфорорганических соединений является многообразной и слож-
ной, так как атом фосфора благодаря своим структурным возможностям может 
проявлять различную валентность, координационность и степень окисления, 
образовывать разнообразные молекулярные системы [170, 172, 295]. 

В настоящее время точкой отсчета истории фосфорорганических соеди-
нений принято считать попытку П. Вокленда в 1811 году выделить из мозговой 
ткани лецитин, который был идентифицирован как первый фосфорорганиче-
ский продукт.    Фундаментальные работы немецкого химика А. Михаэлиса и 
русского ученого А.Е. Арбузова в начале прошлого века привели к возможно-
сти синтеза различных производных ФОС, в том числе эфиров алкилфосфоно-
вых кислот [6]. 

В 1930-40 годы для фосфорорганических соединений были открыты ток-
сические свойства и физиологическая активность. В это время получены и на-
шли широкое применение высокотоксичные фосфорорганические инсектици-
ды, а также боевые ОВ (Г. Шредер), которые были взяты на вооружение Герма-
нией. 

Высокая биологическая активность ФОС послужила толчком к много-
плановому и бурному развитию химии этих соединений в послевоенные годы. 
В 1960-70 годы были синтезированы тысячи органических соединений фосфо-
ра, в том числе с избирательной токсичностью, изучена их холинэстеразная ак-
тивность [112, 171, 212, 293, 295].  

Классификация ФОС сложна и неоднозначна. По строению фосфорной 
группы органические соединения фосфора подразделяют на фосфины (R3P) и 
их окиси (R3PO), сульфиды (R3PS), имины (R3PNR1), фосфинометилены 
(R3P=CR1R2); соединения фосфония (R4P+X−); фосфонистые (RPO2H2), фосфи-
нистые (R2POH), фосфоновые (RРО3Н2), фосфиновые (RPO3H2) кислоты и их 
сернистые, азотистые производные; органические производные фосфорновати-
стой (H3PO2), фосфористой (H3PO3), фосфорной (H3PO4) кислот [27, 112, 171]. 

Химическое строение органических соединений пятивалентного четы-
рехкоординационного фосфора может быть описано общей формулой  

R1R2P(Y)X, 
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где R1 и R2 – алкильные и арильные, алкоксильные и арилоксильные, алкилтио-
нильные и алкиламиногруппы; Y – тио- или оксогруппы (=S или =O), X – раз-
личные легкогидролизуемые галоген-, кислород-, азот-, серосодержащие группы.  

По физическим свойствам эти фосфорорганические соединения различны. 
Большинство из них являются маслянистыми жидкостями или кристаллически-
ми веществами; они, как правило, нерастворимы или плохо растворимы в воде 
(хотя некоторые из них, например, зарин, смешиваются с водой в любых отно-
шениях), хорошо растворимы в органических растворителях. Большинство орга-
нических соединений фосфора имеют специфический запах, часто не очень при-
ятный. Плотность многих ФОС лежит в интервале 1,1-1,7 г/см3 (однако для ви-
икс и зомана плотность равна 1,014 и 1,029 соответственно). ФОС обладают раз-
ной степенью летучести: есть вещества с летучестью более 10 мг/л (для зарина  
12 мг/л) и менее 0,01 мг/л (для вещества типа ви-икс 0,005 мг/л) [4, 214, 257]. 

Большинство фосфорорганических соединений достаточно стабильны в 
нейтральной среде, умеренно – в кислых средах, однако они хорошо гидроли-
зуются в щелочных растворах. 

Важнейшее свойство многих фосфорорганических соединений – способ-
ность к обратимым изомеризациям [68, 100, 101, 175, 300], в результате кото-
рых тионфосфаты (RО)2P(S)OX переходят в различные фосфаты, являющиеся 
зачастую более токсичными, чем исходные вещества: 

(RО)2P(S)OX  ⎯→  (RО)2P(О)SX или (RО)(RS)P(О)ОX. 
Это свойство используется и в производстве пестицидов – их получают в 

более стабильной и менее токсичной форме P=S, которая в организме-мишени 
превращается в более токсичную форму Р=О. Изомеризация фосфорорганиче-
ских соединений может происходить во влажных и теплых климатических ус-
ловиях, хотя и медленно. 

Важнейшую роль в возможности фосфорорганических соединений к об-
разованию новых соединений играет способность гидрофосфорильных соеди-
нений к таутомерным превращениям, которые могут приводить к необычным 
структурным изменениям веществ [170, 169]: 

R

PR

O

H
P

R

R
OH

 
Для оптически активных соединений пятикоординационного фосфора 

Р(XYZVW) изомеризационные процессы могут происходить многократно, что 
сопровождается рацемизацией фосфоранов и изменением биологической ак-
тивности этих соединений [170].  

Большой класс соединений составляют фосфиты [169], особенно инте-
ресны диалкилфосфиты (RO)2P(O)H. Эти соединения могут выступать хороши-
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ми алкилирующими агентами, легко депротонизироваться с образованием ам-
бидентных анионов с высокой нуклеофильностью по кислороду и по фосфору, 
образовывать под действием перекисей фосфит-радикалы: 

RO

P
RO

O

H
RO

P
RO

O

H RO
P

RO
O

- + H
+

 

RO

P
RO

O

H
RO

P
RO

O

H
RO

PRO

O

+ H+ R-O*

 
Новые перспективы в получении разнообразных ФОС появились с от-

крытием перегруппировки Арбузова [6], которая позволила легко создавать 
фосфор-углеродную связь (С-Р-связь) и ознаменовала практически новую эпо-
ху в химии фосфора - эпоху фосфорорганических соединений с С-Р-связью. 

Среди фосфорорганических соединений с С-Р-связью наиболее изучены 
фосфонаты, в ряду которых большой интерес представляют алкилфосфоновые 
кислоты и алкилфосфонаты, имеющие моно-, ди- и олигостроение [211, 290, 
299, 316, 327]. 

В основе производных метилфосфонатов лежит метилфосфоновая кислота 
- гигроскопичное белое кристаллическое вещество с температурой плавления 
105°С, растворимое в полярных органических растворителях [192]. МФК имеет 
следующую структуру: 

P
CH3

O

OH

OH

 
С химической точки зрения метилфосфоновая кислота может рассматри-

ваться как фосфорная, в которой один гидроксил замещен на метил. Метил-
фосфоновая кислота, имея схожие с фосфорной кислотой константы ионизации: 
для фосфорной кислоты pK1 и pK2, по данным Д. Пурдела [216] (в скобках - по 
данным Ван Везера [27]), равны 1,97 (2,1) и 6,82 (7,1), а для метилфосфоновой – 
2,35 (2,3) и 7,10 (7,9), может вступать в некоторые реакции аналогично фосфор-
ной.  

Алкилфосфоновые кислоты как двухосновные кислоты средней силы с ос-
нованиями образуют кислые и средние соли, некоторые из них имеют поли-
мерный характер: 

P
CH3

O

OH

OH
+ K

+ + H
+

OK

P
CH3

O

OH
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Адкилфосфоновые кислоты, реагируя с четырехфтористой серой и пяти-
хлористым фосфором или хлористым тионилом, образуют фтор- и хлорангид-
риды [323]. Например, образование хлорангидрида идет по схеме:  

P
R

O

OH
OH P

R

O

Cl
Cl

2 PCl5

 
Из фосфоновых кислот при нагревании путем дегидратации образуются 

ангидриды, которые получают и при взаимодействии эквимолекулярных коли-
честв кислоты и дихлорангидрида: 

P
R

O

OH
OH

P
R

O

Cl
Cl

+
- 2 HCl P

R

O

O

O
P

R

O

 
Фосфоновые кислоты могут быть превращены в разнообразные смешан-

ные ангидриды [323]. Так, с силикогидридами, силанолами и алкоксисиланами 
они дают кремнийсодержащие ангидриды, например: 

Si
OR

R O

C2H5

C2H5

+ PCH3

O

OH

OH - 2 C2H5OH O Si

R

R

O P

CH3

O

O

 
 

Фосфоновые кислоты непосредственно не этерифицируются спиртами и 
фенолами, но после предварительного активирования карбодимидом или дру-
гими реагентами образуют фосфонаты. Для получения фосфонатов на основе 
фосфоновых кислот можно использовать реакции с диазоалканами, окисью 
этилена: 

P
R

O

OH
OH

2 RCHN2

R
P

OCH2R

O

OCH2R

 

P
R

O

OH
OH R

P

OH

O

O
OH

O

 
При действии озоном метилфосфоновая кислота в присутствии солей неко-

торых металлов, например, солей кобальта, легко окисляется до фосфорной ки-
слоты: 

P
CH3

O

OH
OH

O3
P

OH

O

OH
OH
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Подобно другим органическим кислотам фосфоновые кислоты вступают 
в разнообразные превращения по углеводородному радикалу. Так, арилфосфо-
новые кислоты дают хорошие результаты в реакции электрофильного замеще-
ния, β-оксифосфоновые кислоты легко дегидратируются до винилфосфоновых 
кислот и т.д. [170]. Фосфоновые кислоты, содержащие сильные акцепторные 
группы типа пергалогеналкильных и некоторых замещенных арилов, реагируют 
с избытком щелочи с разрывом фосфор-углеродной связи. При длительном на-
гревании фосфоновые кислоты отщепляют воду и образуют олигоконденсиро-
ванные соединения. 

Для фосфорорганических соединений с фосфор-углеродной связью, обла-
дающих специфическим строением атома фосфора (возможность быть донором 
и акцептором электронов), наличием малополярной С-Р-связи (способность к 
гомолитическому разрыву), уникальными многообразными свойствами [139, 
170, 172, 190, 301], была обнаружена высокая биологическая активность и ком-
плексообразующая способность, поэтому они нашли самое широкое примене-
ние в различных отраслях: промышленности, сельском хозяйстве, быту, меди-
цине и военном деле [266-268, 314]. 

Информация по физико-химическим, токсическим свойствам, норматив-
ные данные достаточно полно изложены в различной литературе [4, 88, 103, 
105, 166, 174, 191, 210, 212, 234, 257, 281], кроме того, их можно получить в 
Международном регистре потенциально токсичных химических веществ [157, 
280, 281]. 

 
1.2. Некоторые аспекты физиологической и антихолинэстеразной  

активности фосфорорганических соединений 
 

Важнейшим свойством биологической активности фосфорорганических 
соединений является их антихолинэстеразная активность. Физиологической и 
антихолинэстеразной активности и токсикологии фосфорорганических соеди-
нений и особенно фосфорорганических ингибиторов посвящено достаточно 
много работ [67, 81, 82, 86, 87, 90, 91, 143, 175, 176, 226]. 

В организме человека известны два основных типа холинэстераз: ацетил-
холинэстераза, содержащаяся в синапсах и эритроцитах, и холинэстераза сыво-
ротки крови. Сывороточная холинэстераза - разнородная группа ферментов, со-
держащихся в сыворотке крови, печени и некоторых других органах. Механизм 
действия фосфорорганических соединений с антихолинэстеразной активностью 
подробно изучен [17, 18, 52, 98, 108, 140, 165, 180, 231, 261, 307, 308].  

Многими исследователями изучались вопросы взаимосвязи между биоло-
гической активностью, пространственным, электронным строением и химиче-
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ской реакционной способностью [49, 83, 89, 90, 100, 242, 258, 261, 262, 297, 298, 
300], последнее обобщение исследований в этой области проведено коллекти-
вом авторов в 2002 году [176]. 

Причиной высокой токсичности ФОС является химическое родство с аце-
тилхолином и возможность их взаимодействия с холинэстеразами, следствием 
чего является потеря ферментами каталитической активности по отношению к 
ацетилхолину – передатчику нервных импульсов.  

В норме после прохождения нервного импульса сразу же происходит 
гидролиз ацетилхолина и высвобождение активных центров ацетилхолинэсте-
разы. При взаимодействии фосфорорганического соединения с холинэстеразой 
эстеразный центр прочно связывается с остатком фосфорсодержащей кислоты 
и разрушения ацетилхолина не происходит, что приводит к судорогам и пара-
личам [219]. 

Антихолинэстеразная и фосфорилирующая способность фосфороргани-
ческих соединений зависит от уровня дефицита электронной плотности на ато-
ме фосфора, от прочности эфирной связи фосфора с кислотным остатком, а 
также от стерических факторов и гидрофобных взаимодействий.  

Так, для соединений типа (RO)2P(S)X было показано, что этоксильные 
производные на порядок более токсичны, чем метоксильные; для соединений 
типа СН3(RO)P(O)SR выявлено, что при удлинении О- и S-алкильных радика-
лов резко возрастает антихолинэстеразное действие [49, 90, 103, 107].  

Холинэстеразы имеют много общего с холинорецепторами, поэтому на 
антихолинэстеразную активность фосфорорганических соединений влияет и их 
взаимодействие с холинорецепторами. При этом фосфорорганические соедине-
ния могут оказывать на холинорецепторы возбуждающее и блокирующее дей-
ствие [50, 67, 209]. Для взаимодействия фосфорорганических соединений с хо-
линорецепторами необязательно наличие в них катионного центра, блокирую-
щее действие может осуществляться только за счет взаимодействия анионного 
центра с электрофильным участком холинорецептора [219, 227]. 

Представления о неантихолинэстеразных механизмах действия антихо-
лоинэстеразных веществ обобщены в монографии В.Б. Прозоровского [208]. 
Например, глифосат, являясь ингибитором фермента растений EPSP-синтаза  
(5-еноилпирувоил-шикимат-3-фосфат синтетазы), блокирует синтез хоризмата 
(предшественника фенилаланина, тирозина и триптофана), синтез которого у 
животных происходит по другому механизму [288]. 

Между антихолинэстеразной активностью и токсичностью фосфорорга-
нических соединений in vitro далеко не всегда существует прямая зависимость: 
некоторые фосфорорганические соединения проявляют высокую токсичность, 
но слабую антихолинэстеразную активность и наоборот [103]. Часто это зави-
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сит от пути поступления токсиканта в организм. Например, в работе [308] пока-
зано, что при внутривенном поступлении в организм фосфорорганических со-
единений существует четкая корреляция между токсичностью и антихолинэ-
стеразной активностью. В работах [76, 108] отмечено, что антихолинэстеразное 
действие фосфорорганических пестицидов повышается при индукции моноок-
сигеназной ферментной системы печени.  

Эти факты предполагают, что в организме фосфорорганические соедине-
ния могут превращаться в более активные антихолинэстеразные вещества, а 
суммарный эффект антихолинэстеразного действия зависит от состояния мета-
болизирующей системы организма [176].  

Высокая реакционная способность фосфорорганических соединений и 
многообразие их структуры объясняют легкость, с которой эти соединения 
вступают в различные метаболические превращения. Обзор отдельных химиче-
ских реакций метаболизма фосфорорганических соединений приведен в рабо-
тах У. Доутермана, Ю.С. Кагана, С.С. Михайлова, В.И. Розенгарта [99, 68, 103, 
105, 107, 164, 217, 218, 220, 296]. 

Авторы подчеркивают, что метаболизм фосфорорганических соединений 
– многоплановый сложный процесс с участием ферментных систем, включаю-
щий фосфорилирование, гидролиз по фосфатазному, карбоксиэстеразному, 
амидазному типам, окисление различных групп, восстановление, дегидрогало-
генирование, переалкилирование [217]. При этом в одних случаях фосфорорга-
нические соединения могут терять свою биологическую активность (процесс 
детоксикации), а в других, наоборот, их токсичность может повышаться (про-
цесс активации). Ферменты, участвующие в метаболизме фосфорорганических 
соединений, содержатся главным образом в микросомах клеток, особенно пе-
чени, а также в сыворотке крови многих видов животных [106, 219]. 

Так, гидролиз как наиболее распространенный и простой путь распада, со-
провождающийся разрывом связей фосфор–электроакцепторная группа, напри-
мер, Р−F и P−OAlk (ферменты фосфатазы), сложноэфирных связей COOR и 
CONR2 (ферменты карбоксиэстеразы и амидазы), приводит чаще всего к деток-
сикации фосфорорганических соединений в живом организме. Глутатионзави-
симое деалкилирование или деарилирование ФОС также способствует образова-
нию более простых и менее токсичных продуктов метаболизма, которые, однако, 
при накоплении в организме могут вызывать токсические эффекты [213, 218].  

Метаболическая десульфуризация – изомеризация по типу Р=S P=O – 
приводит, наоборот, к образованию более токсичных P=O-содержащих изоме-
ров, что характерно для ферментных систем насекомых [179].  

Различные окислительные реакции протекают в печени при участии фер-
ментных систем группы оксидоредуктаз, которые далеко не всегда ведут к де-
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токсикации исходных окисляемых фосфорорганических ксенобиотиков. Так, 
образующиеся при окислении некоторых фосфорорганических соединений аль-
дегиды, сульфоны, циклические продукты внутримолекулярной конденсации 
являются более токсичными по сравнению с исходными соединениями.  

Некоторые группы фосфорорганических соединений могут восстанавли-
ваться, при этом восстановление нитрогруппы до аминогруппы приводит к 
уменьшению полярности и антихолинэстеразной активности, а восстановление 
альдегидной группы – к увеличению токсичности.  

В живом организме может протекать спонтанно реакция дегидрогалоге-
нирования хлорсодержащих фосфорорганических соединений, например, хло-
рофос при дегидрохлорировании образует более токсичный дихлофос [142]. 
Для некоторых фосфорорганических соединений была выявлена высокая анти-
холинергическая и антибактериальная [40] активность наряду с низкой токсич-
ностью у теплокровных животных. 

Подробно изучено действие фосфорорганических ингибиторов (карбо-
фос, тиофос, метафос и др.) на морфологические показатели животных (мышей, 
крыс, кошек, кроликов) при различных путях их введения [143]. Показано, что 
у животных при действии токсических доз этих токсикантов возникают раз-
личные сосудистые расстройства, дистрофические и очаговые некробиотиче-
ские изменения в головном мозге и внутренних органах, а при действии низких 
доз, не вызывающих видимых признаков отравления, отмечено снижение ак-
тивности холинэстеразы [22, 142, 226]. 

Исследования по изучению действия некоторых фосфорорганических 
токсикантов были выполнены рядом авторов на теплокровных животных. При 
этом определяли показатели крови и активность холинэстеразы. Так, при от-
равлении кошек фосарбином наблюдался лейкоцитоз, уменьшение активности 
холинэстеразы до 34% от контроля через сутки после отравления [57, 86].  

Острая интоксикация лабораторных животных фосфорорганическими 
токсикантами (октаметил, хлорофос) сопровождается повышением содержания 
адреналина в крови и снижением его концентрации в надпочечниках с одно-
временным возрастанием содержания норадреналина в надпочечниках и кон-
центрации серотонина в крови и тканях головного мозга [22, 133].  

Из всех известных пестицидов выявлены половые различия только по от-
ношению к фосфорсодержащим [129]: более чувствительны самки, чем самцы 
(например, для самцов токсичность паратиона в 6 раз ниже). Это можно объяс-
нить ферментами монооксигеназной системы, активность которых у самцов 
значительно выше, чем у самок, что обеспечивает более быструю детоксика-
цию ксенобиотиков. 
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Для людей, отравившихся фосфорорганическими соединениями (хлоро-
фос, карбофос, меркаптофос, метилмеркаптофос), характерны изменения соста-
ва периферической крови, что является симптомом общетоксического действия 
и существенно зависит от химического строения препаратов. При действии 
низких доз хлорофоса и изофоса нарушается фагоцитарная активность нейтро-
филов, подавляются их фагоцитарные свойства, снижается фосфатазная актив-
ность лейкоцитов, что свидетельствует об изменении иммунологической реак-
тивности организма. При тяжелых отравлениях фосфорорганическими соеди-
нениями (хлорофос, фосфамид, карбофос) характерны такие изменения в пече-
ни, как нарушение выделительной функции, свертывающей системы крови, 
расстройство регионарной гемодинамики с последующим развитием явлений 
белковой дистрофии и холостаза [11, 133]. 

Таким образом, разнообразное строение и высокая реакционная способ-
ность различных фосфорорганических соединений обусловливают метаболиче-
ские пути в живых организмах как детоксикационного, так и активационного 
типа. Фосфонаты среди всех фосфорорганических соединений обладают наибо-
лее высокой и зачастую агрессивной физиологической активностью, поэтому 
нашли свое применение как лекарственные препараты против раковых клеток и 
глаукомы, а также в качестве пестицидов и боевых отравляющих веществ. 

 
1.3.  Практическое применение фосфонатов 

 
Многие фосфонаты с высокой физиологической активностью и, как счи-

талось долгое время, малой токсичностью для человека широко используются в 
качестве пестицидов, причем в первую очередь инсектицидов (карбофос, хло-
рофос), гербицидов (глифосат, бенсулид) и фунгицидов (пиразофос, хинозан) 
[12, 20, 58, 59, 158, 210, 272, 297, 311].  

Общеизвестный дихлофос (O,O-диметил-O-2,2-дихлорвинилфосфат), по-
лучаемый из не менее известного хлорофоса, долгое время повсеместно приме-
нялся для борьбы с насекомыми в быту, однако в последнее время фосфорорга-
нические инсектициды вытесняются более безопасными для человека пирет-
роидами [105]. Схема образования O,O-диметил-O-2,2-дихлорвинилфосфата 
(дихлофоса) из О,О-диметил-(2,2,2-трихлор-1-оксиэтил)-фосфоната (хлорофо-
са) имеет следующий вид: 

P

O

СН3О

СН3О OH

CCl3 KOH
P

O

СН3О

СН3О OH

CCl3
P

O

СН3О

СН3О
OCH=CCl2-KCl, -H2O

 
Дополнительный интерес исследователей вызвали соединения с C-P-N 

молекулярным фрагментом [132, 161, 193, 310, 320, 322], например,  
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N-(фосфонометил)-глицин, который получил широчайшее распространение во 
всем мире как гербицид широкого спектра действия – глифосат («Раундап», 
«Родео», «Аккорд») [215, 284]. Структурная формула N-(фосфонометил)-
глицина (глифосата) имеет следующий вид: 

O
NH

OH

P
OH

OH

O  
Глифосат относят к малотоксичным гербицидам, что подтверждается вы-

сокой полулетальной дозой ЛД50=5600 мг/кг веса при введении крысам [319]. 
Однако некоторые авторы указывают на мутагенность глифосата [288, 302]. 
Под действием глифосата происходит снижение активности ферментов в пече-
ни крыс и выработки половых гормонов у мышей на 90% [291]. При распаде 
глифосата образуется аминометилфосфоновая кислота – устойчивый метаболит 
с периодом полураспада в почве от нескольких месяцев до 2-3 лет. Под ее воз-
действием у крыс отмечается увеличение активности молочной дегидрогеназы 
и уменьшение веса печени [289]. 

Известно использование алкилфосфонатов в качестве хороших комплек-
сонов в нефтедобывающей промышленности для ингибирования солеотложе-
ния при транспортировке нефти; в качестве экстрагентов для извлечения олова, 
мышьяка, урана и сорбентов для разделения редкоземельных металлов [69, 74, 
102, 241]. Алкилфосфонаты, являясь поверхностно-активными веществами, об-
ладают эффективной смачивающей способностью, их применяют в качестве 
моющих средств, флотореагентов, антистатиков, диспергаторов кальциевых 
мыл, флокулянтов, эмульгаторов [270, 271]. 

Довольно обширна и группа лекарственных препаратов – производных 
алкилфосфонатов [29, 283]. В их числе до сих пор широко применяемый для 
лечения глаукомы армин, противораковый препарат глицифон, противоалка-
гольное средство фосфабензид [45], антидепрессант амфазид [235], антибиоти-
ки группы фосфоновой кислоты [201], а также аминофосфонаты с нейротроп-
ной антиВИЧ-активностью [313]. Структурная формула О-этил-О-(n-
нитрофенил)этилфософната (армина): 

P

O

OO

CH3

CH3

N
+

O
-

O

 
При лечении остеопороза применяются различные бифосфонаты, кото-

рые, прочно связываясь с костным минералом, подавляют резорбцию костной 
ткани [216]. Это целый класс терапевтических средств для лечения различных 
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заболеваний костей и мягких тканей, сопровождающихся нарушением обмена 
кальция. К ним относят производные фосфоновых кислот с Р-С-Р фрагментом 
общей химической формулы: А(СН2)nCX(PO(OH)2)2, где n=0-7, а группами A и 
X могут быть водород, галогены, гидрокси-, амино- и тиольные группы, раз-
личного строения алкилы, арилы и гетероциклы. 

 
1.4. Метилфосфонаты как боевые отравляющие вещества 

 
Метилфосфонаты используются также как боевые ОВ [4, 257]. В эту груп-

пу ОВ нервно-паралитического действия с общей формулой CH3(RО)P(O)X в 
первую очередь входят зарин (GB, изопропилметилфторфосфонат) с 
R=OCH(CH3)2 (i-Pr – изопропил), X=F, зоман (GD, пинаколилметилфторфосфо-
нат) с R=OCH(CH3)С(CH3)3 (Pin – пинаколил), X=F, ви-икс (VX, O-изобутил-S-
(2-диэтиламиноэтил)метилтиофосфонат) с R=OCH2CH(СН3)2 (i-Bu – изобутил), 
X=SCH2CH2N(CH(CH3)2)2 (Et – этил), структурные формулы которых следую-
щие: 

F

P

O

CH3 O

CH3

CH3
 

F

P

O

CH3 O

CH3

CH3

CH3

CH3

 

O
P

O

CH3
S

N
CH3

CH3CH3

CH3

CH3

 
Зарин    Зоман     Ви-Икс 

 
Основное количество запасов химического оружия в России (32,3 тыс. т) 

представляют именно эти фосфорорганические отравляющие вещества (ФОВ).  
Согласно Конвенции о запрещении разработки, производства, примене-

ния химического оружия и его уничтожения [121, 253] в России на пяти объек-
тах в четырех регионах идет уничтожение химического оружия: в г. Щучье 
Курганской обл., г. Почеп Брянской обл., п. Марадыковский Кировской обл.,  
г. Камбарка и п. Кизнер Удмуртской Республики. В п. Горный Саратовской 
обл. и п. Леонидовка Пензенской обл. уничтожение химического оружия уже 
закончено [15, 250, 251, 265]. Проводится комплексный экологический монито-
ринг окружающей среды этих объектов [9, 265, 276]. 

По состоянию на ноябрь 2010 года было уничтожено более 60% мировых 
запасов химического оружия, в России данный показатель равен 48,5%  
(19,4 тыс. т) от всего российского запаса [75]. На Щучанском объекте на мо-
мент начала работ по переработке химического оружия хранилось 5457 тонн 
(13,6 % от общего запаса ОВ, имеющихся в РФ), из которых по состоянию на 
конец декабря 2010 года уничтожено около 31,6% (1725 т зарина) [97]. 

В табл. 1 приведена характеристика фосфорорганических ОВ [214]. 
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Химические свойства, характерные для рассматриваемых фосфороргани-
ческих отравляющих веществ, определяют пути их детоксикации. Основным 
путем деструкции ФОВ является гидролиз, но разработаны способы уничтоже-
ния ФОВ посредством окисления пероксидом водорода в присутствии карбона-
тов и молибдатов, а также фотохимическим путем [241, 304, 326]. 

При взаимодействии зарина и зомана с водным раствором моноэтанола-
мина по реакции гидролиза образуются соответствующие кислые изопропило-
вый и пинаколиловый эфиры, в присутствии щелочи – их соли, а при алкоголи-
зе – соответствующие смешанные аминоэфиры метилфосфоновой кислоты, в 
том числе в виде солей: 

(RO)CH3P(O)F +2NaOH                  (RO)CH3P(O)ONa + NaF + H2O

(RO)CH3P(O)F + H2O       (RO)CH3P(O)OH+ HF

 

RO

O

F

P
CH3

RO

O

OCH2CH2NH2*HF

P
CH3

+ HOCH2CH2NH2

 
Эти реакции нуклеофильного замещения происходят достаточно легко в 

силу высокой полярности связи фосфора с атомом фтора. Однако по способно-
сти к реакциям с нуклеофилами зарин и зоман различаются. Так как у зомана 
более разветвленная и объемная эфирная группа (пинаколиловая), это приводит 
к увеличению положительного индукционного эффекта и мезомерного p,π-
эффекта сопряжения p-электронов RO-группы и π-электронов Р=О связи. Эти 
электронные взаимодействия уменьшают недостаток электронной плотности на 
фосфоре, а это ведет к снижению скорости реакций зомана с нуклеофильными 
реагентами: водой (гидролиз), аммиаком и аминами, гидроксиламином и этано-
ламином, спиртами и фенолами.  

Кроме того, скорость этих реакций могут увеличивать гидроксокомплек-
сы ионов металлов, в том числе марганца и меди (например, их содержание в 
почвах Щучанского района Курганской области повышено). Они оттягивают 
электроны от атома кислорода и фтора одновременно, увеличивая положитель-
ный заряд на фосфоре и облегчая атаку различных оснований. 

В кислых природных средах (особенно при повышенной температуре) 
могут идти реакции гидролиза эфиров с образованием МФК, этерификации и 
переэтерификации с образованием кислых, средних (изопропилового и пинако-
лилового) и смешанных эфиров МФК и соответствующих спиртов: 

(HO)CH3P(O)OH + HOCH2CH2NH2 (HO)CH3P(O)OCH2CH2NH2  + H2O

(RO)CH3P(O)OH + ROH                   (RO)CH3P(O)OR + H2O

(RO)CH3P(O)OH + H2O       (HO)CH3P(O)OH + ROH

(RO)CH3P(O)F + HOCH2CH2NH2                      (RO)CH3P(O)OCH2CH2NH2* HF
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При действии на образовавшиеся кислые, средние эфиры (равно как и на 
зарин, зоман) температур выше 100-150оС возможно термическое разложение 
этих соединений с разрывом эфирных связей О-С и с образованием алкенов, 
фтористых алкилов (изопропила и пинаколила), которые в свою очередь явля-
ются реакционноспособными соединениями. 

(RO)CH3P(O)X + H2O                 (CH3P(O)OH(O   ) + R    + HX, 

 R   = (CH3)2CH  для зарина, R   = (CH3)3CCH  CH3  для зомана, R   = (CH3)2CHCH2  для VX

  (CH3)2CH             CH3CH=CH2  + H

 (CH3)3CCH  CH3              (CH3)3CCH=CH2 +  (CH3)2C=C(CH3)2  + H

(CH3)2CHCH2             (CH3)2C=CH2 +  CH3CH=CHCH3  + H  
Для образовавшегося смешанного эфира при нагревании может идти ре-

акция термораспада с образованием кислого эфира и этилиденимина, который 
может превращаться в циклический тример или гидролизоваться до уксусного 
альдегида, реагирующего с любыми нуклеофилами: 

RO

O

OCH2CH2NH2

P
CH3

RO O

P
CH3

CH2 CH2

NHH

RO

O
P

CH3

O

 CH2CH2NH2  H    + CH3CH=NH H2O
CH3CH=O

O

+

 
VX - химически более устойчивое вещество, чем зарин и зоман, хотя и 

имеет несколько реакционных центров (фосфор, сера, азот): 
(CH3)2CHCH2O O

SCH2CH2N(C2H5)2

P

CH3  
Электрофильность атома фосфора сильно понижена в силу большого 

объема и значительно меньшей электроотрицательности группы SCH2CH2NR2 
по сравнению с атомом фтора. Поэтому все реакции с нуклеофилами проходят 
намного медленнее, чем у зарина и зомана, причем преимущественно в невод-
ных средах, т.е. вещество типа VХ очень устойчиво к действию воды. Нуклео-
фильные вещества реагируют с VX в водной среде настолько медленно, что эти 
реакции не имеют практического значения, а значит, в природной среде VX 
может сохраняться достаточно долго.  

Однако в неводных средах нуклеофильные реакции идут достаточно лег-
ко с разрывом Р-S связи, а при pH≥10 возможен отрыв эфирной группы. По 
технологии обезвреживания детоксикацию VХ проводят в безводной среде 
изобутилатом калия (алкоголиз) в среде изобутанола и N-метилпирролидона, 
при этом нуклеофильные реакции идут достаточно легко с разрывом Р-S связи 
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и образованием среднего диизобутилового эфира и калиевой соли кислого изо-
бутилового эфира МФК, соответствующих серосодержащих соединений – ди-
этиламиноэтилсульфида калия и изобутилдиэтиламиноэтилсульфида: 

(CH3)2CHCH2O(CH3)P(O)SCH2CH2NEt2 + (CH3)2CHCH2OK

                        (CH3)2CHCH2O(CH3)P(O)OCH2CH(CH3)2   +  KSCH2CH2NEt2

(CH3)2CHCH2O(CH3)P(O)OK  +  (CH3)2CHCH2SCH2CH2NEt2  
Окисление диэтиламиноэтилмеркаптана, образовавшегося в воде из 

(СH3CH2)2NCH2CH2SK, может привести к образованию в природных средах ди-
этиламиноэтилдитиана Et2NCH2CH2S-SCH2CH2N Et2. Аналогичные соединения 
являются весьма токсичными. 

 В VX может проходить внутримолекулярное взаимодействие фрагмента 
SCH2CH2NEt2 с кислородом Р=О: 

RO

O

SCH2CH2N(CH2CH3)2

P
CH3

RO

O

S

P
CH3

CH2

CH2

NH
C2H5H5C2

 
Это приведет к образованию изобутилового и смешанного эфиров метил-

тиофосфоновой кислоты (i-BuO)CH3P(O)SH и (i-BuO)CH3P(S)OH с последую-
щей этерификацией и переэтерификацией с природными спиртами. 

Кроме реакций с нуклеофилами ви-икс может выступать как основание по 
атому азота и как нуклеофильный реагент по атому серы: с кислотами (в том чис-
ле и органическими в природных средах) VX будет легко образовывать хорошо 
растворимые в воде аммониевые соли, а с электрофильными реагентами - сульфо-
ниевые производные с сильно полярной легко разрывающейся Р-S связью. 

 
1.5. Особенности биотрансформации метилфосфонатов 

 
Многотоннажное производство фосфонатов и их широкое использование, 

а также уничтожение химического оружия с образованием огромной массы 
фосфонатов в качестве отходов могут приводить к появлению этих ксенобио-
тиков антропогенного происхождения в природных средах, как правило, в ма-
лых дозах.  

Действие биологически активных веществ в малых концентрациях или 
дозах хотя и известно издревле как гомеопатия, но долгое время просто игно-
рировалось, а работы в этой области объявлялись лженаучными [96]. Нашу-
мевшие материалы по изучению эффекта сверхмалых доз (СМД) были опубли-
кованы в 1988 году Жаком Бенвенистом [308], который за исследования по во-
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просам «памяти воды» и «передачи биоинформации» в 1991 и 1998 годах был 
отмечен антинобелевской премией (Ig® Nobel Prize). 

Однако в то время незамеченными остались работы Г.Н. Шангина-
Березовского по токсичному действию некоторых мутагенов в ультрамалых до-
зах [273, 274]. Это научное направление в России получило свое развитие толь-
ко после 2000 года [23, 54, 58, 115, 137]. 

Чрезвычайно интересное, но не получившее должного внимания исследо-
вание по воздействию на крыс ОВ вещества типа ви-икс в СМД  (10-7 М, 10-13 М 
и 10-31 М) было опубликовано Л.П. Точилкиной в журнале «Химическая и био-
логическая безопасность» в 2007 году [248]. 

Это исследование показывает, что выявление биологической активности 
для таких опасных химических веществ, как ОВ, равно как и для других пол-
лютантов антропогенного происхождения, предъявляет особые требования к 
организации химических производств, технике безопасности и гигиене труда. 
Это связано с качеством жизни людей в условиях загрязнения окружающей 
среды загрязняющими веществами в количествах, не поддающихся обнаруже-
нию даже современными методами химико-аналитического контроля. 

Считается, что основными продуктами спонтанной трансформации ФОВ 
в природных средах являются соответствующие эфиры метилфосфоновой ки-
слоты, метилтиофосфоновой и метилпирофосфорной кислот, а также фтори-
стый водород для зарина и зомана и диалкиламиноэтилмеркаптан, диалкилами-
ноэтилдитиан, диалкиламиноэтиловый спирт для VХ. Перечисленные эфиры 
МФК в большинстве своем считаются нетоксичными или малотоксичными.  

Однако для продуктов гидролиза VХ американского производства диизо-
пропиламиноэтилдитиана и диизопропиламиноэтилметилтиофосфоната выяв-
лена высокая степень токсичности [228]. Данные по токсичности аналогичных 
продуктов распада российского VХ - диэтиламиноэтилдитиана, диэтиламино-
этилметилтиофосфоната - отсутствуют. Поэтому в силу того, что токсичность 
некоторых веществ в составе реакционных масс после детоксикации вещества 
типа VX может быть высокой, дальнейшему обезвреживанию реакционных 
масс в настоящее время уделяется особое внимание. Так, авторы одной из по-
следних работ [79] указывают, что для разложения фосфорорганических ком-
понентов реакционных масс после уничтожения VX наиболее эффективны био-
каталитические способы.  

В настоящее время разработан модифицированный фермент His6-OPH 
(органофосфатгидролаза), способный катализировать гидролиз VX [77, 78, 80]. 
Кроме того, на основе иммобилизованных на геле поливинолового спирта кле-
ток бактериальной культуры Pseudomonas sp. разработан биокатализатор [79, 
264, 294], способный осуществлять деградацию метилфосоновой кислоты в 
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присутствии источника углерода с разрывом С⎯Р связи до фосфата, который 
используется клетками как источник фосфора. 

Проблема трансформации фосфорорганических соединений в окружаю-
щей природной среде на сегодняшний день изучена недостаточно и требует 
серьезных научных исследований по выявлению промежуточных и конечных 
продуктов деструкции и трансформации, их химических и токсикологических 
свойств. Появление фосфонатов как ксенобиотиков в природных средах в ма-
лых дозах вызывает необходимость детального изучения влияния этих веществ 
на живые организмы, в том числе на теплокровные, так как фосфонаты сами 
оказывают влияние на метаболические процессы, а также реагируют с другими 
субстратами клетки, образуя новые соединения с различной биологической ак-
тивностью.  

Ряд исследований по биоремедиации почв от ФОС показывает, что суще-
ствуют микроорганизмы, использующие C-P-лиазный ферментный комплекс 
для расщепления связи C-P [122, 128, 152]. Имеются данные, что некоторые 
ФОС, например, аминофосфонаты, найдены в природе [310, 315, 321].  

Метилфософновая кислота и ее соли (метилфосфонаты), кислые эфиры и 
средние эфиры (моноалкилфосфонаты и диалкилметилфосфонаты) как основ-
ные многотоннажные продукты разложения ФОВ являются достаточно устой-
чивыми соединениями [171, 192] и обнаруживаются спустя 10 лет после загряз-
нения на полигоне Дагуэй (США) [122, 228, 318]. 

Для МФК установлена низкая токсичность для млекопитающих и водных 
организмов, ЛД50 для крыс составляет 5•103 мг/кг при пероральном введении 
[318]. Однако устойчивая малополярная C–P связь этого соединения способна 
расщепляться в определенных условиях по гомолитическому механизму [228] с 
образованием свободных радикалов, которые могут реагировать с другими ра-
дикалами как «ловушки», с различными субстратами по цепному механизму, с 
активными формами кислорода с образованием более токсичных соединений. 
Например, в обзоре [185] описаны пути образования гипохлорита и механизм 
гипохлоритиндуцированного перекисного окисления липидов (ПОЛ), согласно 
которому гипохлорит образуется по схеме:  

Cl– + H+ + H2O2 → HOCl + H2O. 
МФК может ионизироваться как сильная кислота и распадаться гомоли-

тически по схеме:  
СН3Р(=О)(ОН)2 → СН3Р(=О)(ОН)О–

 + Н+ → СН3
• + •Р(=О)(ОН)О– + Н+. 

Образовавшиеся метильный СН3
• и фосфонатный •Р(=О)(ОН)О– радикалы 

могут реагировать с гипохлоритом с образованием более токсичных продуктов, 
чем сама МФК, хлорметана и хлорангидрида: СН3Cl и Сl–Р(=О)(ОН)2. При 
окислении МФК активными формами кислорода до фосфорной кислоты СН3-
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фрагмент может окислиться до метанола и еще более токсичного и несравнимо 
более реакционного формальдегида. 

Появление всех перечисленных токсичных частиц и молекул может при-
вести к окислительному стрессу в организме и множеству патологических про-
цессов в белковом, липидном и углеводном обменах. 

В литературе имеются данные об исследованиях влияния метилфосфоно-
вой кислоты на дикорастущие растения, ячмень, пелюшку [177, 178], мхи [237], 
некоторые тест-организмы [177], но материалов о влиянии МФК на теплокров-
ных животных до 2007 года не было.  

Начиная с 2007 года в аккредитованной на техническую компетентность 
при выполнении биохимических анализов лаборатории экотоксикологии Ре-
гионального центра по обеспечению экологического мониторинга объектов по 
уничтожению химического оружия по Курганской области проводится изуче-
ние биохимических показателей крови лабораторных мышей с целью выявле-
ния закономерностей их изменения после воздействия на организм животного 
специфических загрязняющих веществ [125, 150, 194-200, 229, 230].  

Таким образом, уникальное строение фосфонатов, особая реакционная 
способность, возможность прямого и опосредованного действия на системы 
метаболизма клеток и тканей, малая изученность влияния на теплокровные ор-
ганизмы и широкое применение производных МФК в различных сферах дея-
тельности, а также процесс уничтожения химического оружия и связанная с 
ним проблема утилизации и захоронения отходов, появление в компонентах 
природной среды этих ксенобиотиков делают изучение воздействия фосфона-
тов на метаболизм теплокровных организмов крайне важным и актуальным.  

 
1.6 .   Некоторые аспекты защитных и детоксикационных механизмов  

организма на воздействие ксенобиотиков 
 

Воздействие ксенобиотиков различного типа всегда приводит к дисбалансу 
биохимических реакций и активированию защитных и детоксикационных сис-
тем организма.  

В настоящее время нет устоявшейся систематизации реакций защитных и 
детоксикационных систем организма на действие ксенобиотиков на уровне 
биохимического ответа. Больше всего работ посвящено системе перекисного 
окисления липидов [13, 31, 173, 247] и иммунной системе [287]; стали появ-
ляться работы, посвященные антиоксидантной защите или антиоксидантной 
системе (АОС) [21, 70-72, 92-94, 159, 160], эндогенной интоксикации (ЭИ) [12, 
46, 61, 118, 151, 181, 183, 239] и влиянию ксенобиотиков на биоэнергетические 
процессы [130, 138, 176]. 
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Во взаимосвязи «детоксикация ксенобиотиков - защитные механизмы – 
биохимические показатели» определяют маркеры эндогенной интоксикации 
организма, характеризующие детоксикационную систему белков, показатели 
антиоксидантаной системы, связанной с окислительно-восстановительными 
процессами и действием свободных радикалов, и биоэнегретической системы – 
системы субстратов и ферментов, участвующих в обеспечении энергией про-
цессов биотрансформации и детоксикации. 

Для компенсации вредного воздействия токсикантов – ксенобиотиков и 
активных эндометаболитов - в организме существует защитная система стрес-
совых ответов. При этом клетки синтезируют в большом количестве специфи-
ческие стрессовые белки, в функции которых входит поддержание клеточного 
гомеостаза в условиях изменения окружающей среды клетки [56]. Важнейшей 
группой этих белков являются белки теплового шока (шапероны), которые ста-
билизируют неустойчивые формы других белков [309], а также участвуют в 
индуцированных стрессом иммунных ответах [317].  

Важнейшими белками гуморального иммунитета являются белки-
глобулины, состоящие из нескольких фракций разной подвижности в электриче-
ском поле – α1-, α2-, β- и γ-глобулины, каждая из которых содержит несколько 
белков, в разной степени участвующих в антистрессовых реакциях организма. 
Так, белки фракции α2-глобулинов (это α2-макроглобулин - ингибитор протеи-
наз; гаптоглобин - белок острой фазы воспаления, уровень которого увеличива-
ется до 3 раз при инфекционных процессах; церулоплазмин – оксидаза аскорби-
новой кислоты, адреналина, диоксифенилаланина, инактиватор свободных ради-
калов; С-реактивный белок – главный медиатор воспаления) могут указывать на 
протекание эндогенной интоксикации [110, 155, 167, 243, 275, 292].  

Фракция γ-глобулинов – совокупность иммуноглобулинов Ig G, A, M, D, E - 
является маркером состояния иммунной системы, которая у млекопитающих 
организована достаточно сложно. При гипер-γ-глобулинемии иммунная систе-
ма распознает и разрушает попавшие в организм чужеродные макромолекулы, 
как правило белковой природы, такие как микроорганизмы и вирусы. Гипо-γ-
глобулинемия характерна при иммунодефиците [55, 56]. 

Для сывороточного альбумина – регулятора коллоидно-осмотического 
давления плазмы, быстро реализуемого резерва белка и транспортного средства 
– последняя функция является наиважнейшей. Сывороточный альбумин спосо-
бен взаимодействовать с молекулярного и ионного типа многочисленными эн-
догенными и экзогенными соединениями: гормонами, жирными и желчными 
кислотами, билирубином, ионами хлора и кальция, биологически активными 
лекарственными и токсическими веществами, обеспечивая их транспорт и рас-
пределение в тканях организма [110]. Конъюгирующие свойства альбумина 
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связаны с большой общей площадью поверхности молекул и наличием в них 
химически активных групп различного строения. Однако альбумин как белко-
вую молекулу с большим содержанием реакционноспособных SH-групп и ди-
сульфидных связей многие физиологически активные вещества, в том числе 
специфические токсиканты, способны инактивировать. Таким образом, с одной 
стороны, альбумин может сам активно разносить молекулы-токсиканты по все-
му организму, с другой стороны, в условиях гипоальбуминемии увеличивается 
содержание свободных, биологических активных и токсических форм. К гипо-
альбуминемии могут приводить и токсиканты с антихолинэстеразной активно-
стью, так как синтез сывороточного альбумина регулируется ферментами пече-
ни, в том числе холинэстеразами [263].  

Из изложенного следует, что содержание альбумина и соотношение аль-
бумина к глобулину могут служить хорошими диагностическими тестами при 
различных интоксикациях, в том числе ФОС. 

Процесс нормального обмена веществ и интоксикации сложных молекул 
может способствовать избыточному накоплению в тканях и биологических 
жидкостях эндогенных токсических молекул меньшего размера – среднемоле-
кулярных токсинов (СМТ). Это приводит к развитию эндогенной интоксикации 
[181, 183]. Как специфические маркеры уровня эндотоксемии в клинико-
биологических исследованиях определяют вещества низкой и средней молеку-
лярной массы (ВНСММ) или средние молекулы, среди них выделяют олиго-
пептиды (ОП), которые еще называют среднемолекулярными пептидами 
(СМП) [110, 111].  

СМТ - это группа различных по своей химической природе веществ, объе-
диненных практически только по одному свойству – молекулярной массе, ко-
торая составляет от 300 до 5000 дальтон. ВСНММ (их насчитывают около 200) 
– это пептиды, эндорфины, аминосахара, полиамины, многоатомные спирты, 
инсулин, глюкагон, витамины, нуклеотиды, олигосахариды, производные глю-
куроновых кислот, креатинин, мочевина, альдегиды, билирубин, аминокисло-
ты, этанол, аммонийные соли и другие [41, 144-147, 188]. В настоящее время 
считается, что продукты белкового катаболизма составляют до 80% фракции 
ВНСММ, а 20% - биологически активные вещества и соединения промежуточ-
ного обмена [244]. Причинами накопления содержания СМТ в сыворотке крови 
являются следующие: усиленное образование их за счет появления избыточно-
го количества афизиологических метаболитов [246]; неполный катаболизм 
ВНСММ при хронической почечной недостаточности [41]; массивное разруше-
ние эндотелия и выход содержимого клеток в кровяное русло [168]. Деградация 
белковых веществ, в том числе при перекисном повреждении, также приводит к 
образованию ОП наряду с другими токсическими фрагментами [254, 278].  
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К группе ОП (СМП) относят совокупность пептидов, являющихся ткане-
выми гормонами, например, окситоцин, вазопрессин, эндорфины, энкефалины, 
ангиотензин [325] и недостаточно изученную группу нерегуляторных пептидов. 
ОП могут выступать в роли иммунодепрессантов, влиять на процессы тканево-
го дыхания, подавляя способность аккумулировать и трансформировать энер-
гию [63, 113], взаимодействовать с компонентами гомеостаза [286], изменять 
проницаемость мембран и подавлять активность ряда ферментов [35]. 

СМТ вызывают интерес исследователей как универсальные факторы ин-
токсикации [118]. Имеющиеся литературные данные указывают на их участие в 
угнетении тканевого дыхания и окислительного фосфорилирования, ингибиро-
вании АТФ-азной активности и синтеза ДНК, нарушении утилизации глюкозы 
[124, 183]. Изучено участие средних молекул в развитии вторичной иммуноде-
прессии; их подавляющее действие на функциональную активность лейкоци-
тов; обнаружено ингибирующее действие на эритропоэз и синтез гемоглобина. 
Многие из ВНСММ обладают нейротоксической активностью; угнетают био-
синтез белка и активность ряда ферментов, нарушают механизмы регуляции 
синтеза адениловых нуклеотидов; изменяют транспорт ионов через мембраны 
[144]. Среднемолекулярные пептиды способны соединяться и блокировать ре-
цепторы любой клетки, неадекватно влияя на её метаболизм и функции [41, 71, 
144, 151].  

Токсическое действие СМТ объединяют в синдром эндогенной интоксика-
ции [44]. Баланс содержания ВНСММ и ОП в плазме, эритроцитах и моче мо-
жет дать информацию о степени выраженности ЭИ, соответствующей уровню 
метаболических сдвигов. Развитие эндогенной интоксикации независимо от 
этиологического фактора характеризуется различным распределением ВНСММ 
в биологических субстратах [42, 124, 146]. Содержание средних молекул 
(ВНСММ и ОП) сегодня обычно определяют в плазме, эритроцитах и моче по 
методу Н.И. Габриэляна [47] и М.Я. Малаховой [144, 148]. Распределение этих 
веществ в биологических субстратах носит фазовый характер и дает точную 
оценку функционирования систем и органов при детоксикации [124, 146].  

Особенности функционирования АОС рассмотрены в многочисленных 
монографиях и обзорах [3, 33, 34, 70, 94, 114, 306]. Попытка классифицировать 
подходы к изучению АОС осуществлена Е.Е. Дубининой [71]. 

Так, в зависимости от химического строения из компонентов АОС можно 
выделить основные – высокомолекулярные белки и низкомолекулярные липи-
ды. Специфическое направление действия АОС - непосредственное снижение 
уровня оксидантов путем разрушения и связывания активных форм кислорода 
или радикалов, приводящее к обрыву цепных свободно-радикальных реакций. 
Другими направлениями работы АОС являются: снижение возможности до-
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полнительной генерации свободных радикалов; связывание металлов перемен-
ной валентности (железа, меди), что исключает возможность их участия в сво-
бодно-радикальных реакциях [285, 305, 306]. В зависимости от характера дей-
ствия выделяют компоненты АОС: ферментативные – супероксиддисмутаза 
(СОД), каталаза, глутатионпероксидаза и неферментативные – витамины Е, К, 
С, трансферрин, церулоплазмин, билирубин, мочевая кислота, SH-аминокис-
лоты, глутатион, альбумин. 

Ксенобиотики в организме подвергаются метаболическим превращениям 
или биотрансформации (биодеградации, детоксикация). Биотрансформации 
ксенобиотиков − механизм поддержания гомеостаза во время воздействия на 
организм чужеродных соединений. Целью этого процесса, в котором участвуют 
в основном печень, а также легкие, почки, кишечник, кожа, селезенка, является 
превращение исходного токсиканта в форму, наименее токсичную и наиболее 
легко удаляемую из организма. Однако биотрансформация ксенобиотиков да-
леко не всегда приводит к их дезактивации, характерными являются и пути ак-
тивации, приводящие к повышению токсичности [57]. 

В современном представлении в биотрансформации принято выделять два 
этапа (две фазы) метаболических превращений чужеродных соединений. На 
первом этапе происходит гидроксилирование – ферментативные гидролитиче-
ские или окислительно-восстановительные превращения молекул ксенобиоти-
ков, приводящих к образованию в структуре, как правило, -OH-групп, а также -
NH2, -SH, -COOH, что увеличивает гидрофильность, а значит, растворимость и 
способность к экскреции исходного соединения.  

Второй этап одними авторами называется этапом конъюгации (взаимодей-
ствие с белками, аминокислотами, глюкуроновой и серной кислотами) [57, 
176], другими - этапом синтетических превращений (глюкуронидация, метили-
рование, связывание с глутатионом) [133]. Предполагается, что первоначальное 
упрощение структуры (деградация) сопровождается структурным усложнением 
(синтезом, конъюгацией). Однако логичней было бы говорить о двух вариантах 
протекания второго этапа. Один − конъюгация (соединение двух подобных) − 
взаимодействие с относительно сложными молекулами − белками, глутатио-
ном, аминокислотами, глюкуроновой кислотой (глюкуронидация, глюкурони-
дирование) – с образованием более сложных производных; а другой − синтети-
ческих превращений − взаимодействие с простыми молекулами (сульфирова-
ние, метилирование, ацетилирование и другие), приводящее к несложным про-
изводным. Большинство ферментов этого этапа локализовано в цитозоле.  

С точки зрения энергозатрат первый этап – ферментативные реакции, про-
текающие с затратой необходимой для этого энергии; второй этап — реакции, 
не требующие использования основных энергетических ресурсов клетки.  
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На первой ферментативной стадии биотрансформации чужеродных для ор-
ганизма веществ многие реакции катализируются ферментными системами. 
Основное значение в метаболизме чужеродных веществ играет эндоплазмати-
ческая сеть клеток печени, для которой характерна высокая ферментативная ак-
тивность. В самом общем виде детоксицирующий цикл можно представить в 
следующем виде: попавшие в организм экзогенные чужеродные вещества (RH) 
соединяются с альбумином (А) в комплекс (RHA) и транспортируются в пе-
чень. Кроме того, одним из важнейших свойств компонентов самой моноокси-
геназной системы, в частности цитохрома Р450, является способность к индук-
ции под действием внешнего фактора, в роли которого могут выступать ксено-
биотики, а также физические воздействия и стресс [176]. 

Главная ферментативная реакция детоксикации в печени — окисление 
ксенобиотиков на цитохроме Р-450 в мембранах эндоплазматической сети (хотя 
определенная часть ксенобиотиков может попадать в печень в свободном виде) 
и образование нового комплекса (ROHA) [30, 149]. Окисленный ксенобиотик в 
виде (ROH) также может удаляется через экскреторные органы. Апофермент 
цитохрома Р450 (или CYP) с регуляторной функцией может связывать сотни 
самых различных соединений, а гем в составе окислительно-восстановительной 
цепи для реакций окисления переводит молекулярный кислород из неактивной 
формы в активную. Цитохромы Р450 катализируют самые разные типы реакций 
для алифатических (даже для простых алканов типа гексана) и ароматических 
(даже для полиароматических) соединений, а именно: гидроксилирование ато-
мов углерода, серы, азота, эпоксидирование двойной связи, перенос окисленной 
группы, разрушение эфирной связи, дегидрогенирование [64, 65].  

В микросомальной фракции гепатоцитов с участием фермента цитохром-
с (или b-)-редуктазы могут протекать реакции восстановления органических 
нитро- азо-, галогенсодержащих ароматических и алифатических ксенобиоти-
ков. Существуют многие ферментные системы, содержащиеся в растворимой 
фракции гомогенатов печени, почек и легких, которые также катализируют ре-
акции окисления, восстановления и гидролиза некоторых токсичных веществ, 
например спиртов, альдегидов и кетонов (алкогольдегидрогеназа). 

Некоторые ксенобиотики, мало подверженные гидроксилированию, на-
пример, 2,3,7,8-тетрахлордибензолдиоксин, с периодом полураспада в организ-
ме человека до года, являются канцерогенами и могут накапливаться в орга-
низме, приводя к раковым заболеваниям. 

В результате биотрансформации могут образовываться так называемые 
«реактивные метаболиты» основного вещества, связанные с компонентами кле-
точных мембран, ферментами, основаниями нуклеиновых кислот и др., которые 
утратили свой действующий эффект, но при повторном поступлении ксенобио-
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тика (токсиканта, лекарственного препарата, например, парацетамола, карбама-
зепина, фенобарбитала, димедрола) они накапливаются и вызывают поврежде-
ние печени и других органов [57]. 

На втором этапе биотрансформации может протекать биоактивация ксено-
биотиков. Поэтому особенно важным является изучение метаболических про-
цессов, в результате которых нетоксичное или малотоксичное вещество, которое 
было исходным ксенобиотиком или образовалось при гидроксилировании на 
первом этапе, превращается в соединение более токсичное, чем исходное.  

Например, токсичность метилового спирта определяется продуктами его 
окисления - формальдегидом и муравьиной кислотой; метаболизм этилового 
спирта начинается под действием алкогольдегидрогеназы с образования значи-
тельно более токсичного ацетальдегида, этиленгликоля - щавелевой кислоты; 
винилхлорид метаболически переходит в окись, которая затем превращается в 
хлорацетальдегид – мутаген, действующий непосредственно на ДНК. Извест-
ный инсектицид тиофос (паратион), который не обладает антихолинэстеразной 
активностью in vitro, в организме изомеризуется в мощный ингибитор холинэ-
стеразы - оксоформу (параоксон или оксофос) [134]. В некоторых случаях даже 
глюкуронидация, представляющая собой детоксикационный процесс, может 
усилить токсичность ксенобиотика: так, образовавшиеся после глюкуронида-
ции ароматических аминов N-гидроксиметаболиты легко гидролизуются в ки-
слой среде до канцерогенных N-гидроксиариламинов.  

При детоксикации любых органических ксенобиотиков на стадии окисле-
ния может возникнуть дисбаланс между образованием окисленных форм и нали-
чием достаточного количества антиоксидантов, приводящий к окислительному 
стрессу [57]. Окислительный стресс может вызывать повреждение клеток за счет 
непосредственного взаимодействия с окислителем, а также за счет цепного нере-
гулируемого образования более токсичных метаболитов. Окислительный стресс 
напрямую связан с кислородом – около 90% потребляемого организмом кисло-
рода восстанавливается в дыхательной цепи митохондрий по схеме:  

О2 + 4е + 4Н+ → 2Н2О. 
В условиях окислительного стресса образуются различные активные 

формы кислорода (АФК). Так, электрон с семихинона коэнзима Q-убихинона 
может передаться не по цитохромной цепи, а на молекулярный кислород [56], 
что приводит к одно-, двух- трехэлектронному восстановлению кислорода с об-
разованием супероксид-анион-радикала, а далее – перекиси водорода, гидропе-
роксидного и гидроксильного радикала. Кислород может также переходить в 
одну из самых активных форм АФК - в возбужденное синглетное состояние. 
Все АФК могут взаимодействовать с различными тканями и биомолекулами 
[312, 324]. Cупероксидный анион-радикал может свободно мигрировать от мес-
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та своего образования через мембраны по анионным каналам, что обеспечивает 
его широкую распространенность в компартменах клетки [93]. В норме все 
АФК участвуют в аэробных процессах в организме. Однако при окислительной 
нагрузке (действии ксенобиотиков) контроль со стороны эндогенных антиокси-
дантов нарушается, и АФК начинают участвовать в различных повреждающих 
клетку реакциях с образованием свободных радикалов по общей схеме: A• + RH 
→ AH + R•. Такие радикальные процессы характерны для всех биомолекул, в 
том числе для нуклеиновых кислот, белков, липидов [312].  

Взаимодействуя с липидами по механизму пероксидирования (перекис-
ного окисления, ПОЛ), радикальные частицы способствуют образованию гид-
роперекисей жирных кислот, что приводит к структурной и функциональной 
перестройке мембран. В результате увеличивается проницаемость мембран для 
ионов Н+, К+, Na+, Ca2+ с последующим пространственным разобщением окис-
лительных цепей, формируется синдром цитолиза, а в ряде случаев иницииру-
ется самопереваривание клеток (мембрана разрывается с выходом внутрикле-
точных протеолитических ферментов и клетка погибает). Важной особенно-
стью ПОЛ является способность к аутокаталитическому самоускорению при 
наличии благоприятных условий. Известно, что факторы, поддерживающие 
структурированность липидов (например, холестерин), тормозят перекисное 
окисление [13, 31, 66]. 

При окислении белков происходит модификация аминокислотных фраг-
ментов с образованием карбонильных групп, потеря сульфгидрильных групп, 
разрыв дисульфидных мостиков, что может приводить к нарушению третичной 
и вторичной структуры белков и разрыву полипептидных цепей.  

Повреждение ДНК может происходить путем присоединения, например, 
гидроксильного радикала по двойной связи аденина и гуанина с образованием 
оксоформы по имидазольному циклу. Если окислительные повреждения не ис-
правляются, то это приводит к мутагенным эффектам. 

У клеток имеется достаточно защитных механизмов, чтобы предотвра-
щать или устранять повреждения, возникшие за счет окислительных процессов. 
Это ферменты супероксиддисмутаза, каталаза, глутатионовая система, витами-
ны Е (α-токоферол), С (аскорбат), А (ретинол), стероидные гормоны, тироксин, 
фосфолипиды, холестерол, ремонтные системы ДНК, поврежденные белки. 

Для изучения влияния ксенобиотиков на АОС в качестве маркеров можно 
использовать: 1) первичные субстраты окисления ПОЛ – содержание общих 
липидов, холестерина; 2) первичные, промежуточные и конечные продукты 
ПОЛ – диеновые конъюгаты, малоновый диальдегид (МДА), шиффовы основа-
ния; 3) ферментные системы – СОД, каталазу, глутатионпероксидазу; 4) эндо-



 33

генные антиоксиданты, содержание которых может дать представление о дли-
тельности и глубине протекания процессов ПОЛ [13, 31, 110, 167].  

Все протекающие процессы в клетке являются энергозависимыми. Хими-
ческие вещества в целом и ксенбиотики в частности способны влиять на про-
цессы тканевого дыхания и энергетического обмена в клетке. С другой сторо-
ны, биоэнергетическая система участвует в метаболизме (биотрансформации, 
детоксикации) чужеродных веществ.  

Углубленные исследования нарушений биоэнергетики клетки начаты од-
ним из основателей токсикологии Н.С. Правдиным, доказавшим, что показате-
ли газообмена обладают высокой чувствительностью при воздействии на орга-
низм токсических агентов [202, 203]. В 1970-80 годы Б.А. Курляндским и  
Ю.С. Ротенбергом проводились исследования динамики кислорода в тканях по 
показателю напряжения кислорода (рО2) [130, 221, 222].  

На современном уровне идут исследования молекулярных механизмов 
влияния токсических веществ на электронно-транспортную цепь биологическо-
го окисления in vitro в изолированных митохондриях [162, 163, 182, 260]. Для 
многих неорганических и органических веществ [131, 140, 141, 176] уже изуче-
ны механизмы токсического действия на биоэнергетические процессы и найде-
ны некоторые закономерности [76, 162, 223-225, 238, 259].  

Так, многие чужеродные вещества могут влиять на биоэнергетические 
процессы как ингибиторы тканевого дыхания, воздействуя на различные систе-
мы ферментов: ферменты тканевого дыхания на стадиях, предшествующих 
циклу Кребса, ферменты цикла Кребса и дыхательной цепи митохондрий. При 
этом вещества – доноры и акцепторы радикалов или электронов (это могут 
быть и ФОС) могут нарушать транспорт электронов в энергетической цепи, в 
том числе за счет уменьшения активности железосодержащих ферментов. Ин-
токсикация, приводящая к дефициту субстратов окисления (например, фтором), 
снижает утилизацию кислорода тканями и повышает его содержание в крови, 
приводя к гипоксии гистологического типа. 

Другая часть ксенобиотиков (прежде всего ФОС и фосфорорганические 
инсектициды), обладающих активностью в отношении биологических мембран 
клетки, действует на биоэнергетический комплекс митохондрий опосредованно. 
У инсектицидов это связано с высокой липофильностью, активным окислением с 
образованием свободных радикалов и интенсификацией ПОЛ. Для клетки акти-
вация ПОЛ приводит к нарушению функционирования мембран [34, 53, 207], а 
активация окисления липидов митохондрий ведет к нарушению их энергетиче-
ской функции с последующим развитием тканевой гипоксии [126]. Для ФОС, та-
ким образом, характерно не только специфическое антихолинэстеразное дейст-
вие, но и взаимодействие ФОС с рядом ферментов, непосредственно участвую-
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щих в процессах тканевого дыхания и окислительного фосфорилирования мито-
хондрий – АТФаза, цитохромоксидаза, сукцинатдегидрогеназа [207, 221]; отме-
чается, что наиболее чувствительным звеном воздействия фосфорорганических 
инсектицидов является окисление НАД-зависимых субстратов. Этот механизм 
ингибирующей активности установлен для различных по строению и токсично-
сти ФОС (фосфакола, армина, флорофоса, паратиона и др.) [221].  

Некоторыми авторами отмечается, что для токсических агентов при дей-
ствии малых доз не наблюдается разобщения окисления и фосфорилирования, а 
основные изменения связаны с увеличением скорости гликолиза и гликогенеза 
как биоэнергетических процессов [47, 176]. 

В качестве доступных маркеров биоэнергетических процессов могут вы-
ступать углеводы как один из главных источников энергии, их метаболиты и 
ферменты. Интересным для изучения в этом плане является гликоген, снижение 
синтеза которого происходит при паталогических процессах в печени с нару-
шением ее гликоген-образовательной функции. При недостатке гликогена тка-
невая энергетика переключается на жировой обмен, что требует много кисло-
рода (в противном случае в избытке накапливаются кетоновые тела и наступает 
интоксикация), и белковый обмен, что ведет к потере пластического материала 
[189]. К кислородной недостаточности наиболее чувствительны центральная 
нервная система, мышца сердца, ткани почек, печени. 

Таким образом, маркерами состояния гомеостаза организма при воздей-
ствии метилфосфонатов как ксенобиотиков особого строения могут выступать 
показатели белкового, липидного и углеводного обменов в совокупности со 
специфическими показателями системы окислительного стресса, детоксикаци-
онной, антиоксидантной и биоэнергетической систем. 
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Глава 2.  МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ВЛИЯНИЯ  
МЕТИЛФОСФОНОВОЙ КИСЛОТЫ НА ПОКАЗАТЕЛИ 

 ОБМЕНА ВЕЩЕСТВ МЕЛКИХ ГРЫЗУНОВ 
 

Изучение влияния МФК осуществляли путем комплексного исследова-
ния, включающего экспериментальные, биохимические и статистические мето-
ды обработки данных. 

Экспериментальные исследования проведены на здоровых взрослых поло-
возрелых лабораторных мышах (самцах и самках) линии СВА в возрасте  2-3-х 
месяцев массой от 22 до 30 г с интервалом массы животных в сериях опытов ±2 г.  

Материалом исследования служили: мышечная ткань, печень, сыворотка 
и плазма крови, эритроцитарная масса крови. В ходе выполнения исследования 
применялись биохимические и статистические методы. 

Лабораторные мыши содержались в стандартных условиях вивария со-
гласно «Санитарным правилам по устройству, оборудованию и содержанию 
экспериментальных биологических клиник» от 06.01.73 г. и приказу № 63 Мин-
здрава СССР от 10.03.1966 г. «О нормах кормления лабораторных животных и 
продуцентов» [233]. Интактные, опытные и контрольные группы мышей со-
держались в стандартизированных условиях одного вивария в однотипных изо-
лированных друг от друга клетках, единовременно получали сбалансированное 
питание (зерновые смеси, крупы, корма животного происхождения и корнепло-
ды) и воду в достаточном количестве [85]. 

Все работы с лабораторными мышами проводили согласно принципам 
гуманного отношения к животным в соответствии с «Международными реко-
мендациями по проведению медико-биологических исследований с использо-
ванием животных» [156, 249], «Правилами лабораторной практики в Россий-
ской Федерации» (приказ МЗ РФ № 267 от 19.06.2003 г.) [204] и «Правилами 
проведения работ с использованием экспериментальных животных» (приказ 
МЗ № 755 от 12.03.1977 г.) [205]. 

В экспериментальных исследованиях опытным группам лабораторных 
мышей инсулиновым шприцем проводили инъекции объемом 0,04 мл изотони-
ческих растворов МФК, нейтрализованных водным раствором гидроксида на-
трия до рН 7, под кожу живота сбоку (подкожно) или в мышцу бедра (внутри-
мышечно). Контрольным группам мышей в соответствующую область вводили 
физиологический раствор такого же объема. Инъекции проводили всегда в одно 
время - в период с 9 до 12 часов. 

Эвтаназия осуществлялась методом декапитации, которая проводилась 
металлическими ножницами в соответствующее время с 9 до 12 часов. Для 
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осуществления эвтаназии натощак вечером предшествующего дня из клеток с 
мышами убирали корм. 

Часть крови использовалась для определения гематологических показате-
лей - числа эритроцитов, гематокрита, гемоглобина. Для получения плазмы и 
эритроцитарной массы цельную кровь сливали по промытой физиологическим 
раствором и гепарином стеклянной воронке в пластиковые пробирки Эппен-
дорфа с одной каплей гепарина 5000ЕД/мл. Пробирки закрывали, перемешива-
ли переворачиванием несколько раз, затем центрифугировали в течение 10 ми-
нут при 3000 об/мин для разделения плазмы и эритроцитарной массы. Сыво-
ротку крови получали центрифугированием цельной крови при 3000 об/мин в 
течение 10 минут. Надосадочную жидкость (сыворотку) отбирали дозатором в 
пробирки Эппендорфа и хранили при температуре +50С до момента анализа, 
который проводили в день декапитации мышей. Сразу после отбора крови по-
сле эвтаназии брали на анализ печень и скелетные мышцы правого бедра. 

В основу биохимических исследований положены известные методы [19, 
117, 136, 206, 243]. Адаптированные к задачам исследования методики приве-
дены в данной главе. 

Результаты исследований обработаны с применением непараметрических 
методов статистики для малых выборок. При исключении выбросов использо-
вали метод Титьена-Мура, проверяя минимум и максимум значений выборки. 
Достоверность различий между двумя несвязанными выборками эксперимен-
тальных данных оценивали с использованием критериев для независимых вы-
борок - Вилкоксона-Манна-Уитни (U) для числа наблюдений n от 12 до 40 (W-
критерия Вилкоксона) или рандомизации – при n от 5 до 12. Критический уро-
вень значимости при проверке статистических гипотез в данном исследовании 
принимали равным 0,05. Результаты анализов усредняли с помощью медианы, 
на основании которой считали различия в процентах (%) опытных и контроль-
ных групп. Для графического отображения разброса данных использовали 25-й 
и 75-й процентиле [43, 48, 60].  

Корреляционную зависимость между выборками, подчиняющимися нор-
мальному распределению, оценивали по критерию Пирсона, не подчиняющи-
мися закону распределения – по критерию Кендалла. Результаты корреляцион-
ного анализа представляли в виде коэффициента корреляции с уровнем значи-
мости р≤0,05 и уравнения регрессии. Факторный анализ проводили методом 
главных факторов, метод оценки общностей использовали для анализа главных 
компонент. За основу брали корреляционную матрицу, выполненную из коэф-
фициентов корреляции Пирсона или Кендалла в зависимости от закона распре-
деления. 
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При статистической обработке результатов исследования был использо-
ван интегратор модульной программы AtteStat 1.0 для программы Microsoft Ex-
cel, разработанный И.П. Гайдышевым в лаборатории информационно-
вычислительного центра ФГУН «РНЦ "ВТО" им. академика Г.А. Илизарова 
Минздравсоцразвития Российской Федерации». 

 
2.1.  Количественное определение содержания общего белка и  

белковых фракций в крови 
 
Общий белок определяют спектрофотометрическим биуретовым методом 

Кингслея–Вейксельбаума, регистрация оптической плотности окрашенных бел-
ковых комплексов ионов меди (2+) с пептидными связями в щелочной среде 
осуществляется при длине волны 540 нм [206].  

Среди белковых фракций спектрофотометрически определяют уровень 
альбумина, который при вычитании из содержания общего белка может дать 
оценку валового содержания глобулинов. Для детального определения α1-, α2-, 
β-, γ-глобулинов прибегают к методу электрофоретического разделения, напри-
мер, в тонком слое агарозного геля под действием постоянного электрического 
тока. 

 
Оборудование и реактивы 

Оборудование. Спектрофотометр, весы аналитические, система электро-
фореза (PARAGON Beckman-Coulter), пластинки с агарозным гелем, апплика-
торы, денситометр (APPRAISE). 

Реактивы. Стандартный раствор белка 60 (70) г/л. Реактив Бенедикта: 
0,15 г меди сульфата и 0,60 г калия виннокислого растворяют в 50 мл дистил-
лированной воды, приливают 30 мл 10% натрия гидроксида, добавляют 0,10 г 
калия йодистого и доводят дистиллированной водой до 100 мл. Буферные рас-
творы, красители для электрофоретического разделения и окрашивания белко-
вых фракций. 

 
Ход определения 

Определение общего белка 
К 0,1 мл сыворотки крови добавляют 0,9 мл воды и 4 мл биуретового ре-

актива. В контрольную пробирку приливают 1 мл воды и 4 мл биуретового ре-
актива. Раствор хорошо перемешивают и через 15 минут фотометрируют на 
спектрофотометре при длине волны 540 нм. Параллельно проводят измерение в 
стандартной пробе, в которой вместо сыворотки берут 0,1 мл стандартного рас-
твора белка. 
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Расчет содержания общего белка в г/л производят по формуле: 

СТ
СТ

ОБ
ОБ С*

Е
Е

C = , 

где СОБ, ССТ – концентрация общего белка в плазме и стандартном рас-
творе в г/л соответственно; ЕОБ, ЕСТ – оптические плотности анализируемого и 
стандартного растворов в единицах оптической плотности соответственно. 

 
Определение белковых фракций 
На агарозную пластинку с помощью аппликатора наносят тонкими полос-

ками разведенную буферным раствором плазму (сыворотку) объемом по 20 мкл. 
Ожидают 5 минут, затем полоской фильтровальной бумаги удаляют остатки 
растворов с пластинки. Наливают подготовленный буферный раствор в ванноч-
ку для электрофореза, погружают пластинку, закрепляя ее в специальные пазы. 
Ванну подключают к прибору, где в течение 30 минут через раствор проходит 
постоянный ток напряжением 100-200В. После изымают пластинку и фиксиру-
ют белковые фракции, обрабатывая раствором уксусной кислоты. Пластинку 
сушат до полного высыхания агарозного геля, далее окрашивают в ванне с кра-
сителем, отмывают остатки красителя спиртовыми растворами. После оконча-
тельной сушки прозрачную полимерную пластинку с полосками белковых 
фракций, окрашенных в синий цвет, устанавливают в денситометр. Произво-
дится определение процентного содержания каждой фракции в зависимости от 
интенсивности и ширины окрашенной полосы. Результат выдается денситомет-
ром в % либо в г/л, если вводится значение общего белка.  

 
Таблица 2

Интерквартильные размахи значений для общего белка и белковых  
фракций в плазме крови белых лабораторных мышей контрольных групп

Пол 
особей 

Общий 
белок,  
г/л 

Альбумин, 
г/л 

Сумма гло-
булинов, г/л

α1-
глобулины,

 г/л 

α2-
глобулины, 

г/л 

β-
глобулины, 

г/л 

γ-
глобулины,

 г/л 

Самцы 54÷63 27÷31 28÷34 5,2÷6,7 2,3÷3,5 12÷19 6,2÷12 

Самки 55÷71 29÷50 23÷40 3,8÷7,3 2,4÷5,9 11÷17 5,1÷21 

 
2.2.  Количественное определение олигопептидов и веществ низкой и 

средней молекулярной массы в крови 
 

Концентрация олигопептидов в плазме крови и эритроцитах является 
критерием оценки степени интоксикации организма. ОП определяют в плазме, 
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эритроцитной массе, а также в моче. Определение основано на осаждении 
крупномолекулярных белков трихлоруксусной кислотой (ТХУ) и спектрофото-
метрическим определением по методу Лоури (основанным на реакции полифе-
нольных веществ (ароматических аминокислот) с реактивом Фолина-
Чокальтеу) окрашенных комплексов при длине волны 750 нм. 
 Вещества низкой и средней молекулярной массы определяют в суперна-
танте после осаждения крупномолекулярных белков плазмы раствором ТХУ 
путем регистрации спектра поглощения исследуемого раствора в зоне ультра-
фиолета в диапазоне 238-298 нм с шагом в 1 или 4 нм на УФ - спектрофотомет-
ре по методу М. Я. Малаховой [144, 206].  

 

Оборудование и реактивы 
Оборудование. Установка для перегонки, центрифуга, весы аналитиче-

ские, спектрофотометр с диапазоном от 238 нм и возможностью изменять дли-
ну волны с шагом 1 (4) нм. 

Реактивы. Стандартный раствор белка 60 (70) г/л. Трихлоруксусная ки-
слота 150 г/л. Натрия хлорид 0,9% раствор (физиологический раствор). 

Реактив 1: натрия карбонат 2%-й раствор в 0,1 н. растворе натрия гидро-
ксида. Реактив 2: 0,5%-й раствор сульфата меди в 1%-м растворе натрия цит-
рата. Рабочий раствор: в день определения ОП и ВНСММ в биоматериале 1 мл 
реактива 2 смешивают с 50 мл реактива 1. Контрольный раствор: к 1 мл 0,9% 
раствора хлорида натрия прибавляют 0,5 мл ТХУ.  

Реактив Фолина-Чокальтеу: 10 г натрия вольфрамата двухводного 
(Na2WО4*2H2О, перекристаллизованный) и 2,5 г натрия молибденового кислого 
двухводного (Na2MoО4*2H20) помещают в круглодонную колбу на 200-250 мл, 
приливают 70 мл дистиллированной воды и хорошо перемешивают. К полу-
ченному раствору добавляют 5 мл 85%-го раствора фосфорной кислоты и 10 мл 
концентрированной соляной кислоты марки «хч». Колбу присоединяют к об-
ратному холодильнику на шлифе, ставят на сетку и кипятят в течение 10 ч. За-
тем в раствор добавляют 15 г лития сульфата, 5 мл воды и одну каплю жидкого 
брома. Раствор перемешивают и нагревают для удаления брома. После охлаж-
дения доводят водой до 100 мл, фильтруют и разводят вдвое дистиллированной 
водой с таким расчетом, чтобы получился 1 н. раствор кислоты. Кислотность 
определяют титрованием разведенного в 10 раз реактива раствором 0,1 н. на-
трия гидроксида в присутствии фенолфталеина. Реактив хранится в темной 
склянке длительное время. 
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Ход определения 
Приготовление супернатантов плазмы и эритроцитой массы 
Перед взятием крови необходимо добавить гепарин (5000 ЕД/мл) в про-

бирки из расчета 0,01 мл на 1 мл крови.  
Получение супернатанта плазмы: к 1 мл плазмы крови прибавить 0,5 мл 

ТХУ (используя другие объемы, соблюдают пропорцию плазма:ТХУ = 2:1), пе-
ремешать или хорошо встряхнуть и оставить при комнатной температуре на  
5 мин. Затем центрифугировать при 3000 об/мин в течение 30 мин.  

Получение супернатанта эритроцитной массы: эритроцитарную массу 
отмывают тройным объемом физраствора. Для этого к эритроцитам прибавля-
ют равный объем физраствора, взмучивают смесь и центрифугируют при 3000 
об/мин в течение 5-10 мин, надосадочный раствор сливают (отбирают пипет-
кой), операцию повторяют 3 раза. Далее отмытые эритроциты доводят физрас-
твором до исходного объема крови, отмеченного при заборе материала. Затем к 
1 мл отмытых и доведенных до объема крови эритроцитов приливают 0,5 мл 
ТХУ (эритроциты: ТХУ=2:1), перемешивают стеклянной палочкой или хорошо 
встряхивают и оставляют при комнатной температуре на 5 мин. Затем суспен-
зию центрифугируют при 3000 об/мин в течение 30 мин.  

 
Определение ОП 
Подготовка стандартного раствора на ОП: разбавляют стандартный рас-

твор белка в 1000 раз, получая концентрацию белка 0,06 (0,07) г/л. 
В четырех пробирках: 1 – к 0,5 мл супернатанта плазмы; 2 – к 0,5 мл су-

пенатанта эритроцитной массы;   3 – к 0,5 мл контрольного раствора;  4 – к  
0,5 мл стандартного раствора добавляют по 0,5 мл дистиллированной воды, 
приливают по 2,0 мл рабочего раствора, перемешивают и оставляют при ком-
натной температуре на 10 мин. Затем добавляют по 0,2 мл реактива Фолина-
Чокальтеу. Содержимое пробирок перемешивают и через 30 мин колориметри-
руют при 750 нм относительно контрольного раствора. 

 
Расчет количества ОП производят по формуле:  

СТ
СТ

ОП
ОП С*

Е
Е

C = , 

где СОП, ССТ – концентрация олигопептидов в плазме или эритроцитной 
массе и стандартном растворе, г/л, соответственно;  ЕОП, ЕСТ – оптические 
плотности анализируемого и стандартного растворов в единицах оптической 
плотности соответственно. 
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Определение ВНСММ 
ВНСММ в плазме определяют, добавляя к 0,2 мл супернатанта плазмы 

1,8 мл дистиллированной воды, замером оптической плотности полученного 
раствора относительно смеси 0,2 мл контрольного раствора и 1,8 мл воды на 
спектрофотометре в интервале длин волн 238-298 нм с шагом 1 или 4 нм. 

ВНСММ в эритроцитной массе определяют, добавляя к 0,1 мл суперна-
танта эритроцитной массы 1,9 мл дистиллированной воды, замером оптической 
плотности полученного раствора относительно смеси 0,1 мл контрольного рас-
твора и 1,9 мл дистиллированной воды на спектрофотометре в интервале длин 
волн 238-300 нм с шагом 1 или 4 нм. 

Расчет количества ВНСММ производят по формуле: 
шаг 1 нм: ВНСММ = (Е238+Е239+Е240+…+Е298); 
шаг 4 нм: ВНСММ = (Е238+Е242+Е246+…+Е298)*4 усл. ед., 
где Е238 – экстинкция раствора в единицах оптической плотности при ука-

занной длине волны.  
Таблица 3

Интерквартильные размахи значений для маркеров эндогенной  
интоксикации: олигопептидов и веществ низкой и средней молекулярных 

масс в плазме и эритроцитах крови белых лабораторных мышей  
контрольных групп 

Пол 
особей 

ОП в плаз-
ме, г/л 

ОП в эритроци-
тах, г/л 

ВНСММ в 
плазме, е.о.п. 

ВНСММ в эритро-
цитах, е.о.п. 

Эритроциты, 
1012 /л 

Самцы 0,1÷0,6 0,1÷0,7 2,8÷6,3 9,7÷13 73÷83 

Самки 0,2÷0,5 0,1÷0,4 3,7÷6,9 8,0÷14 74÷92 

 
2.3. Количественное определение в крови продуктов перекисного  
окисления белков в виде альдегидо- и кетодинитрофенилгидразонов  

 
Продукты перекисного окисления белков (ПОБ) определяют в белковом 

осадке после реакции с 2,4-динитрофенилгидразином (ДНФГ). При обработке 
плазмы смесью ТХУ и ДНФГ образующийся окрашенный осадок растворяется 
в растворе мочевины и регистрируется при длинах волн 270 нм (альдегидо-2,4-
динитрофенилгидразоны, АФГ или ПОБ270нм), 363 нм и 370 нм (кето-2,4-
динитрофенилгидразоны, КФГ или ПОБ363-370нм). Степень окисленной модифи-
кации белков выражают в единицах оптической плотности на 1 мг белка [37]. 

 
Оборудование и реактивы 

Оборудование. Центрифуга, весы аналитические, спектрофотометр. 
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Реактивы. Калий-фосфатный буфер 0,015М, рН 7,6. Раствор трихлорук-
сусной кислоты 150 г/л. Раствор 2,4-динитрофенилгидразина на соляной кисло-
те 0,1%. Смесь этилацетата с этанолом (1:1). Раствор мочевины 8М. Раствор со-
ляной кислоты 0,1М. 

 
Ход определения 

К 0,05 мл пробы прибаляют 0,95 мл фосфатного буфера. Затем в течение 
15 минут инкубируют пробу в термостате при 37°С. Далее в пробирку прибав-
ляют 1 мл 15% раствора ТХУ и 1 мл 0,1% раствора ДНФГ. Оставляют пробу 
при комнатной температуре в течение 1 часа. Центрифугируют 5 минут при 
3000 об/мин. Надосадок сливают, а осадок промывают 3 мл смеси этилаце-
тат/этанол (1:1), вновь центрифугируют 5 минут при 3000 об/мин, операцию 
повторяют. Осадок сушат в термостате при 37°С 15 минут, а затем растворяют 
в 3 мл 8М раствора мочевины. Подкисляют раствор 0,02 мл 0,1М соляной ки-
слотой.  

Пробу спектрофотометрируют относительно контроля (3 мл 8М мочеви-
ны с 0,02 мл раствора соляной кислоты) в кварцевой кювете 1 см при трех дли-
нах волн: 270 нм, 363 нм, 370 нм. 

Концентрацию продуктов перекисного окисления рассчитывают в едини-
цах оптической плотности на 1 мг белка по формулам:  

V*
С
Е

C
ОБ

270
АФГ =  и   V*

С
Е

C
ОБ

370363
КФГ

+= , 

где САФГ – концентрация фракции ПОБ - АФГ, ед. опт. пл./мг; Е270 – экс-
тинкция раствора при 270 нм в единицах оптической плотности; СКФГ – концен-
трация фракции ПОБ - КФГ, ед. опт. пл./мг; Е363+370 – сумма экстинкций раство-
ра при 363 и 370 нм в единицах оптической плотности; V – объем взятого для 
анализа раствора плазмы, мл (0,05 мл); СОБ – концентрация общего белка в 
плазме крови, г/л. 

 
Таблица 4

Интерквартильные размахи значений для продуктов перекисного  
окисления белков в виде альдегидо- и кетопроизводных  

динитрофенилгидразина в плазме крови белых лабораторных мышей 
контрольных групп 

Пол особей АФГ (ПОБ270нм), е.о.п./г КФГ (ПОБ363-370нм), е.о.п./г 
Самцы 146÷234 12÷24 

Самки 193÷260 16÷27 
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2.4.  Количественное определение содержания гликогена  
в печени и мышечной ткани 

 
Основным аккумулятором энергии у животных является гликоген [25, 

38]. Для количественного определения гликогена наиболее часто используют 
метод с антроновым реактивом. Гексозы, дегидратируясь в присутствии кон-
центрированной серной кислоты, конденсируются с антроном, давая соедине-
ние, окрашивающее раствор в синий цвет.  

Для выделения гликогена исследуемую пробу гидролизуют щелочью на 
кипящей водяной бане. При высоком содержании гликогена в пробе определе-
ние проводят «прямым» методом, т.е. непосредственно из гидролизата. «Пря-
мой» метод применяется при определении гликогена в ткани печени. Содержа-
ние гликогена в мышцах мало, поэтому перед определением его осаждают 
спиртом – «непрямой» метод [206, 255]. 

 
Оборудование и реактивы 

Оборудование. Спектрофотометр, весы аналитические, термостат, цен-
трифуга, баня водяная, холодильник, плитка электрическая. 

Реактивы. Калия гидроксид 30% раствор в дистиллированной воде. На-
трия сульфат 10% раствор в дистиллированной воде. Антроновый реактив - 
0,2% раствор антрона в концентрированной серной кислоте. Спирт этиловый. 
Стандартный раствор гликогена - 0,1 мг/мл раствор в дистиллированной воде. 

 
Ход определения 

Определение гликогена в скелетных мышцах 
Точно взвешенную навеску ткани (около 200-300 мг) помещают в про-

бирку. Заливают 2 мл 30% раствора калия гидроксида, встряхивают и погружа-
ют в кипящую водяную баню на 35-45 мин, через каждые 5 мин пробирку 
встряхивают. Далее пробирку охлаждают и к ее содержимому прибавляют  
0,2 мл 10% раствора натрия сульфата и 3 мл этанола, перемешивают содержи-
мое и оставляют на ночь (20 часов) в холодильной камере. После пробирку цен-
трифугируют 30 мин при 3000 об/мин. Надосадочную жидкость сливают, а 
пробирку в перевернутом виде оставляют на 1-2 мин. Осадок растворяют в 1 мл 
воды и добавляют 2 мл этанола. Пробирку помещают в холодильник на 5-6 ча-
сов (можно на ночь) для лучшего осаждения гликогена. Центрифугируют при 
3000 об/мин 30 мин. Надосадочную жидкость сливают и в перевернутом виде 
пробирку оставляют на 1-2 мин, слегка подсушивают (15 мин) при 37оС. Осадок 
растворяют в 2,5 мл воды (следят за тем, чтобы осадок полностью растворился), 
переносят в большую пробирку и добавляют 5 мл антронового реактива. Парал-
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лельно этому готовят контрольный (вместо раствора 2,5 мл воды) и стандартный 
растворы гликогена. Пробы помещают в кипящую водяную баню на 20 мин 
(можно и 5-10 мин). Охлаждают и помещают в темное место на 30 мин. Затем 
пробы фотометрируют при 620 нм относительно контроля. 

Содержание гликогена в скелетных мышцах рассчитывают по формуле: 
 С (мг/г ткани) = (Еоп/Ест)*Мст*(2/Vпробы)*(1000/mнав), 

где Еоп – экстинция опытной пробы, Ест – экстинция стандартной пробы, 
Мст – содержание гликогена в 2 мл стандартного раствора, мг; Vпробы – объем 
аликвоты фильтрата, взятый для определения, мл; 1000 – пересчет массы навес-
ки (мг) в г; mнав – масса навески ткани, мг. 

Определение гликогена в печени 
Точно взвешенную навеску ткани (около 200 мг) помещают в пробирку. 

Заливают 3 мл 30% раствора калия гидроксида, встряхивают и погружают в ки-
пящую водяную баню на 15-20 мин, через каждые 5 мин пробирку встряхивают. 
Далее пробирку охлаждают, ее содержимое переносят в мерную пробирку и до-
водят объем до 25 мл, тщательно перемешивая. Далее содержимое пробирок 
отфильтровывают и из фильтрата отбирают 2,5 мл раствора для определения 
гликогена. Для этого приливают 5 мл антронового реактива. Параллельно этому 
готовят контрольный (вместо раствора 2,5 мл воды) и стандартный растворы 
(2,5 мл стандарта глюкозы на бензойной кислоте). Пробы помещают в кипящую 
водяную баню на 5-10 мин. Охлаждают и фотометрируют при 620 нм относи-
тельно контроля. 

Содержание гликогена в печени рассчитывают по формуле:  
С (мг/г ткани) = (Еоп/Ест)*Мст*10*(2/Vпробы)*(1000/mнав),  

где Еоп – экстинция опытной пробы, Ест – экстинция стандартной пробы, Мст – 
содержание гликогена в 2,5 мл стандартного раствора, мг; 10 – коэффициент 
разведения; Vпробы – объем аликвоты фильтрата, взятый для определения, мл; 
1000 – пересчет массы навески (мг) в г; mнав – масса навески ткани, мг. 
 

Таблица 5
Интерквартильные размахи значений для гликогена в печени и 

мышцах белых лабораторных мышей контрольных групп 
Пол особей Гликоген печени, мг/г ткани Гликоген мышц, мг/г ткани 
Самцы 34÷71 0,3÷1,8 

Самки 28÷71 0,3÷1,4 
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2.5. Количественное определение креатина и креатинфосфата  
в мышечной ткани  

 
Креатинфосфат, характеризующийся высокой лабильностью в кислой 

среде, можно определить по содержанию фосфора в безбелковом экстракте, из 
которого предварительно удален неорганический фосфат. Методы определения 
содержания фосфора основаны на измерении интенсивности окраски комплекса 
малахитового зеленого с фосфорномолибденовой кислотой или молибденовой 
сини, образующейся при восстановлении фосфорномолибденовой кислоты в 
кислой среде (например, в методе Фиске-Суббарроу восстановителем является 
эйконоген) [19].  

Определение свободного креатина проводят в безбелковом растворе, ис-
пользуя реакцию с диацетилом в присутствии α-нафтола [206, 255].  

 
Оборудование и реактивы 

Оборудование. Весы аналитические, спектрофотометр, холодильник. 
Реактивы. Раствор хлорной кислоты 0,5н. Раствор калия гидроксида 2н. 

Фенолфталеин - 0,5%-й спиртовый раствор. Раствор малахитового зеленого 0,2% 
в дистиллированной воде. Раствор аммония молибдата 4,2% в 5н растворе соля-
ной кислоты. Раствор α-нафтола 1% щелочной: 6 г натрия гидроксида, 16 г на-
трия карбоната и 1 г α-нафтола растворяют в 100 мл дистиллированной воды. 
Раствор диацетила 0,05%: 1,6 г диметилглиоксима с 200 мл 5 н. раствора серной 
кислоты нагревают в колбе Вюрца с обратным холодильником, отгоняют первые 
50 мл дистиллята, доводят водой до 100 мл, хранят в холодильнике. Стандарт-
ный раствор креатина: 6,6-7,0 мг креатина в 100 мл дистиллированной воды. 
Магнезиальная смесь: 20 г гексагидрата хлорида магния (MgCl2*6H2O), 40 г ам-
мония хлорида, 20 мл концентрированного раствора аммиака растворяют в 200 мл 
дистиллированной воды. Малахитовый реактив: 3 объема раствора малахитового 
зеленого, 1 объем 4,2% раствора аммония молибдата. 

 
Ход определения 

Охлажденную (до -700С) навеску изолированной мышцы (примерно 200-
300 мг) измельчают в фарфоровой ступке до однородной массы. Приливают в 
ступку охлажденный раствор хлорной кислоты, перемешивают, тщательно пе-
реносят в мерную пробирку, доводят раствором хлорной кислоты до 10 мл. 
Тщательно перемешивают и отфильтровывают. Отбирают из фильтрата 7 мл и 
нейтрализуют 1,8 мл 2 н. раствора КОН. Раствор охлаждают в холодильнике 
(около 30 мин) до выпадения осадка. Выпавший осадок калия перхлората уда-
ляют фильтрованием и в фильтрате определяют креатин и креатинфосфат. 
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Определение креатина 
1 мл фильтрата вносят в мерную пробирку, добавляют 1 мл щелочного 

раствора α-нафтола и 0,5 мл 0,05% диацетила. Объем доводят водой до 5 мл. 
Одновременно ставят стандартный раствор, где вместо 1 мл фильтрата вносят  
1 мл стандартного раствора. Пробы перемешивают и оставляют в темном месте 
на 30 мин. Затем окраску колориметрируют при 540 нм при l=0,5 см.  

 
Определение креатинфосфата 
К 1 мл фильтрата вносят 1,5 мл магнезиальной смеси (осаждение неорга-

нического фосфата). Готовят также контрольный раствор: 1 мл раствора хлор-
ной кислоты + 0,25 мл раствора калия гидроксида + 1,5 мл магнезиальной сме-
си. Предварительно в фильтрате определяют рН. Для этого к небольшому объ-
ему отдельно отмеренного фильтрата добавляют каплю фенолфталеина, при 
этом должна развиться слабо малиновая окраска. Для полного удаления осадка 
неорганического фосфата пробы оставляют в холодильнике на 30-60 мин. Затем 
пробы отфильтровывают. В фильтрате определяют фосфат.  

Вносят: в опытные пробы – 0,1 мл фильтрата; в стандарт – к 0,05 мл стан-
дарта из набора (С=5мг/100мл) прибавляют 0,05 мл среды фильтрата - кон-
трольный раствор (конечное разведение стандарта 0,0025 мг в 0,1 мл); контроль 
- 0,1 мл контрольного раствора. Во все пробы прибавляют 2 мл воды и 2 мл ма-
лахитового реактива. Оставляют для развития окраски на 15 мин. Колоримет-
рируют против контроля при 630 нм при l=1 см. 

Расчет производят по формуле:  
С (мкг/г ткани) = (Еоп/Ест)*Мст*(1000/mнав),  

где Мст – содержание креатина в 1,0 мл стандартного раствора, мкг (80 мкг) – 
для креатина; Мст – содержание фосфора в 0,1 мл стандартного раствора, мкг 
(2,5 мкг) – для креатинфосфата; 1000 – пересчет массы навески (мг) в г; mнав – 
масса навески ткани, мг. 
 

Таблица 6
Интерквартильные размахи значений для креатина и  

креатинфосфата в сыворотке крови белых лабораторных мышей 
контрольных групп 

Пол особей Креатин, мкг/г ткани Креатинфосфат, мкг/г ткани 
Самцы 23÷25 6,5÷12 

Самки 20÷23 5÷12 
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2.6.  Количественное определение содержания лактата и пирувата 
 в крови 

 
Определение пировиноградной кислоты (пирувата) 
Количественное определение пировиноградной кислоты (ПВК) по моди-

фицированному методу Умбрайта основано на конденсации пирувата с 2,4-
динитрофенилгидразином с образованием гидразона, который со щелочью дает 
окрашенное соединение (фотометрируют при λ=440 нм).  

Определение пировиноградной кислоты также можно проводить энзима-
тическим методом. Пировиноградная кислота восстанавливается до молочной 
кислоты под действием лактатдегидрогеназы (ЛДГ), активность ЛДГ прямо 
пропорциональна скорости уменьшения концентрации никотинамиддинуклео-
тида восстановленного (НАДН), что регистрируется по уменьшению оптиче-
ской плотности при λ=366 нм [10, 243]. 

 
Оборудование и реактивы 

Оборудование. Центрифуга, спектрофотометр, весы аналитические. 
Реактивы. Раствор трихлоруксусной кислоты 10%. Раствор ДНФГ 0,1% - 

50 мг ДНФГ растворяют в 10 мл концентрированного раствора соляной кисло-
ты при нагревании и доводят до 50 мл дистиллированной водой. Раствор гидро-
ксида натрия 12%. Стандартный раствор 0,34 ммоль/л ПВК - 3 мг пировино-
градной кислоты растворить в 100 мл дистиллированной воды. 

 
Ход определения 

К 0,2 мл сыворотки крови добавляют 1 мл раствора ТХУ, перемешивают 
стеклянной палочкой, центрифугируют при 1500 об/мин 15 минут. Надосадоч-
ную жидкость полностью сливают в пробирку и добавляют 0,4 мл раствора 
ДНФГ. Перемешивают и оставляют в темном месте на 20 минут. Затем добав-
ляют 1 мл раствора NaOH, и через 5 минут определяют на спекрофотометре при 
длине волны 505 нм, l=5мм, против контроля с водой. Параллельно с опытной 
пробой ставят стандартную пробу, где вместо сыворотки используется 0,2 мл 
стандартного раствора ПВК. 

Расчет концентрации опытной пробы (Соп) проводится по формуле:  
Соп= (Еоп/Ест)*Сст, 

где Еоп - экстинция опытной пробы, Ест - экстинция стандартной пробы, Сст - 
концентрация стандарта (0,34 ммоль/л). 

 
 
 



 48

Определение молочной кислоты (лактата) 
Метод определения лактата основан на его окислении под действием лак-

татоксидазы в аэробных условиях до пировиноградной кислоты и пероксида 
водорода. Пероксид водорода под действием пероксидазы окисляет 4-
аминоантипирин и п-хлорфенол с образованием окрашенного хинонимина. При 
определении молочной кислоты по реакции с параоксидифенилом из молочной 
кислоты в присутствии серной и фосфорной кислот и солей меди образуется 
уксусный альдегид, который, реагируя с параоксидифенилом, дает продукт 
фиолетового цвета. Интенсивность окрашивания оценивают спектрофотомет-
рически при длине волны 565 им. 

Определение лактата также можно проводить энзиматическим методом. 
Молочная кислота окисляется до пировиноградной кислоты под действием 
ЛДГ в присутствии НАД, активность ЛДГ прямо пропорциональна скорости 
увеличения концентрации НАДН [243].  

 
Оборудование и реактивы 

Оборудование. Спектрофотометр. 
Реактивы. Набор реагентов Лактат-ВИТАЛ: буферный раствор, рН=7,5 

(50 ммоль/л трис, 6 ммоль/л п-хлорфенола); лиофилизат (0,4 ммоль/л 4-
аминоантипирина, 200 U/л лактатоксидазы, 2000 U/л пероксидазы); калибратор 
(3,3 ммоль/л молочной кислоты). Рабочий реагент: растворяют лиофилизат в 
10 мл буферного раствора. Для получения оптимальных результатов рекомен-
дуется выдержать рабочий реагент после полного растворения лиофилизата при 
комнатной температуре 10 минут. Рабочий реагент стабилен не менее 2 недель 
при температуре 2 - 8°С.  

 
Ход определения 

К 0,01 мл сыворотки крови добавляют 1 мл рабочего реагента. Парал-
лельно готовят калибровочную пробу, смешивая 0,01 мл калибратора и   1 мл 
рабочего реагента.  

Содержимое пробирок перемешивают и инкубируют не менее 5 минут 
при 20-250С. Пробы фотометрируют против контрольной пробы (1 мл рабочего 
реагента) при длине волны 505 нм в кювете l=1 см. Окраска стабильна не менее 
20 минут после окончания инкубации. 

Расчет концентрации опытной пробы (Соп) проводится по формуле: 
Соп= (Еоп/Ест)*Сст, 

где Еоп - экстинция опытной пробы, Ест - экстинция стандартной пробы, Сст - 
концентрация стандарта, ммоль/л. 
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Таблица 7
Интерквартильные размахи значений для пирувата и лактата в 

сыворотке крови белых лабораторных мышей контрольных групп 
Пол особей Пируват, ммоль/л Лактат, ммоль/л 
Самцы 0,3÷0,7 7,2÷8,2 
Самки 0,3÷1,0 5,4÷6,6 

 
2.7. Определение ферментативной активности креатинкиназы и  

лактатдегидрогеназы в крови 
 

Определение активности креатинкиназы 
В основе спектрофотометрического метода определения активности креа-

тинкиназы (КК) лежит идея использования сопряженных ферментов - гексоки-
назы и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (ГФДГ): 

креатинфософат + АДФ ↔ креатин + АТФ (фермент КК), 
АТФ + глюкоза → АДФ + глюкозо-6-фосфат (фермент гексокиназа), 

глюкозо-6-фосфат + НАДФ → 6-Ф-глюконат + НАДФН + Н+  (фермент ГФДГ). 
Полученная на 1-м этапе АТФ фосфорилирует глюкозу. Образующийся 

на 2-м этапе глюкозо-6-фосфат восстанавливает НАДФ до НАДФН.  
О скорости креатинкиназной реакции в ходе эксперимента судят по изме-

нению оптической плотности инкубационной среды в области 340 нм, обуслов-
ленному накоплением восстановленной формы пиридинового нукдеотида — 
продукта третьего звена цепочки сопряженных реакции [243].  

 
Оборудование и реактивы 

Оборудование. Спектрофотометр. 
Реактивы. Набор реагентов СК-NAC-ВИТАЛ: буфер, рН=6,7 (100 ммоль/л 

имидазола, 20 ммоль/л глюкозы, 10 ммоль/л ацетата магния); лиофилизат (ко-
нечные концентрации в растворе: 30 ммоль/л фосфокреатина, 20 ммоль/л  
N-ацетилцистеина, 2 ммоль/л этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА),  
2 ммоль/л АДФ, 2 ммоль/л НАДФ, 5 ммоль/л АМФ, 10 мкмоль/л диаденозин-
пентафосфата, 1500 U/л глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, 2500 U/л гексокина-
зы). Рабочий реагент: растворите лиофилизат в 10 мл буферного раствора. Для 
получения оптимальных результатов рекомендуется выдержать рабочий реагент 
после полного растворения лиофилизата при комнатной температуре 10-20 мин. 
Реагент стабилен не менее 7 дней при температуре 2-4°С. Перед проведением 
анализа нагрейте рабочий реагент до комнатной температуры.  

 
Ход определения 

Смешивают рабочий реагент и сыворотку крови в соотношении 25:1, че-
рез две минуты считывают изменения экстинкции с интервалом в 1 минуту в 
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течение 3 минут. Фотометрирование проводят при длине волны 340 нм против 
воздуха. Вычисляют среднее изменение экстинкции за 1 минуту (ΔΕ / мин): Ак-
тивность (U/л) = 4127*ΔΕ /мин, 1 U/л = 16,67 нмоль/(с*л). 

 
Определение активности лактатдегидрогеназы 
Активность лактатдегидрогеназы оценивают по оптимизированному оп-

тическому тесту, основанному на спектрофотометрическом определении коли-
чества израсходованного в ходе ферментативной реакции кофермента НАДН, 
учитываемого по изменению поглощения при 340 нм, соответствующего харак-
терному пику поглощения восстановленного кофермента. Также используют 
унифицированный метод по Севеллу и Товареку, основанный на окислении L-
лактата в пируват в щелочной среде в присутствии ЛДГ сыворотки и НАД. Об 
активности фермента судят по содержанию пирувата, которое определяется по 
цветной реакции с 2,4-динитрофенилгидразином [243].  

 
Оборудование и реактивы 

Оборудование. Спектрофотометр. 
Реактивы. Набор реагентов LDG FS (DGKC) Кат. № 14201 99 10. Реа-

гент 1: (50 ммоль/л фосфатного буфера (рН=7,5), 0,60 ммоль/л пирувата). Реа-
гент 2: (Good’s буфер (рН=9,6), 0,18 ммоль/л НАДН). Рабочий реагент: сме-
шать 4 части реагента 1 с одной частью реагента 2. Реагент стабилен 5 дней при 
температуре 2-4°С.  

Ход определения 
Смешивают рабочий реагент и сыворотку крови в соотношении 50:1, че-

рез минуту считывают изменения экстинкции с интервалом в 1 минуту в тече-
ние 3 минут. Фотометрирование проводят при длине волны 340 нм против воз-
духа. Вычисляют среднее изменение экстинкции за 1 минуту (ΔΕ / мин): 

Активность (U/л) = 8095*ΔΕ / мин. 
Пересчет в систему СИ проводят по формуле: 1U/л = 16,67 нмоль /(с*л). 
 

Таблица 8
Интерквартильные размахи значений для активности креатинкиназы 

и лактатдегидрогеназы в сыворотке крови белых лабораторных  
мышей контрольных групп 

Пол особей Креатинкиназа, мккат/л Лактатдегидрогеназа, мккат/л 
Самцы 9÷21 42÷62 

Самки 15÷25 44÷62 
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2.8.  Количественное определение малонового диальдегида, активности  
каталазы и эритроцитарной супероксиддисмутазы в крови 

 
Определение малонового диальдегида 
Метод основан на реакции малонового диальдегида с тиобарбитуровой 

кислотой, которая при высокой температуре и низком значении pH протекает с 
образованием окрашенного триметинового комплекса, содержащего одну мо-
лекулу МДА и две молекулы тиобарбитуровой кислоты [240].  
 

Оборудование и реактивы 
Оборудование. Центрифуга медицинская, весы аналитические, спектро-

фотометр, баня водяная, холодильник. 
Реактивы. Растворы тиобарбитуровой кислоты (0,8%-й) и ТХУ (17%-й). 

 
Ход определения 

К 0,2 мл исследуемого образца добавляют 2 мл раствора ТХУ. Для полного 
осаждения белков помещают исследуемую пробу в холодильник на 10-15 мин. За-
тем в пробирку вносят 1 мл раствора тиобарбитуровой кислоты, тщательно пе-
ремешивают и выдерживают на кипящей водяной бане 20 минут. Далее охлаж-
дают пробу и центрифугируют при 1500 об/мин 5 минут. Определение оптиче-
ской плотности проводят при длине волны 532 нм, l=1 см. 

Расчет концентрации проводится по формуле:  
С (моль/мл) = (Е×3,2)/ε×0,2, 

где Е - экстинкция пробы; ε - коэффициент молярной экстинкции малонового 
диальдегида при 532 нм (1,56×105 см-1×М-1); 3,2 мл - конечный объем пробы; 
0,2 мл - объем исследуемого образца.  
 

Определение активности супероксиддисмутазы в эритроцитах 
Метод основан на способности супероксиддисмутазы конкурировать с 

нитросиним тетразолием (НСТ) за супероксидные анионы, образующиеся в ре-
зультате аэробного взаимодействия НАДН и феназинметсульфата. За единицу 
активности СОД принимают количество фермента, необходимого для 50% ин-
гибирования реакции восстановления НСТ. Активность СОД в эритроцитах 
выражали в мкмоль НСТ на 109  эритроцитов в минуту [28].  

 
Оборудование и реактивы 

Оборудование. Иономер, весы аналитические, центрифуга (3000 об/мин), 
спектрофотометр, морозильная камера на –20оС. 
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Реактивы. Буфер трис-HCl 0,2М, рН=7,6, этанол-хлороформная смесь 
(2,5/1,5), буфер фосфатный 0,5М, рН=8,3, раствор НАДН 1,96 мкМ, раствор 
нитросинего тетразолия 1,1 мкМ, раствор феназинметсульфата 0,32 мкМ. 

 
Ход определения 

Получение супернатанта. В центрифужную пробирку к 0,9 мл трис-HCl 
добавляют 0,1 мл взвеси эритроцитов. Для полного гемолиза пробирку остав-
ляют при комнатной температуре на 10-15 мин. Белки осаждают путем добав-
ления 1 мл этанол-хлороформной смеси. Пробирки с осажденным гемолизатом 
помещают в морозильную камеру на 10-15 минут при t –20°С. Содержимое 
пробирок перемешивают стеклянной палочкой и центрифугируют 10-15 минут 
при 3000 об/мин. В центрифужные пробирки вносят: а) фосфатный буфер -  
2,2 мл; б) супернатант - 0,5 мл (холостая проба - 0,5мл воды); в) НАДН - 0,1 мл; 
г) НСТ - 0,1 мл. Далее пробирки помещают в водяной термостат t=35°С и про-
гревают. Затем добавляется феназинметсульфат (0,1 мл) и запускается реакция. 
Колориметрию проводят на спектрофотометре при длине волны 540 нм в кюве-
те l=1см.  

Расчет активности СОД проводят последовательно по формулам: 
Т%=(ЕK–ЕO/ЕK)×100, 

где T% - процент торможения; EK - экстинкция холостой пробы; EO - экстинкция 
опытной пробы; 100 - пересчет на проценты; 

А= ((Т%×10×20×2×6/(100-Т%))×n×10×)×k 
или   А= (Т%×240/(100-Т%))×n×k, 

где А - активность СОД в мкМ НСТ× 1·109 эр/мин; 10 - пересчет 0,1 мл взвеси 
эритроцитов на 1 мл; 20 - разведение во время получения супернатанта; 2 - пе-
ресчет супернатанта на 1 мл; 6 - разведение супернатанта в пробе; 10 - время 
опыта в минутах; n - число эритроцитов 1×109/мл эритроцитарной взвеси; k - 
поправка при переводе 1 мг НСТ на мкМ НСТ=1,22.  
 

Определение ферментативной активности каталазы 
Каталаза является одним из важнейших высокоспецифичных ферментов 

антиоксидантной системы живых организмов. Этот фермент катализирует ре-
акцию разложения перекиси водорода. Данный метод определения фермента-
тивной активности каталазы основан на определении скорости разложения пе-
рекиси водорода, которая способна образовывать с солями молибдена окра-
шенный в желтый цвет стойкий комплекс [127]. 
 

Оборудование и реактивы 
Оборудование. Весы аналитические, спектрофотометр. 
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Реактивы. Раствор перекиси водорода 0,03%, раствор аммония молибда-
та 4%. 

Ход определения 
В опытной пробе реакция запускается добавлением 0,1 мл сыворотки 

крови или гомогената ткани к 2 мл 0,03% раствора перекиси водорода. В холо-
стую пробу вместо сыворотки вносят 0,1 мл дистиллированной воды. Реакцию 
в обеих пробирках останавливают через 10 мин добавлением 1 мл 4% раствора 
аммония молибдата. Интенсивность развившейся окраски измеряют на спек-
трофотометре при длине волны 410 нм при l=10 мм против контрольной пробы, 
в которую вместо перекиси водорода вносят 2 мл воды. 

Активность каталазы рассчитывают по формуле:  
Е(мкат/л)=(Ахол-Аоп)×V×t×K, 

где Ахол и Аоп - экстинкция холостой и опытной проб; V - объем вносимой 
пробы 0,1 мл; t - время инкубации 600 с; К - коэффициент экстинкции перекиси 
водорода, равный 22,2×103 мМ-1см-1. 

Таблица 9
Интерквартильные размахи значений для содержания малонового  
диальдегида, активности эритроцитарной супероксиддисмутазы и  

каталазы в сыворотке крови белых лабораторных мышей  
контрольных групп 

Пол осо-
бей 

Малоновый диальде-
гид, мкмоль/л 

Супероксиддисмутаза,
мкМ НСТ* эр/мин 

Каталаза,  
мккат/л 

Самцы 6÷13 29÷121 2,3÷3,0 

Самки 6÷9 65÷118 3,3÷7,3 
 
 

2.9.    Определение количества общих липидов, общего холестерина и  
триглицеридов в крови 

 
Определение общего холестерина 
Метод определения общего холестерина основан на ряде последователь-

ных ферментативных реакций. Эфиры холестерина под действием холестеролэ-
стеразы гидролизуются до холестерина и жирных кислот. Образовавшийся холе-
стерин под действием холестеролоксидазы окисляется кислородом воздуха с об-
разованием эквивалентного количества перекиси водорода. Далее перекись во-
дорода под действием пероксидазы окисляет хромогенные субстраты с образо-
ванием эквивалентного количества окрашенного продукта. Интенсивность ок-
рашивания оценивают спектрофотометрически при длине волны 500 нм [216]. 
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Оборудование и реактивы 
Оборудование. Спектрофотометр. 
Реактивы. Набор реагентов Холестерин-ВИТАЛ. Реагент № 1: фосфат-

ный буфер pH= 7,3, фенол 20 ммоль/л. Реагент № 2: лиофилизат (холестеролэ-
стераза, холестеролоксидаза, пероксидаза, хромогены). Реагент №3: калибра-
тор холестерин 5,17 ммоль/л (200 мг/100мл). Перед определением готовят ра-
бочий реагент – растворяют реагент № 2 в реагенте № 1. 

 
Ход определения 

К 0,02 мл плазмы крови добавляют 2 мл рабочего реагента. Параллельно 
готовят калибровочную пробу (к 0,02 мл калибратора добавляют 2 мл рабочего 
реагента) и холостую пробу (к 0,02 мл дистиллированной воды добавляют 2 мл 
рабочего реагента). Содержимое пробирок перемешивают и инкубируют не ме-
нее 5 минут при температуре 20–25°С. Затем измеряют оптическую плотность 
калибровочной и опытной проб относительно холостой при длине волны 500 нм 
в кюветах l = 0,5(1) см. Окраска стабильна не менее 2 часов после окончания 
инкубации при предохранении от солнечного света. 

Расчет концентрации холестерина (С) проводится по формуле: 
С= (Еоп/Ест)*Сст, 

где Еоп - экстинция опытной пробы, Ест - экстинция стандартной пробы, Сст - 
концентрация стандарта, ммоль/л или мг/100мл.  
 

Определение триглицеридов 
Метод определения триглицеридов основан на ряде последовательных 

ферментативных реакций. Триглицериды гидролизуются под действием липазы 
до глицерина и жирных кислот. Затем образовавшийся и находящийся в пробе 
глицерин в присутствии АТФ фосфорилируется под действием глицерокиназы 
с образованием глицерил-3-фосфата и АДФ. Далее глицерил-3-фосфат под дей-
ствием глицерофосфатоксидазы окисляется кислородом воздуха до диоксиаце-
тонфосфата и перекиси водорода, которая в свою очередь под действием перок-
сидазы окисляет хромогенные субстраты с образованием окрашенного продук-
та. Интенсивность окрашивания оценивают спектрофотометрически при длине 
волны 505 нм [216]. 

 
Оборудование и реактивы 

Оборудование. Спектрофотометр. 
Реактивы. Набор реагентов Тригицериды-ВИТАЛ. Реагент № 1: буфер 

(Трис буфер pH= 7,5 – 50 ммоль/л, 4-хлорфенол - 4 ммоль/л, МgCl2 - 1 ммоль/л). 
Реагент № 2: лиофилизат (АТФ, липаза, глицерокиназа, глицеролфосфатокси-
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даза, пероксидаза, 4-аминоантипирин). Реагент № 3: калибратор, эквивалент-
ный концентрации триглицеридов 2,85 ммоль/л (250 мг/100мл). 

Перед определением готовят рабочий реагент – растворяют реагент № 2 в 
реагенте № 1. 

 
Ход определения 

К 0,02 мл плазмы крови добавляют 2 мл рабочего реагента. Параллельно 
готовят калибровочную пробу (к 0,02 мл калибратора добавляют 2 мл рабочего 
реагента) и холостую пробу (к 0,02 мл дистиллированной воды добавляют 2 мл 
рабочего реагента). Содержимое пробирок перемешивают и инкубируют не ме-
нее 5 минут при температуре 20–25°С. Затем измеряют оптическую плотность 
калибровочной и опытной проб относительно холостой при длине волны 500 нм 
в кюветах l= 0,5 (1) см. Окраска стабильна не менее 1 часа после окончания ин-
кубации при предохранении от солнечного света. 

Расчет концентрации триглицеридов в опытной пробе (С) проводится по 
формулам:    С(мг/100мл)= (Еоп/Ест)*250 – 10  

или   С(ммоль/л)= (Еоп/Ест)*2,85 – 0,11, 
где Еоп - экстинция опытной пробы, Ест - экстинция стандартной пробы, Сст - 
концентрация стандарта, 0,11 ммоль/л или 10 мг/100мл – поправка на содержа-
ние свободного глицерина в плазме (сыворотке) крови.  

 
Определение общих липидов 
Метод основан на реакции гидролизата общих липидов (гидролиз серной 

кислотой при температуре 90-100°С) плазмы крови с ванилином в среде фос-
форной кислоты с образованием окрашенного продукта с максимумом погло-
щения при длине волны 540 нм. 

 
Оборудование и реактивы 

Оборудование. Спектрофотометр, баня водяная. 
Реактивы. Кислота серная концентрированная, ч.д.а. Набор реагентов Об-

щие липиды – PLIVA-Lachema Diagnostika. Реактив № 1: стандартный раствор 
общих липидов (8 г/л). Реактив № 2: раствор ванилина (ванилин – 10 ммоль/л, 
кислота ортофосфорная – 11,5 моль/л). 

 
Ход определения 

Получение гидролизата: в трех пробирках смешивают 1,5 мл серной ки-
слоты с 0,02 мл плазмы (опытная проба), с 0,02 мл реактива № 1 (стандарт) и с 
0,02 мл дистиллированной воды (контрольный раствор), перемешивают и нагре-
вают в течение 15 минут на кипящей водяной бане. Затем охлаждают пробирки 
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проточной водой. Далее в новых пробирках смешивают 0,01 мл полученного гид-
ролизата с 1,5 мл реактива № 2 и инкубируют при 15-25°С в течение 50 минут. За-
тем измеряют оптическую плотность опытной пробы и стандарта относительно 
контрольного раствора при длине волны 540 нм в кюветах l=1 см.  

Расчет концентрации общих липидов в пробе (С) проводится по формуле: 
С(г/л)= (Еоп/Ест)* Сст, 

где Еоп - экстинция опытной пробы, Ест - экстинция стандартной пробы, Сст - 
концентрация стандарта. 
 

Таблица 10
Интерквартильные размахи значений для содержания общих липидов, 

общего холестерина и триглицеридов в плазме крови белых  
лабораторных мышей контрольных групп 

Пол особей Общие липиды, г/л Холестерин, ммоль/л Триглицериды, ммоль/л
Самцы 1,7÷2,6 1,8÷2,8 0,3÷0,5 

Самки 1,6÷3,0 1,9÷2,5 0,5÷0,9 
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Глава 3.  МЕТИЛФОСФОНОВАЯ КИСЛОТА И ЕЕ ВЛИЯНИЕ 
НА МЕТОБОЛИЗМ МЕЛКИХ ГРЫЗУНОВ 

 
3.1. Метилфосфоновая кислота и особенности метаболизма белков 

мелких грызунов 
 

Влияние МФК на белковый метаболизм мелких грызунов в зависи-
мости от времени воздействия в краткосрочном эксперименте изучали в 
течение 5 суток. Результаты проведенных исследований по некоторым показа-
телям белкового обмена лабораторных мышей через 12, 24, 48, 72, 96 и 120 ча-
сов после введения МФК в дозе 2 мг/кг показали, что наиболее значительные 
отклонения относительно контрольных групп с характерными половыми отли-
чиями наблюдались через 12 и 72 часа.  

Нами было обнаружено, что введение МФК вызывает изменения в со-
держании общего белка крови лабораторных мышей, а также в распределении 
белковых фракций. На рис. 1 показан пример электрофореграммы белка плаз-
мы: видны отдельные фракции глобулинов (смещение в сторону отрицательно-
го электрода), а также широкая полоса альбумина (смещение в сторону поло-
жительного электрода) [279, 245]. 

Рис. 1. Электрофореграмма плазмы 10 самцов белых лабораторных мышей опытных 
групп через 72 часа после введения МФК в дозе 2 мг/кг массы 

 
Результаты электрофореза плазмы показали, что у самцов наиболее часто 

отмечалась неспецифическая гиперпродукция максимально: α1-, α2-глобулинов 
через 12 часов; α1-, β-глобулинов через 72 часа после введения МФК в дозе       
2 мг/кг массы животного (рис. 2). Подобное изменение глобулинов часто диаг-
ностируется при воспалительных процессах различного происхождения, в том 
числе в результате токсических гепатитов [167, 184, 243]. 

В отличие от самцов, у самок через 12 часов после введения МФК наблю-
далась гипер-γ-глобулинемия на 22%, сопровождаемая понижением α1- и β-
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глобулинов на 39% и 15% соответственно, а через 72 часа был отмечен рост 
общего белка на 16% за счет гиперпродукции α2-, β-глобулинов на 50% и 18% 
соответственно, что сопровождалось увеличением концентрации альбумина в 
крови на 27% (рис. 3). 
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Рис. 2. Изменение содержания белковых фракций в плазме крови самцов в зависимо-
сти от времени после введения МФК в дозе 2 мг/кг: К – контрольная группа; значе-
ния отличий в процентах указаны в случае статистически значимых различий при 
р<0,05 
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Рис. 3. Изменение содержания белковых фракций в плазме крови самок в зависимо-
сти от времени после введения МФК в дозе 2 мг/кг: обозначения - см. рис. 2 

 
Наблюдалась нормализация содержания альбумина и глобулинов в крови 

самцов лабораторных мышей через 96 часов после введения МФК, за исключе-
нием сниженного содержания γ-глобулинов на 35%, возможно, из-за угнетения 
иммунной системы [135]. У самок через 96 часов отмечен рост содержания аль-
бумина на 15%, сниженное содержание α1-, γ-глобулинов на 18% и 25% соот-
ветственно. Через 120 часов у самцов отличий от контрольных групп не наблю-
далось, у самок была отмечена гипер-γ-глобулинемия на 37%. 
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Введение МФК в дозе 2 мг/кг лабораторным мышам также привело к из-
менению содержания продуктов ПОБ и маркеров эндогенной интоксикации. 

ПОБ является одним из ранних индикаторов повреждения ткани, что 
обосновывает изучение динамики образования продуктов окислительной мо-
дификации белков при различных патологических состояниях организма как в 
экспериментальных, так и клинических исследованиях [37-39, 128]. 

Как указывает Е.Е. Дубинина, ПОБ вызывает как минимум три типа из-
менений физико-химических свойств белковой молекулы: фрагментацию, агре-
гацию и подверженность к протеолизу [71]. Как следствие, происходит накоп-
ление карбонильных производных (АФГ и КФГ), инактивация активных цен-
тров ферментов, образование продуктов с высокой функциональной активно-
стью и модификация белковых молекул [93]. 

Указанные последствия ПОБ – подверженность к протеолизу и фрагмен-
тация модифицированных молекул – приводят к избыточному образованию и 
накоплению олигопептидов, которые являются одним из конечных продуктов 
окислительной модификации белков [62, 123]. 

Через 12 часов после введения МФК у самцов отмечалось увеличение со-
держания продуктов ПОБ в виде роста АФГ на 18%, КФГ на 90%; наблюдали 
рост ОП в плазме на 24% и эритроцитах на 106%, ВНСММ (преимущественно 
катаболического происхождения) в плазме на 38% (рис. 4). У самок лаборатор-
ных мышей через 12 часов такого роста показателей отмечено не было, только 
концентрация ВНСММ в плазме увеличивалась на 11%. Кроме того, достовер-
но уменьшалось содержание АФГ на 14% и ВНСММ в эритроцитах на 19%.  

Можно предположить, что в течение 12 часов после введения МФК в дозе 
2 мг/кг наблюдалась острая реакция в ответ на введение чужеродного соедине-
ния (МФК) как инициатора катаболических процессов, окислительной модифи-
кации белков, вызывающих рост концентрации продуктов ПОБ и появление эн-
дотокиснов, при этом отмечалась наибольшая выносливость самок к стрессу по 
сравнению с самцами. 

Спустя 24 часа после введения МФК в дозе 2 мг/кг массы животного в 
крови самцов происходило увеличение ОП в плазме на 81% и снижение 
ВНСММ в эритроцитах на 32%; у самок – рост ОП в эритроцитах на 36%; под-
робные данные представлены на рис. 4. 

Анализ крови через 48 часов после подкожной инъекции мышам опытных 
групп мышей растворов МФК в дозе 2 мг/кг не показал больших изменений 
изучаемых показателей, однако следует указать на снижение ОП в эритроцитах 
у самцов и самок на 33% и 18% соответственно. 
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Через 72 часа после введения МФК наибольшие изменения биохимиче-

ских показателей были отмечены у самок лабораторных мышей. Наблюдалось 
снижение АФГ и КФГ на 19% и 54% соответственно, ВНСММ и ОП в плазме 
на 25% и 48% соответственно; был зарегистрирован рост ВНСММ в эритроци-
тах на 17% (рис. 5). В крови самцов наибольшие изменения через 72 часа были 
отмечены для КФГ (снижение на 41%) и ВНСММ в плазме (снижение на 17%). 
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Рис. 4. Суммарная картина изменения значений показателей белкового обмена у
самцов лабораторных мышей в зависимости от времени после введения МФК в дозе 
2 мг/кг массы животного: обозначения - см. рис. 2
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Мы предположили, что влияние МФК в дозе 2 мг/кг массы животного за-
ключалось в первоначальном взаимодействии МФК с липидным окружением 
клеточной мембраны (благодаря наличию бифильных свойств), приведшем к 
изменению конформаций окружающих белковых, липидных молекул и нару-
шению проницаемости каналов, обеспечивающих мембранный транспорт. Это 
могло привести к внутриклеточному накоплению продуктов белковой деграда-
ции и препятствию их поступления в кровоток, о чем и говорило снижение ОП 
и ВНСММ. Отмеченное снижение продуктов ПОБ, по всей вероятности, связа-
но с ингибированием процессов свободнорадикального окисления за счет пере-
дачи электрона со свободных радикалов антиоксидантам (например, витамину 
Е). Не исключено также действие МФК на систему внутриклеточной передачи 
информации через цАМФ. 

Проведенный факторный анализ полученных результатов исследований 
показал наличие трех факторов влияния МФК на показатели крови самцов и 
самок лабораторных мышей, описывающих около 95% дисперсии. Обнаружен-
ные отличия через 72 часа после введения МФК в дозе 2 мг/кг описывались 
факторами работы АОС, выведением эндотоксинов и сорбцией эндотоксинов 
эритроцитами. 

Нормализация значений большинства изучаемых биохимических показа-
телей нами наблюдалась через 96 и 120 часов после введения МФК в дозе  
2 мг/кг самцам и самкам лабораторных мышей, что фиксировалось по отсутст-
вию достоверных отличий (рис. 4, 5). 

Нами был предложен коэффициент информативности KI, который рас-
считывался по формуле: 

∑∑
∑

+− +
=

1t1t

t
I %%

%2
K , 

где ∑%t – суммарный процент достоверных отличий через t ч после введения 
МФК (например, 72 ч), ∑%t-1 - через t–1 шаг часов (к примеру, 48 ч), ∑%t+1 - че-
рез t+1 шаг часов (к примеру, 96 ч). 

Расчет коэффициента позволил заключить, что максимальное отклонение 
значений изучаемых показателей относительно контрольных групп наблюда-
лось через 72 часа после подкожного введения МФК в дозе 2 мг/кг массы жи-
вотного самцам и самкам лабораторных мышей (рис. 6). 
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Рис. 6. Изменение коэффициента информативности (KI) биохимических показателей 
в зависимости от времени после введения МФК в дозе 2 мг/кг группам самцов и самок 
лабораторных мышей: max – максимальное значение KI 

 
По результатам исследования биохимических показателей после введения 

раствора МФК мышам в дозе 2 мг/кг через 12-120 часов было определено, что 
наибольшее отличие между биохимическими показателями крови опытных и 
контрольных групп лабораторных мышей наблюдалось спустя 72 часа. 

На рис. 7 показаны изменения концентрации общего белка, продуктов 
ПОБ, ОП и ВНСММ в крови самцов и самок лабораторных мышей через 72 ча-
са после введения МФК в дозе 2 мг/кг. 
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Рис. 7. Изменение изучаемых биохимических показателей крови самцов и самок 
опытных групп через 72 часа после введения МФК в дозе 2 мг/кг; ОБ – общий белок; А 
– альбумин; α1, α2, β, γ – фракции глобулинов; ОПпл., ОПэр. – ОП в плазме и эритро-
цитах; Впл., Вэр. –  ВНСММ в плазме и эритроцитах; АФГ, КФГ – фракции ПОБ; 
представлены значения отличий в % в случае достоверных отличий при р<0,05 
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В итоге наблюдались одинаковые тенденции изменения биохимических 
показателей крови самцов и самок грызунов, при этом стоит отметить наи-
большее изменение гомеостаза у самок по сравнению с самцами через 72 часа 
после введения МФК.  

Таким образом, было определено, что МФК оказывает влияние на про-
цессы перекисного окисления белков и содержание маркеров эндогенной ин-
токсикации в крови белых лабораторных мышей. При подкожном введении 
МФК в дозе 2 мг/кг массы животного максимальное изменение изучаемых био-
химических показателей наблюдается через 72 часа после введения. 

Влияние МФК на белковый метаболизм мелких грызунов в кратко-
срочном эксперименте изучали в зависимости от различных доз в интер-
вале от 2 мг/кг до 10-18 мг/кг с шагом в три порядка. При изучении влияния 
различных доз МФК при введении лабораторным мышам нами была отмечена 
разнонаправленность влияния высоких (2, 10-3 мг/кг массы животного) и низких 
(10-12, 10-15 мг/кг массы животного) доз МФК.  

Введение лабораторным мышам МФК в различных дозах приводило к не-
большим изменениям общего белка в крови животных. Максимальное увеличение 
содержания общего белка происходило в крови самок на 16% при введении МФК 
в дозе 2 мг/кг и в крови самцов на 14% при введении МФК в дозе 10-12 мг/кг.  

Изменения происходили также в качественном составе общего белка 
(рис. 8). Было отмечено, что при введении самцам лабораторных мышей МФК в 
дозе 2 мг/кг наблюдалась гиперпродукция а1-, β-глобулинов на 35% и 41% со-
ответственно. Подобным образом на содержание глобулинов оказывала влия-
ние МФК в дозе 10-15 мг/кг: рост α1-, α2-, β-глобулинов на 44%, 24%, 25% соот-
ветственно. У самок также было отмечено увеличение фракции глобулинов при 
введении МФК в дозах 2, 10-9, 10-15 мг/кг, при этом рост α2-глобулинов наблю-
дался на 50%, 112% и 34% соответственно. Стоит отметить, что МФК оказала в 
крови самцов наибольшее влияние на распределение глобулинов при введении 
в дозе 10-15 мг/кг, самок – при введении в дозе 2 мг/кг. По увеличению фракции 
глобулинов можно утверждать о наличии острофазового ответа [154] на инток-
сикацию МФК как в случае с дозой 2 мг/кг, так и при введении дозы 10-15 мг/кг 
массы животного.  

На рис. 9 приведены данные изменения содержания продуктов ПОБ и 
маркеров эндогенной интоксикации в крови самцов лабораторных мышей при 
введении различных доз МФК. Увеличение содержания ОП в плазме и эритро-
цитах, свидетельствующее об усилении катаболических процессов, наблюда-
лось при введении МФК в дозах 10-3, 10-6, 10-9, 10-15 мг/кг массы животного. 
Максимальное увеличение ОП в плазме на 90% было отмечено при введении 
МФК в дозе 10-15 мг/кг, а в эритроцитах возрастало на 27% при введении МФК 
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в дозе 10-3 мг/кг. Наблюдаемое повышение, вероятно, указывает на развитие 
синдрома эндогенной интоксикации, где накопление таких эндотоксинов, как 
ОП, скорее связано с интенсификацией патологической белковой деградации 
[124, 135, 146, 151]. 
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Рис. 8. Изменение содержания белковых фракций (в г/л) в плазме самцов и самок че-
рез 72 часа после введения различных доз МФК: К – контрольная группа; по оси абс-
цисс – значения доз МФК в мг/кг массы животного; ОБ – общий белок; А – альбумин; 
α1, α2, β, γ – фракции глобулинов; указаны процентные отличия от контрольных 
групп в случае достоверных отличий при p<0,05 

 
Снижение КФГ на 72% наблюдалось при введении МФК в дозе 10-3 мг/кг, 

а увеличение на 28% - при введении МФК в дозе 10-9 мг/кг. При инъекции сам-
цам лабораторных мышей МФК в дозе 10-15 мг/кг происходило повышение 
продуктов ПОБ и АФГ и КФГ на 35%, 77% соответственно, указывающее на 
усиление процессов окислительной модификации белков [14, 26]. 

Обращают на себя внимание особенности изменения концентрации 
ВНСММ в плазме самцов лабораторных мышей. Достоверное снижение 
ВНСММ в плазме при введении доз МФК 2, 10-6, 10-12 мг/кг на 17%, 34%, 69% 
соответственно изменило тенденцию на рост на 47% (за счет роста продуктов 
катаболического происхождения на 206%),  37% при введении МФК в дозах  
10-15, 10-18 мг/кг соответственно. При этом ВНСММ в эритроцитах увеличива-
лись на 20% при введении МФК в дозе 10-15 мг/кг, уменьшались на 15% при 
введении МФК в дозе 10-18 мг/кг (рис. 9). 
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Рис. 9. Изменение значений биохимических показателей самцов лабораторных мышей 
через 72 часа после введения различных доз МФК: по оси абсцисс указаны дозы МФК 
в мг/кг массы животного; представлены значения отличий в % в случае достоверных 
отличий при р<0,05 

 
Подкожное введение раствора МФК в дозе 10-9 мг/кг приводило к росту 

общего белка в крови самцов за счет фракции β-глобулинов на 23%, у самок же 
за счет роста α2-глобулинов происходило увеличение на 112%. При этом было 
отмечено повышение продуктов ПОБ в виде КФГ у самцов и самок лаборатор-
ных мышей в среднем на 30%, в то время как у самок наблюдалось снижение 
АФГ на 15%. Также у мышей отмечалось достоверное повышение ОП в плазме 
в среднем на 40% и ВНСММ в эритроцитах на 20% в виде производных ката-
болического происхождения.  

Полученные данные позволили установить усиление процессов белковой 
деградации и развитие синдрома эндогенной интоксикации на ранней стадии. 

У самок мышей наибольшие отличия изучаемых показателей отмечались 
при введении МФК в дозе 10-3 мг/кг (рис. 10). У самцов происходило подобное 
увеличение ОП в плазме и эритроцитах на 21 и 29% соответственно. Также на-
блюдалось уменьшение продуктов ПОБ (АФГ на 27%, КФГ на 79%) и сниже-
ние ВНСММ в плазме на 65%. 

Сложно в полной мере оценить такое действие МФК на ход свободнора-
дикального окисления белков. Можно только предположить антиоксидантную 
активность МФК (связь «углерод-фосфор» в молекуле МФК имеет наимень-
шую энергию диссоциации EP-O>EP-C на 32 ккал/моль) или инициированную ги-
перпродукцию антиоксидантов (как, например, в опухолевых тканях) [16]. 
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Рис. 10. Изменение значений биохимических показателей самок лабораторных мышей 
через 72 часа после введения различных доз МФК: обозначения - см. рис. 9 

 
У мышей произошло увеличение фракции ОП и более глубокие измене-

ния в содержании продуктов ПОБ. Можно предположить, что процессы окис-
лительной модификации белков вызывали более глубокие изменения в АОС 
самок лабораторных мышей. 

Аналогичные изменения происходили при введении МФК в дозе 2 мг/кг, 
но кроме роста фракции ОП, что согласуется с предположением о нарушении 
мембранного транспорта. 

У самок подобно самцам происходило снижение ВНСММ в плазме при 
введении МФК в дозах 2, 10-3, 10-12 мг/кг массы на 25%, 65%, 76% соответст-
венно. 

Было отмечено отсутствие влияния МФК в дозе 10-6 мг/кг на процессы 
окислительной модификации белков лабораторных мышей, но за исключением 
небольшого снижения КФГ на 22% у самок. Введение представленной дозы 
МФК самкам привело только к росту концентрации ОП в эритроцитах на 44%. 
Накопление ОП только в эритроцитах самок, вероятно, было свидетельством 
нормального функционирования гликокаликса эритроцитов как переносчиков 
образующихся эндотоксинов. 

Введение МФК в дозе 10-15 мг/кг массы животного самкам лабораторных 
мышей приводило к одновременному росту ОП в плазме на 30%, АФГ на 13% и 
ВНСММ в эритроцитах на 40%.  

Расчетный индекс интоксикации (ИИ), который вычислялся по формуле: 
ИИ=ВНСММпл.*ОПпл.+ВНСММэр.*ОПэр., показал достоверное увеличение 
ИИ у самцов на 128% и у самок на 35% относительно контрольных групп при 
введении МФК в дозе 10-15 мг/кг. Это указывает на наличие наиболее выражен-
ного синдрома эндогенной интоксикации у самцов. Однако снижение содержа-
ния ВНСММ в плазме самцов и самок на 69% и 76% после введения МФК в до-
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зе 10-12 мг/кг подкреплялось достоверным уменьшением ИИ в среднем на 35% 
относительно контрольных групп, что, возможно, было связано с нарушением 
азотного обмена в виде угнетения фоновых катаболических процессов. 

МФК в дозе 10-18 мг/мл приводила к небольшому колебанию биохимиче-
ских показателей, наблюдалась нормализация значений некоторых показателей 
крови, за исключением содержания ВНСММ в плазме и эритроцитах лабора-
торных мышей и продуктов ПОБ в крови самок. 

Анализ полученных данных по воздействию различных доз МФК на ор-
ганизмы лабораторных мышей показал, что самцы более подвержены воздейст-
вию МФК. У них наблюдался синдром эндогенной интоксикации через 72 часа 
после введения МФК в дозе 10-15 мг/кг массы животного [200].  

На рис. 11 показаны значения коэффициента информативности примени-
тельно к дозозависимому эксперименту. Расчет KI позволил определить, что 
наибольшие отличия значений изучаемых показателей относительно контроль-
ных групп наблюдались у самцов и самок лабораторных мышей при введении 
МФК в дозах 10-3, 10-9, 10-15 мг/мл. 
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Рис. 11. Изменение коэффициента информативности (KI) биохимических показате-
лей в зависимости от вводимых доз МФК группам самцов и самок лабораторных
мышей: 1, 2, 3 – максимумы на графиках в порядке уменьшения 
 

Так как изменения изучаемых показателей крови были более выражены 
при введении МФК у самцов, мы сделали вывод о необходимости дальнейшего 
изучения однократного введения доз МФК 10-3 и 10-15 мг/кг самцам с целью оп-
ределения необходимого времени для нормализации изучаемых показателей.  

Проанализировав полученные данные, мы заключили, что МФК обладает 
ярко выраженным дозозависимым эффектом с наибольшим достоверным изме-
нением содержания продуктов ПОБ и маркеров эндогенной интоксикации в 
крови лабораторных мышей после введения МФК в дозах 10-3, 10-15 мг/кг массы 
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животного, действуя двумя основными путями. Первый путь воздействия носит 
регуляторный характер, приводит к усилению катаболических процессов и 
окислительной модификации белков, вызывая повышение содержания марке-
ров эндогенной интоксикации на 30-90% и продуктов ПОБ на 20-80%. Второй 
путь воздействия, реализуемый в высоких дозах МФК, приводит к нарушению 
мембранного транспорта, вызывает снижение содержания продуктов ПОБ и 
маркеров эндогенной интоксикации.  

Влияние МФК в высоких и низких дозах на белковый метаболизм 
мелких грызунов в долговременном эксперименте. Введение высоких и ма-
лых доз МФК - 10-3 и 10-15 мг/кг массы животного - самцам лабораторных мы-
шей осуществлялось однократно, а временной промежуток до эвтаназии варьи-
ровался с 6 до 30 суток, нами оценивались изменения изучаемых биохимиче-
ских показателей в сравнении с краткосрочным экспериментом. Так как вы-
бранные дозы МФК лежали в рамках высоких и низких доз, это позволило в 
полной мере оценить адаптивные способности самцов. 

Были получены значения биохимических показателей контрольных групп 
самцов через 3, 6, 9 суток после введения физиологического раствора. Ввиду 
того, что достоверных отличий между этими группами не наблюдалось, нами 
производилось их объединение и усреднение в единую контрольную группу, с 
которой сравнивались полученные значения опытных групп после интоксика-
ции дозами МФК. 

Данные о содержании общего белка в плазме крови самцов опытных 
групп грызунов представлены на рис. 12. Изучая содержание общего белка в 
крови самцов, мы пришли к выводу об отсутствии значительных изменений 
ввиду того, что максимальные достоверные отличия не превышали 10% (смена 
положения тела, сон/бодрствование). 
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Рис. 12. Изменение содержания общего белка в плазме самцов через 3, 6, 12, 18, 30 
суток после введения МФК в дозах 10-3, 10-15 мг/кг; указаны проценты в случае дос-
товерных отличий при p<0,05 
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Ранее было показано, что введение самцам МФК в дозах 10-3 и 10-15 мг/кг 
массы животного через 72 часа вызывало достоверное увеличение содержания 
основных маркеров синдрома эндогенной интоксикации – ОП и ВНСММ в 
плазме и эритроцитах, что свидетельствовало о повышенной эндогенной на-
грузке и развитии эндотоксикоза. Подобная картина может сопровождать адап-
тацию к введению МФК или срыв адаптивных механизмов. Следствием этого 
является развитие патологического состояния, определяемое в итоге одним из 
главных факторов регуляции метаболизма — взаимоотношением антиокси-
дантных и прооксидантных механизмов, иными словами, способностью АОС 
защитить клетку от свободных радикалов и перекисей [32, 73, 91-93, 159]. 
 Представленные на рис. 13 данные об изменении содержания ОП в плаз-
ме и эритроцитах крови самцов позволяют сделать вывод о ликвидации процес-
сов белковой деградации к 30 дням после введения доз МФК.  
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ОП в плазме ОП в эритроцитах 
Рис. 13. Изменение содержания олигопептидов в плазме и эритроцитах крови самцов 
через 3, 6, 12, 18, 30 суток  после введения МФК в дозах 10-3, 10-15 мг/кг; указаны про-
центы достоверных отличий при p<0,05 

 

Отмеченное максимальное увеличение содержание ОП в плазме на 33% и 
ОП в эритроцитах на 34% через 12 суток после введения МФК в дозе 10-15 мг/кг 
массы животного свидетельствует о протекании долговременных процессов, 
вызванных влиянием МФК.  

Данные изменения распределения фракции ВНСММ между плазмой и 
массой эритроцитов после введения доз МФК самцам показаны на рис. 14.  
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ВНСММ в плазме ВНСММ в эритроцитах 
Рис. 14. Изменение содержания ВНСММ в плазме и эритроцитах крови самцов через 
3, 6, 12, 18, 30 суток после введения МФК в дозах 10-3, 10-15 мг/кг массы животного; 
указаны проценты достоверных отличий при p<0,05 

 

Необходимо отметить факт достоверного отличия содержания ВНСММ в 
плазме лишь при введении МФК в дозе 10-15 мг/кг массы животного на протя-
жении всего срока эксперимента. Максимальное увеличение ВНСММ в плазме 
наблюдалось на 84% через 12 суток после введения МФК в дозе 10-15 мг/кг. Да-
лее следовало снижение содержания ВНСММ в плазме, которое приводило к 
недостоверным отличиям. 

Были отмечены колебания концентрации ВНСММ в эритроцитах при 
введении МФК (рис. 14). Увеличение ВНСММ в эритроцитах на 11% и 10% че-
рез 12 суток после введения МФК в дозах 10-3 и 10-15 мг/кг массы животного со-
гласуется с фактом роста ВНСММ в плазме. Через 30 суток после инъекции 
МФК наблюдалось небольшое достоверное повышение концентрации ВНСММ 
в эритроцитах при отсутствии отличий в плазме, что, вероятно, свидетельствует 
о нарушении процессов десорбции эндотоксинов эритроцитами в печени. 

Начиная с 12 суток после введения МФК, отмечен плавный рост концен-
трации фракции ПОБ – АФГ, достигающий максимума через 30 суток: увели-
чение на 29% и 33% после введения МФК в дозах 10-3 и 10-15 мг/кг массы жи-
вотного соответственно (рис. 15). Подобным образом проходил рост содержа-
ния КФГ в плазме до 70% через 30 суток после введения МФК в дозе 10-15 мг/кг 
массы животного. 
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Рис. 15. Изменение содержания ПОБ270нм в виде АФГ и ПОБ363+370нм в виде КФГ в 
плазме самцов через 3, 6, 12, 18, 30 суток после введения МФК в дозах 10-3, 10-15 мг/кг;
указаны проценты в случае достоверных отличий при p<0,05 

 

Достоверное повышение продуктов ПОБ, рост содержания ВНСММ в 
эритроцитах через 30 суток после введения МФК говорят об истощении АОС, 
причем глубина биохимических сдвигов была более выражена при введении 
МФК в дозе 10-15 мг/кг (согласованный рост АФГ и КФГ). 

Таким образом, МФК в дозах 10-3, 10-15 мг/кг массы животного после од-
нократного введения самцам лабораторных мышей вызывает обратимые изме-
нения в содержании общего белка и маркеров эндогенной интоксикации в кро-
ви, о чем говорит нормализация изучаемых биохимических показателей через 
30 суток после введения МФК. Исключение составляют продукты ПОБ, кон-
центрация которых в крови остается повышенной. 

Для дальнейшего изучения в качестве биомаркеров присутствия ФОС в 
природных средах можно рекомендовать как продукты ПОБ, так и ОП, 
ВНСММ в плазме в качестве наиболее информативных показателей влияния 
МФК в совокупности с показателями других обменных процессов. 

 
3.2. Метилфосфоновая кислота и особенности энергетического  

метаболизма у мелких грызунов 
 
Влияние МФК на показатели энергетического обмена мелких грызу-

нов в зависимости от времени воздействия в краткосрочном эксперименте 
изучали в течение 5 суток.  

С целью выявления особенностей углеводного обмена здоровых мышей 
линии СВА была сформирована референтная группа (20 самцов и 20 самок здо-
ровых белых лабораторных мышей линии СВА). По полученным нами данным 
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были установлены нормальные значения показателей углеводного обмена мы-
шей линии СВА, содержащихся в стандартных условиях вивария.  

В наибольшей степени половые различия у мышей линии СВА проявля-
лись в содержании креатинфосфата в скелетных мышцах и активности лактат-
дегидрогеназы в сыворотке крови. Нами также были обнаружены половые раз-
личия в корреляционных зависимостях между содержанием энергетических 
субстратов в скелетных мышцах и печени лабораторных мышей линии СВА. 
Так, для самок была обнаружена обратная зависимость между содержанием 
гликогена в печени и скелетных мышцах (r= -0,77, р=3,8*10-5), а для самцов – 
прямая зависимость (r=0,61, р=0,002). Между запасами гликогена и креатин-
фосфата (КрФ) в скелетных мышцах у самок была выявлена прямая зависи-
мость (r=0,68, р=0,0005), а у самцов – обратная (r= -0,45, р=0,02); аналогично 
между уровнем креатина и КрФ в скелетных мышцах также обнаружена прямая 
зависимость для самок (r=0,72, при р=0,0002) и обратная зависимость для сам-
цов (r= -0,57, р=0,005).  

В эксперименте по установлению срока максимального изменения био-
химических показателей в ответ на однократное подкожное введение МФК в 
дозе 2 мг/кг массы животного проводилось определение показателей углевод-
ного обмена лабораторных мышей опытных и контрольных групп через 12, 24, 
48, 72, 96 и 120 часов после введения МФК. В этом эксперименте использовано 
по 130 особей самцов и самок одного возраста и массы. 

При анализе содержания гликогена в тканях лабораторных мышей обна-
ружена особенность: динамика изменения содержания гликогена в печени 
опытных групп самцов и самок одинакова (рис. 16).  
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Рис. 16. Содержание гликогена печени и мышц самок и самцов опытных групп лабо-
раторных мышей после введения МФК в дозе 2 мг/кг: по оси абсцисс – срок экспери-
мента; К – контрольная группа; значения отличий указаны в случае статистически 
значимых различий при р<0,05 
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Уровень гликогена печени лабораторных мышей опытных групп после 
введения МФК в дозе 2 мг/кг изменялся по типу синусоиды с точками миниму-
ма через 72 часа (88% у самцов и 69% у самок) и точками максимума через 24 и 
96 часов (140 и 145% у самцов, 126 и 137% у самок соответственно).  

В изменении относительного содержания гликогена мышц самцов после 
введения МФК в дозе 2 мг/кг прослеживалась определенная динамика. Сначала 
происходило значительное (в 8,4 раза) увеличение относительно контрольных 
значений в течение первых 3 суток (с 32 % через 12 часов до 268 % через 72 ча-
са), затем наблюдалось уменьшение содержания гликогена мышц до уровня 
контрольных значений и повторное повышение до 165% через 120 часов. 

Таким образом, изменение содержания гликогена в тканях имело опреде-
ленные половые различия, связанные с различной гормональной регуляцией 
адаптации организма мышей в ответ на введение МФК в дозе 2 мг/кг. Так, у 
самцов преобладали процессы образования гликогена в тканях, а у самок – 
процессы распада. У самок наблюдалась схожая динамика изменения содержа-
ния гликогена в печени и мышцах, у самцов такой зависимости обнаружено не 
было. Введение МФК в дозе 2 мг/кг оказывало большее влияние на уровень 
гликогена в тканях самцов лабораторных мышей. 

Креатин и креатинфосфат, как и гликоген, являются энергетическими 
субстратами, незаменимыми для энергетического обмена, мышечного движе-
ния и существования организма [19, 36].  

Данные об изменении содержания КрФ и креатина в скелетных мышцах 
лабораторных мышей контрольной и опытной групп представлено на рис. 17.  

Для определения направленности изменений в системе КрФ↔Креатин 
нами был проведен расчет суммарного содержания, а также соотношения КрФ 
и креатина в скелетных мышцах лабораторных мышей. 

Расчет этих коэффициентов для опытной группы самок показал, что через 
12 часов после инъекции МФК соотношение КрФ/Креатин, а также их суммар-
ное содержание достоверно снижались (на 19 и 11% соответственно) за счет 
снижения содержания как креатина (на 9%), так и КрФ (на 30%). Учитывая, что 
содержание гликогена в тканях не менялось, можно предположить, что в ответ 
на введение МФК в дозе 2 мг/кг через 12 часов наблюдалась повышенная по-
требность организма в энергии, удовлетворение которой происходило за счет 
активации креатинфосфокиназного механизма ресинтеза АТФ. У опытной 
группы самцов через 12 часов после введения МФК наблюдалось понижение 
содержания гликогена при неизменном уровне креатина и КрФ, что свидетель-
ствовало в пользу активации гликолитического механизма ресинтеза АТФ. 

 



 74

93

90
88

91
82

40

60

80

100

120

140

К 12 24 48
часы

72 96 120

%
 о
т 
ко
нт
ро
ля

самцы самки

63
73

91

70

128

40

60

80

100

120

140

К 12 24 48
часы

72 96 120

%
 о
т 
ко
нт
ро
ля

самцы самки

Креатин Креатинфосфат 
Рис. 17. Содержание креатина и креатинфосфата в мышцах самок и самцов 
опытных групп лабораторных мышей после введения МФК в дозе 2 мг/кг: обозна-
чения - см. рис. 16 

 
Через 48 часов после введения МФК в дозе 2 мг/кг наблюдалось увеличе-

ние (на 17-26%) суммарного содержания креатина и КрФ, а также соотношения 
КрФ/Креатин за счет повышения на 28% относительного содержания КрФ ске-
летных мышц самок. Через 72 часа эксперимента в скелетных мышцах самок 
лабораторных мышей было выявлено достоверное уменьшение суммарного со-
держания КрФ и креатина (на 10%) при увеличении их соотношения на 31%, 
что было обусловлено понижением уровня креатина на 18%. В свою очередь 
наблюдаемое через 72 часа и далее снижение (на 7-12%) суммарного содержа-
ния креатина и креатинфосфата в скелетных мышцах самцов опытной группы 
было связано со снижением (на 7-12%) относительного содержания креатина. 
Соотношение КрФ/Креатин для опытной группы самцов повторяло динамику 
изменения относительных значений содержания КрФ. Поэтому достоверное 
снижение относительных значений содержания КрФ через 24 и 96 часов после 
введения раствора МФК в дозе 2 мг/кг (на 37 и 27% соответственно) вызывало 
достоверное понижение соотношения КрФ/Креатин в эти же сроки эксперимен-
та (на 27 и 15% соответственно). В целом наблюдаемые изменения свидетель-
ствуют о возможном распаде данных метаболитов до креатинина.  

Согласно полученным нами данным, активность креатинкиназы (КК) в 
сыворотке крови опытной группы самок и самцов (рис. 18) имела схожую ди-
намику изменений в ответ на введение МФК в дозе 2 мг/кг: наблюдалось по-
вышение активности относительно контроля с 24 до 96 часов (с 40 % до 133 % 
у самок и с 24 % до 136 % у самцов соответственно) и нормализация через 120 
часов. Это, по всей видимости, свидетельствовало о восстановлении процессов 
переноса фосфорильных остатков. При этом у самцов отмечено значительное 
повышение (в 2,1 раза относительно контроля) активности КК через 12 часов 
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эксперимента, в то время как у самок на данное время достоверных отличий не 
обнаружено.  
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Рис. 18. Активность креатинкиназы сыворотки крови самок и самцов опытных групп
лабораторных мышей после введения МФК в дозе 2 мг/кг: обозначения - см. рис. 16 

 
В ответ на введение МФК в дозе 2 мг/кг содержание пирувата сыворотки 

крови у самцов лабораторных мышей повышалось на всех сроках эксперимента 
(максимально на 38% через 24 часа после введения), кроме 12 часов (отмечено 
понижение на 22%) (рис. 19).  

У самок наблюдалось значительное (в 1,9 раза относительно контроля) 
увеличение содержания пирувата сыворотки крови через 72 часа эксперимента, 
а понижение (на 18-20 %) наступало через 24 и 48 часов после введения МФК в 
дозе 2 мг/кг. В целом это говорит об активности процессов гликолиза. 
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Рис. 19. Содержание пирувата в сыворотке крови самок и самцов опытных групп ла-
бораторных мышей после введения МФК в дозе 2 мг/кг: обозначения - см. рис. 16 
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Активность ЛДГ, катализирующей обратимую реакцию превращения 
лактата в пируват, после введения МФК в дозе 2 мг/кг значительно не меня-
лась: у самок понижение наблюдалось через 48 часов на 27 %, а повышение на-
ступало через 72 часа на 8 % относительно контроля; у самцов – повышение 
через 72 и 120 часов эксперимента на 18 и 17% соответственно.  

Таким образом, при установлении срока максимального изменения пока-
зателей углеводного обмена лабораторных мышей после подкожного введения 
МФК в дозе 2 мг/кг было выяснено, что наибольшее изменение большинства 
показателей наблюдается через 72 часа эксперимента.  

Анализ полученных данных выявил, что через 72 часа после введения 
МФК в дозе 2 мг/кг у самок лабораторных мышей наблюдалась активация ка-
таболических процессов углеводно-энергетического обмена (рис. 20).  
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Рис. 20. Биохимические показатели углеводного обмена самок и самцов опытных 
групп лабораторных мышей через 72 часа после введения МФК в дозе 2 мг/кг: ГлП – 
гликоген печени, ГлМ – гликоген мышц, Кр – креатин, КрФ – креатинфосфат, КК – 
креатинкиназа, ПВК – пируват, ЛДГ – лактатдегидрогеназа; значения отличий ука-
заны в случае статистически значимых различий при р<0,05 

 

Так, был выявлен сдвиг равновесия в системе креатин↔КрФ в сторону 
образования креатинфосфата. Кроме того, наблюдалась активация гликогено-
лиза и гликолиза, что приводило к значительному уменьшению содержания 
гликогена в тканях (на 31% в печени и 79% в мышцах) и повышению содержа-
ния пирувата (на 86%) и активности лактатдегидрогеназы (на 8%) в сыворотке 
крови. В свою очередь у самцов лабораторных мышей через 72 часа экспери-
мента отмечена активация углеводного обмена без явного преобладания ката-
болического или анаболического процесса: было обнаружено понижение (на 
12%) содержания гликогена в печени с одновременным увеличением содержа-
ния пирувата (на 24%) и активности ЛДГ (на 18%) в сыворотке крови (рис. 20). 
При этом в скелетных мышцах преобладало запасание энергии: наблюдалось 
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значительное накопление (в 2,7 раза по сравнению с контролем) гликогена в 
скелетных мышцах и тенденция к образованию креатинфосфата из креатина. 

Влияние МФК на показатели углеводного обмена мелких грызунов в 
краткосрочном эксперименте изучали в зависимости от различных доз в 
интервале от 2 мг/кг до 10-18 мг/кг с шагом в три порядка с использованием 
80 самцов и 80 самок лабораторных мышей, которым однократно подкожно 
вводили растворы МФК.  

Через 72 часа после введения доз МФК в диапазоне от 2 до 10-18 мг/кг у 
самок опытных групп наблюдалось снижение уровня гликогена относительно 
контроля (максимально на 60 % при введении МФК в дозе 10-9 мг/кг), что, ве-
роятно, свидетельствует о воспалительных процессах (рис. 21).  
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Рис. 21. Содержание гликогена печени и мышц самок и самцов лабораторных мышей 
опытных групп через 72 часа после подкожного введения различных доз МФК: по оси 
абсцисс – вводимая доза МФК, мг/кг; значения отличий указаны в случае статисти-
чески значимых различий при р<0,05 

 
У самцов опытных групп после введения МФК в дозах от 2 до 10-9 мг/кг 

также наблюдалось понижение содержания гликогена печени (максимально на 
23% при введении МФК в дозе 10-9 мг/кг). При введении МФК в дозах 10-12 и 
10-15 мг/кг наблюдалось повышение содержания гликогена печени на 37-55%. 

Подобная ситуация наблюдалась и в изменении уровня гликогена мышц. 
Так, у самок отмечено достоверное снижение уровня гликогена мышц относи-
тельно контроля при введении всех изучаемых доз МФК (максимально на 79% 
при введении МФК в дозе 2 мг/кг); у самцов содержание гликогена мышц было 
понижено (на 33%) только при введении МФК в дозе 10-3 мг/кг, а при введении 
в дозах 2, 10-9 и 10-12 мг/кг – значительно повышено (в 2,1 – 2,7 раза относи-
тельно контроля). Полученные данные позволяют сделать вывод о возможной 
активации процессов гликогенолиза у самок и о перераспределении катаболи-
ческих и анаболических процессов в организме самцов. 
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Также нами было обнаружено, что введение лабораторным мышам раз-
личных доз МФК оказывает большее влияние на содержание креатина, чем 
креатинфосфата (рис. 22). Кроме того, было отмечено, что в основном показа-
тели изменялись у самцов, а наибольшее влияние на данные метаболиты оказы-
вало введение МФК в дозах 10-3 и 10-12 мг/кг массы животного.  
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Рис. 22. Содержание креатина и креатинфосфата в мышцах самок и самцов лабо-
раторных мышей опытных групп через 72 часа после подкожного введения различ-
ных доз МФК: обозначения - см. рис. 21 

 
При изучении активности КК и ЛДГ обнаружена следующая зависимость 

от пола особей: у самок введение различных доз МФК оказывает большее 
влияние на активность КК, а у самцов – на активность ЛДГ (рис. 23). При этом 
активность КК у мышей опытных групп была понижена по сравнению с кон-
тролем: у самок в диапазоне вводимых доз от 2 до 10-12 мг/кг (на 23-33%), а у 
самцов при введении МФК в дозах 10-3 и 10-6 мг/кг (на 30-32%). 
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Рис. 23. Активность креатинкиназы и лактатдегидрогеназы в сыворотке крови са-
мок и самцов опытных групп через 72 часа после подкожного введения различных доз 
МФК: обозначения - см. рис. 21 
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Пониженные значения активности КК свидетельствуют, возможно, о 
снижении интенсивности транспорта макроэргов, в том числе АТФ, из мито-
хондрий в цитоплазму. В то же время активность ЛДГ при введении МФК в 
различных дозах повышалась по сравнению с контролем, что можно объяснить 
активацией гликолитических процессов. 

Анализ изменений концентраций лактата и пирувата в сыворотке крови 
лабораторных мышей у опытных групп относительно контроля через 72 часа 
после введения различных доз МФК выявил сходную динамику изменений для 
данных показателей (рис. 24).  
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Рис. 24. Содержание лактата и пирувата (ПВК) в сыворотке крови лабораторных 
мышей опытных групп через 72 часа после введения различных доз МФК: обозначения - 
см. рис. 21 

 
Нами было обнаружено, что введение лабораторным мышам опытной 

группы МФК в дозах 2 и 10-3 мг/кг приводило к повышению содержания лакта-
та в сыворотке крови (максимально на 67% у самок и на 42% у самцов при вве-
дении МФК в дозе 10-3 мг/кг). Введение меньших доз приводило к понижению 
содержания лактата: у самок максимально на 32% при введении МФК в дозе  
10-6 мг/кг, у самцов максимально на 44% при введении МФК в дозе 10-9 мг/кг; 
за исключением 10-18 мг/кг МФК, введение которой не выявило достоверных 
отличий от контроля. 

В свою очередь уровень пирувата в сыворотке крови опытной группы ла-
бораторных мышей превышал контрольные значения при введении МФК в дозе 
2 мг/кг (на 86% у самок и на 24% у самцов), а в дозе 10-3 мг/кг он достоверно не 
отличался от контроля. При введении остальных доз наблюдалось достоверное 
понижение содержания ПВК в сыворотке крови опытных групп лабораторных 
мышей относительно контроля, причем максимально при введении МФК в дозе 
10-12 мг/кг: на 66% у самок и 59% у самцов. 
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Для определения интенсивности и направленности процесса гликолиза 
рассчитывались отношение лактата (МК) и пирувата (МК/ПВК) и их произве-
дение (МК*ПВК). Для характеристики суммарного содержания продуктов гли-
колиза вместо суммы было выбрано произведение лактата и ПВК, так как кон-
центрации лактата и ПВК имеют разный порядок значений. Изменение расчет-
ного коэффициента МК*ПВК у животных опытной группы в ходе эксперимен-
та полностью повторяло изменения относительного содержания ПВК (рис. 25).  

При введении МФК в дозах 2 и 10-3 мг/кг наблюдалось накопление про-
дуктов гликолиза, при понижении вводимой дозы МФК – их расход. Накопле-
ние продуктов гликолиза свидетельствует о перераспределении анаэробных и 
аэробных процессов в сторону преобладания анаэробных. 
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Рис. 25. Соотношение лактата и пирувата (МК/ПВК) и их произведение (МК*ПВК) в 
сыворотке крови самок и самцов опытных групп через 72 часа после введения различ-
ных доз МФК: обозначения - см. рис. 21 

 
Выявленные изменения соотношения лактата и ПВК опытных групп от-

носительно контроля были связаны с изменениями относительного содержания 
как лактата, так и пирувата. В области низких доз (10-9–10-18 мг/кг) МФК изме-
нения отношений и произведений лактата и ПВК были разнонаправлены – от-
ношение МК/ПВК повышалось (у самок максимально в 2,2 раза при введении 
МФК в дозе 10-15 мг/кг, у самцов в 1,7 раза при введении МФК в дозе  
10-12 мг/кг), а их произведение понижалось (максимально в 3,6 раза у самок и в 
2,9 раза у самцов при введении МФК в дозе 10-12 мг/кг) (рис. 25). 

В результате проведенных исследований влияния различных доз МФК на 
биохимические показатели углеводного обмена лабораторных мышей было вы-
явлено наибольшее влияние введения МФК в дозах 10-3 и 10-12 мг/кг. 

Через 72 часа после введения МФК в дозе 10-3 мг/кг наблюдалось сниже-
ние содержания гликогена в тканях лабораторных мышей, особенно у самок (в 
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печени на 43 и 14 %, в мышцах на 64 и 33 % у самок и самцов соответственно) 
вследствие активации гликогенолиза (рис. 26).  

У самок лабораторных мышей уровень креатинфосфата имел тенденцию 
к понижению, а содержание креатина повышалось на 12%, вследствие чего 
происходило повышение суммарного содержания данных метаболитов в тканях 
и понижение на 15% соотношения КрФ/Креатин. У самцов же значения креати-
на не отличались от контрольных, а содержание КрФ в скелетных мышцах по-
нижалось на 21%, следствием чего стало снижение как суммарного показателя, 
так и соотношения данных метаболитов, что говорит о возможном распаде час-
ти КрФ до креатинина. 
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Рис. 26. Биохимические показатели углеводного обмена самок и самцов мышей 
опытных групп через 72 часа после введения МФК в дозе 10-3 мг/кг: ГлП – гликоген 
печени, ГлМ – гликоген мышц, Кр – креатин, КрФ – креатинфосфоат, КК – креа-
тинкиназа, ПВК – пируват, МК – лактат, ЛДГ – лактатдегидрогеназа;  значения 
отличий указаны в случае статистически значимых различий при р<0,05 

 
В целом данные указывают на активизацию катаболических процессов у 

лабораторных мышей в ответ на введение МФК в дозе 10-3 мг/кг. Учитывая, что 
уровень пирувата в сыворотке крови не отличался от контрольных значений, а 
активность ЛДГ и содержание лактата были повышены (ЛДГ на 16-17 %, лак-
тат на 42% у самцов и на 67% у самок), можно сделать вывод, что происходила 
активация анаэробного гликолиза. Накопление лактата повышало соотношение 
лактат/пируват (в 1,4 раза у самцов, в 1,9 раза у самок), что свидетельствует о 
некоторой степени гипоксии [95]. 

При подкожном введении лабораторным мышам МФК в дозе 10-12 мг/кг 
наблюдались уже более значительные половые отличия (рис. 27).  
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Рис. 27. Содержание биохимических показателей углеводного обмена самок и самцов 
лабораторных мышей опытных групп через 72 часа после введения МФК в дозе 
10-12 мг/кг: обозначения - см. рис. 26 

 
Так, у самок содержание гликогена мышц опытной группы достоверно не 

отличалось от контрольной группы, хотя уровень гликогена в печени еще оста-
вался пониженным (на 38%), а у самцов наблюдалось увеличение содержания 
гликогена в тканях (в печени на 37%, в мышцах на 129%). 

Следовательно, у самок преобладали процессы распада гликогена, а у 
самцов – его образования. При этом как у самок, так и у самцов наблюдалось 
значительное уменьшение содержания продуктов гликолиза (суммарное содер-
жание уменьшилось в 3,6 раза у самок и в 2,9 раза у самцов) в основном за счет 
понижения содержания пирувата (на 66% у самок и на 59% у самцов). Возмож-
но, это свидетельствует о повышении скорости глюконеогенеза. В то же время 
соотношение МК/ПВК оставалось повышенным (в 1,7 раза у самцов, в 2,1 раза 
у самок). Содержание креатина и креатинфосфата увеличивалось (относительно 
контроля на 29% у самок, на 12-16 % у самцов), за счет чего возрастало и их 
суммарное содержание (на 28% у самок, на 14% у самцов), а соотношение не 
менялось. Таким образом, проведенное исследование показало, что введение 
МФК в дозе 10-12 мг/кг наибольшее влияние оказывает на биохимические пока-
затели углеводного обмена самок. У самцов восстановление биоэнергетики ор-
ганизма происходит быстрее, наблюдается преобладание анаболических про-
цессов.  

Исследование влияния различных доз МФК на биохимические показате-
ли углеводного обмена лабораторных мышей выявило следующую особен-
ность: как для самцов, так и для самок введение высокой (10-3 мг/кг) дозы МФК 
вызывало активацию катаболических процессов, а введение низкой (10-12 мг/кг) 
дозы МФК – анаболических процессов.  
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Влияние МФК в высоких и низких дозах на углеводный метаболизм 
мелких грызунов в долговременном эксперименте. Проведенный анализ со-
вокупности полученных данных выявил большую чувствительность самок к 
введению различных доз МФК. Поэтому для дальнейшего исследования срока 
возврата биохимических показателей углеводного обмена после введения вы-
сокой (10-3 мг/кг) и низкой (10-12 мг/кг) доз МФК к нормальным величинам бы-
ли выбраны самки лабораторных мышей линии СВА. 

В процессе установления временного промежутка, необходимого для 
нормализации показателей углеводного обмена у самок после однократного 
введения МФК в дозах 10-3 и 10-12 мг/кг, было обнаружено, что при введении 
высокой дозы МФК (10-3 мг/кг) уровень гликогена в тканях нормализуется к  
18-м суткам эксперимента, а при введении низкой дозы (10-12 мг/кг) – уже к  
12-м суткам (рис. 28). При этом пониженное (на 38-43%) содержание гликогена 
в печени через 3-е суток после введения МФК восстанавливалось к 6-м суткам 
до уровня контрольных значений, хотя через 12 суток после введения МФК в 
дозе 10-3 мг/кг снова наблюдалось небольшое, но достоверное понижение (на 
12%) содержания гликогена в печени. 
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Рис. 28. Содержание гликогена в печени и мышцах самок опытных групп в зави-
симости от срока после введения МФК: по оси абсцисс – срок эксперимента в 
сутках после введения МФК; значения отличий указаны в случае статистически 
значимых различий при р<0,05 

 
Уровень гликогена в мышцах после введения МФК в дозе 10-3 мг/кг оста-

вался ниже контрольных значений в течение первых 6-ти суток эксперимента, а 
в дозе 10-12 мг/кг, наоборот, наблюдалась тенденция к повышенному (на 13-
19%) содержанию гликогена в мышцах самок мышей. 

Содержание креатина и КрФ в скелетных мышцах самок грызунов полно-
стью восстанавливалось к 18-м суткам эксперимента (рис. 29).  
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Рис. 29. Содержание креатина и КрФ мышц самок опытных групп относительно 
контрольной (в %) в зависимости от срока введения МФК; по оси ОХ – сроки экс-
перимента (сутки после введения МФК); значения отличий указаны в случае ста-
тистически значимых различий при р<0,05 

 
Отмечено, что после введения самкам МФК в дозе 10-3 мг/кг уровень 

креатина был повышен только через трое суток, а уровень КрФ, наоборот, оста-
вался ниже контрольных значений вплоть до 12-х суток эксперимента. При 
введении МФК в дозе 10-12 мг/кг через трое суток в скелетных мышцах самок 
наблюдалось повышение на 29% содержание как креатина, так и КрФ. На 6-е и 
12-е сутки эксперимента уровень КрФ был понижен (на 20 и 12% соответствен-
но), в то время как содержание креатина уже достоверно не отличалось от кон-
трольных значений. 

Расчетные коэффициенты показали, что через 6 и 12 суток после введе-
ния МФК в дозе 10-3 мг/кг соотношение КрФ/Креатин, а также их суммарное 
содержание в скелетных мышцах понижалось за счет уменьшения содержания 
креатинфосфата, тем более что уровень креатина опытной группы в эти сроки 
эксперимента от контрольных значений не отличался. Повышение суммарного 
содержания креатина и креатинфосфата в скелетных мышцах самок через трое 
суток после введения МФК в дозе 10-3 мг/кг (на 5%) было связано уже с увели-
чением уровня креатина (рис. 30). 

Аналогичная ситуация наблюдалась при введении МФК в дозе 10-12 мг/кг. 
Так, через трое суток после введения МФК суммарное содержание креатин-
фосфата и креатина повышалось (на 28%) за счет повышения уровня обоих ме-
таболитов (рис. 30). Через 6 и 12 суток после введения мы выявили достоверное 
понижение на 6-9% суммарного содержания и на 9-16% соотношения креатин-
фосфата и креатина. Данное понижение обусловлено уменьшением уровня 
креатинфосфата в скелетных мышцах. К 18-м суткам эксперимента приходили 
в норму как расчетные коэффициенты, так и содержание креатина и креатин-
фосфата в скелетных мышцах самок лабораторных мышей. 
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Рис. 30. Соотношение креатинфосфата (КрФ) и креатина (Кр), а также их сум
марное содержание в скелетных мышцах самок лабораторных мышей опытны
групп в зависимости от срока после введения МФК: обозначения - см. рис. 28 

 
Через трое суток после введения МФК как в высокой (10-3 мг/кг), так и в 

низкой (10-12 мг/кг) дозах нами было обнаружено статистически значимое сни-
жение активности креатинкиназы (на 23 и 13 % соответственно) и повышение 
активности лактатдегидрогеназы (на 16 и 18 % соответственно) в сыворотке 
крови самок лабораторных мышей. Уже через шесть суток после введения 
МФК достоверные отличия от контрольной группы отсутствовали.  

Содержание продуктов гликолиза (лактата и ПВК) полностью восстанав-
ливалось к 18-м суткам (рис. 31). При этом были выявлены следующие особен-
ности: при введении МФК в дозе 10-3 мг/кг через 3 и 6 суток в сыворотке крови 
самок опытной группы наблюдалось накопление продукта анаэробного глико-
лиза лактата (на 68 и 10% соответственно), через 12 суток отмечено уменьше-
ние его содержания на 18%; при этом относительное содержание пирувата дос-
товерно не менялось.  

Через трое суток после введения МФК в дозе 10-12 мг/кг нами было обна-
ружено значительное уменьшение (на 66%) уровня пирувата в сыворотке крови 
самок лабораторных мышей, которое, тем не менее, возвращалось до уровня 
контрольных значений уже через шесть суток эксперимента. В то же время из-
менение содержания лактата в сыворотке крови имело более сложную динами-
ку. После пониженного (83% относительно контроля) значения на третьи сутки 
после введения МФК в дозе 10-12 мг/кг уже на шестые сутки наблюдалось по-
вышение (128% относительно контроля), а на 12 сутки – опять снижение (93% 
относительно контроля) уровня лактата в сыворотке крови опытной группы са-
мок лабораторных мышей (рис. 31). 

 



 86

168

110

82
60

80

100

120

140

160

180

3 6 12  
сутки

18 30

%
 о
т 
ко
нт
ро
ля

Лактат ПВК

83

128

93

3420

40

60

80

100

120

140

3 6 12   
сутки

18 30

%
 о
т 
ко
нт
ро
ля

Лактат ПВК  
МФК 10-3 мг/кг  МФК 10-12 мг/кг  

Рис. 31. Содержание лактата (МК) и пирувата в сыворотке крови самок опытных 
групп в зависимости от срока после введения МФК: обозначения - см. рис. 28 

 
Изменение расчетных коэффициентов (рис. 32) при введении МФК в дозе 

10-3 мг/кг повторяло динамику изменения лактата (рис. 31) – уменьшение соот-
ношения и суммарного содержания лактата и пирувата сыворотки крови самок 
опытной группы относительно контрольной от 3-х к 12-м суткам эксперимента.  

При введении МФК в дозе 10-12 мг/кг соотношение МК/ПВК значительно 
повышалось (в 2,1 раза) через трое суток опыта, но снижалось до контрольных 
значений к 12-м суткам. Суммарное содержание продуктов гликолиза значи-
тельно понижалось (на 72%) через трое суток эксперимента, превышало кон-
трольные значения на 24% через шесть суток и снова было достоверно ниже 
контроля через 12 суток после введения МФК.  
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Рис. 32. Соотношение лактата (МК) и пирувата (МК/ПВК) и их произведение в сы-
воротке крови самок опытных групп в зависимости от срока после введения МФК: 
обозначения - см. рис. 28 

 
Анализ биохимических показателей углеводного обмена самок после одно-

кратного введения МФК в высокой (10-3 мг/кг) и низкой (10-12 мг/кг) дозах пока-
зал, что изменения показателей проявлялись вплоть до 12-х суток эксперимента. 
Тем не менее, к 18-м суткам происходила полная нормализация всех изученных 
биохимических показателей углеводного обмена самок лабораторных мышей. 
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Таким образом, проведенные исследования показали, что метилфосфоно-
вая кислота в различных дозах и при различной длительности эксперимента ока-
зывает достоверное влияние на биохимические показатели углеводного обмена 
лабораторных мышей. При этом отмеченные изменения являются обратимыми. 

 
3.3. Метилфосфоновая кислота и особенности липидного обмена у мелких 

грызунов 
 
Влияние МФК на липидный обмен мелких грызунов в зависимости 

от времени воздействия в краткосрочном эксперименте изучали в течение 
5 суток. По результатам проведенного исследования некоторых показателей 
крови лабораторных мышей через 12, 24, 48, 72, 96 и 120 часов после введения 
МФК в дозе 2 мг/кг было обнаружено достоверное изменение исследуемых по-
казателей обмена липидов, ПОЛ и антиоксидантной системы. 

Установлено, что через 48 часов после введения МФК у самцов опытных 
групп наблюдалось существенное увеличение содержания общих липидов на 
48% относительно контрольных групп (рис. 33).  

Стоит отметить, что для самок через 48 часов характерно уменьшение со-
держания общих липидов на 17%. Через 72 часа как у самцов, так и у самок на-
блюдалось снижение на 26 и 17% соответственно. Однако только у самцов че-
рез 120 часов отмечено уменьшение содержания общих липидов на 26%. Дос-
товерные отличия содержания холестерина наблюдались для опытной группы 
самцов через 12 часов (снижение на 9%), через 24 часа (увеличение на 22%) и 
через 120 часов (уменьшение на 20%). У самок через 24 часа выявлено сниже-
ние на 17%, а спустя 48 часов повышение на 16%. 
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Рис. 33. Изменения содержания общих липидов и холестерина в плазме крови сам-
цов и самок в зависимости от времени после введения МФК в дозе 2 мг/кг: значе-
ния отличий указаны в случае статистически значимых различий при р<0,05 
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Особый интерес вызывает отличие, выявленное в опытных группах через 
24 часа после введения МФК, когда для самцов характерно повышение уровня 
холестерина, а для самок - понижение. Подобная особенность была отмечена и 
для содержания общих липидов. Она обусловлена половыми различиями в об-
мене и транспорте липидов [84]. 

Введение МФК в дозе 2 мг/кг оказывало влияние на уровень обмена ли-
пидов у самцов и самок. Это влияние наиболее проявлялось на 2-3 сутки после 
введения МФК и было более ярко выражено у самцов. 

При изучении количества малонового диальдегида (МДА) – вторичного 
продукта ПОЛ – нами было выявлено (рис. 34), что у самцов после введения 
МФК наблюдалось достоверное снижение уровня МДА через 12, 24 и 72 часа 
на 37, 27 и 30% соответственно; однако через 120 часов происходило увеличе-
ние МДА на 12%. У самок снижение содержания МДА в плазме крови отмече-
но через 48 часов после введения МФК на 30 % и через 72 часа на 35%. Важно 
обратить внимание на то, что уменьшение содержания МДА свидетельствует о 
снижении интенсивности процессов перекисного окисления липидов. 

Исследование активности СОД в эритроцитах выявило (рис. 34), что у 
самцов через 12 часов после введения МФК наблюдалось снижение активности 
СОД на 22% относительно контрольной группы, через 24 часа происходило 
резкое повышение на 74 %, через 48 часов – снижение на 33 %. По прошествии 
72 часов активность СОД увеличилась на 14 %. В дальнейшем (96 и 120 ч) ак-
тивность СОД была повышена на уровне тенденции. 
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Рис. 34. Изменение содержания малонового диальдегида (МДА) в плазме крови, ак-
тивности эритроцитарной СОД и ФПСРО в плазме самцов в зависимости от време-
ни после введения МФК в дозе 2 мг/кг: обозначение - см. рис. 33 

 
Для самок спустя 12 часов после введения МФК наблюдалось существен-

ное снижение активности СОД на 49 % относительно контрольных групп. К 24 
часам отмечена нормализация активности СОД. Затем через 48 часов наблюда-
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лось увеличение активности на 21%. Через 72 часа увеличение активности СОД 
достигало максимального значения и составляло 137% относительно активности 
фермента у самок контрольной группы. Через 96 часов активность оставалась уве-
личенной на 13%. К 120 часам активность СОД нормализовалась. Исходя из пред-
ставленных выше результатов, можно заключить, что подкожное введение МФК в 
дозе 2 мг/кг приводило к достоверному изменению активности СОД у самцов и 
самок лабораторных мышей. Максимальное снижение наблюдалось у самцов че-
рез 12 и 48 часов, а увеличение было выявлено через 24 и 72 часа. У самок также 
наблюдалось существенное достоверное снижение активности СОД через 12 ча-
сов, а максимальное увеличение происходило через 72 часа. 

Для оценки процессов свободнорадикального окисления и статуса анти-
оксидантной системы мы воспользовались функциональным показателем сво-
боднорадикального окисления (ФПСРО), разработанным Ю.В. Абакумовой и 
Н.А. Ардаматским [1, 2, 7, 8, 277]. Авторы определили ФПСРО как отношение 
активности СОД к концентрации МДА (СОД/МДА). Наши исследования пока-
зали (рис. 34), что у самцов в опытных группах ФПСРО волнообразно изменял-
ся в зависимости от времени эксперимента. 

Так, к 24 часам после введения МФК наблюдалось максимальное увеличе-
ние показателя, которое составляло 103% от значения в контрольной группе, через 
48 часов отмечалось резкое уменьшение на 31%. К 72 часам ФПСРО превышал 
значение показателя в контрольной группе на 66%. На четвертые и пятые сутки 
значение ФПСРО в опытных группах самцов достоверно не отличалось от значе-
ний в контрольных группах. Для опытной группы самок в сравнении с контроль-
ной было выявлено уменьшение ФПСРО через 12 часов после введения МФК, за-
тем через 24 часа наблюдалось недостоверное повышение. К 48 часам ФПСРО 
достиг максимального увеличения, которое составило 80%. Затем была выявлена 
тенденция к уменьшению величины ФПСРО: через 72 часа превышение относи-
тельно контрольной группы составляло 68%, через 96 часов – 30%. К 120 часам 
величина ФПСРО достоверно не отличалась от величины в контрольной группе 
самок. Таким образом, подкожное введение МФК в дозе 2 мг/кг приводило к дос-
товерному изменению ФПСРО как у самцов, так и у самок лабораторных мышей. 
Характер изменения у самцов и самок отличался, что связано с половыми особен-
ностями процессов перекисного окисления и системы антиоксидантной защиты 
млекопитающих [5, 119, 236]. Существенное уменьшение ФПСРО наблюдалось у 
самок через 12 часов и у самцов через 2-е суток, однако уровень МДА оставался в 
пределах значений контрольных групп. Значительное увеличение ФПСРО у сам-
цов было выявлено на 1-е и 3-и сутки эксперимента, у самок – на 2-е и 3-и. Высо-
кие значения ФПСРО указывают на снижение интенсивности процессов свобод-
норадикального окисления за счет работы АОС. Это было подтверждено высокой 
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активностью СОД в вышеперечисленные временные этапы эксперимента и сни-
жением уровня МДА. Однако процессы свободнорадикального окисления в орга-
низме млекопитающих являются важнейшим звеном поддержания гомеостаза ор-
ганизма. Как снижение, так и увеличение их интенсивности может привести к на-
рушениям в работе клеток и органов [13, 33, 89, 133]. 

МФК в дозе 2 мг/кг оказывала влияние на показатели липидного обмена, 
ПОЛ и АОС лабораторных мышей обоих полов. Характер влияния у самцов и 
самок отличался, что связано с половыми особенностями обмена липидов, про-
цессов ПОЛ и системы антиоксидантной защиты млекопитающих. Это влияние 
у самцов было выражено несколько больше чем у самок. 

Достоверные изменения большинства исследуемых показателей относи-
тельно контрольных групп наблюдались у лабораторных мышей обоих полов 
через 72 часа после подкожного введения МФК в дозе 2 мг/кг. 

При исследовании влияния различных доз МФК при подкожном введении 
выявлены достоверные отличия показателей липидного обмена, перекисного 
окисления липидов и АОС от значений контрольных групп.  

При анализе полученных данных о влиянии различных доз МФК на пока-
затели липидного обмена самцов и самок лабораторных мышей можно отме-
тить ряд закономерностей. Так, к достоверному повышению количества общих 
липидов в плазме крови у самцов на 28% и у самок на 31% приводило введение 
МФК в дозе 10-15 мг/кг, а введение в дозе 2 мг/кг вызывало достоверное сниже-
ние на 26% и 11% соответственно (рис. 35).  

Стоит отметить, что дозы 10-3 и 10-9 мг/кг вызывали достоверные измене-
ния (увеличение) количества общих липидов только у самцов на 20% и 55%. 
Изменения содержания холестерина – повышение было характерно только для 
самцов при введении МФК в дозах 10-3 и 10-9 мг/кг. 
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Рис. 35. Изменение содержания общих липидов, холестерина и триглицеридов в 
плазме крови самцов и самок через 72 часа в зависимости от вводимых доз МФК: 
обозначения - см. рис. 33 
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Изменения были обнаружены в уровне триглицеридов у мышей обоих 
полов. Так, введение МФК в дозах 10-3, 10-6 и 10-12 мг/кг приводило к сущест-
венному снижению уровня триглицеридов в плазме крови лабораторных мы-
шей у самцов на 52%, 40%, 44% и у самок на 55%, 36%, 61% соответственно. 
При введении МФК в дозе 10-9 мг/кг наблюдалось снижение содержания триг-
лицеридов только у самцов на 35%. Также только у самок было выявлено суще-
ственное повышение уровня триглицеридов при введении МФК в дозе  
10-15 мг/кг до 159% относительно контроля.  

Колебания таких показателей, как общие липиды, холестерин и триглице-
риды, свидетельствуют о серьезных изменениях в обмене липидов [84, 110, 
120]. Известно, что гипотриглицеридемия наблюдается при нарушении транс-
порта липидов, гипертиреозах, поражении паренхимы печени, а также при вве-
дении никотиновой кислоты [84, 153, 256]. Повышение уровня холестерина 
может быть связано с нарушением его транспорта [84, 116] либо с повреждени-
ем мембран клеток [31, 32]. 

Введение МФК в дозах 2 и 10-15 мг/кг приводило к существенному сни-
жению уровня МДА в плазме крови: у самцов на 30 и 42%, у самок на 35 и 31% 
соответственно (рис. 36). Тогда как введение МФК в дозе 10-9 мг/кг вызывало 
увеличение уровня МДА у самцов на 33% и у самок на 29%. 

Введение самцам МФК в дозах 2, 10-3, 10-6, 10-12 и 10-15 мг/кг вызывало 
повышение активности СОД (рис. 36). У самок повышение активности СОД 
наблюдалось только при введении МФК в дозах 2 и 10-3 мг/кг на 37% и 14% со-
ответственно, а доза 10-9 мг/кг вызывала снижение активности СОД на 31%. 

Ними было выявлено достоверное изменения ФПСРО как у самцов, так и 
у самок лабораторных мышей при введении МФК в различных дозах. Умень-
шение ФПСРО наблюдалось при введении дозы 1*10-9 мг/кг как у самцов (на 
29%), так и у самок (на 52%), что свидетельствует о нарушении в работе АОС, 
т.к. происходит накопление МДА при сниженной (самки) или нормальной 
(самцы) активности СОД. Увеличение ФПСРО было отмечено у мышей обоего 
пола при введении МФК в дозах 2, 10-3 и 10-15 мг/кг, причем наибольшее влия-
ние оказывала доза 10-15 мг/кг – у самцов ФПСРО был повышен на 129% отно-
сительно контроля, а у самок – на 86%. Также стоит отметить, что только у 
самцов доза 10-12 мг/кг вызывала увеличение ФПСРО. Высокие значения 
ФПСРО указывают на снижение интенсивности процессов перекисного окис-
ления и повышенную активность АОС. 
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Рис. 36. Изменение содержания МДА в плазме крови, активности эритроцитарной 
СОД и ФПСРО в плазме крови самцов и самок через 72 часа после введения различных 
доз МФК: обозначения - см. рис. 33 

 
Исходя из всего вышесказанного, можно заключить, что МФК оказывает 

наибольшее влияние на самцов в дозах 2, 10-9, 10-15 мг/кг и на самок в дозах 2 и 
10-15 мг/кг. Установлено, что МФК в дозе 10-18 мг/кг не оказывает влияния на 
показатели обмена липидов, ПОЛ и АОС лабораторных мышей. 

При изучении изменений, вызванных однократным введением МФК в до-
зах 2 и 10-15 мг/кг самкам лабораторных мышей на протяжении 30 суток, были 
обнаружены следующие закономерности. 

МФК в дозе 2 мг/кг оказывала влияние на показатели обмена липидов в 
течение 12 суток. Так, через 3 и 12 суток после введения МФК наблюдалось 
снижение уровня общих липидов в плазме крови на 11% и 40% соответственно 
(рис. 37). Достоверное изменение холестерина, снижение на 23% было отмече-
но по прошествии 12 суток эксперимента. Количество триглицеридов было 
достоверно повышено на 51% через 6 суток после введения МФК, а через 12 
суток снижено на 26%. Через 18 и 30 суток достоверных изменений отмечено 
не было. 

МФК в дозе 10-15 мг/кг оказывала влияние на показатели обмена липидов 
в течение 6-ти суток (рис. 37). Так, на 3 и 6 сутки после введения МФК наблю-
далось увеличение уровня общих липидов в плазме крови на 31% и 20%. 

Достоверное изменение холестерина не отмечено на всем временном ин-
тервале эксперимента. Количество триглицеридов было достоверно повышено 
через 3 суток на 59% и через 6 суток на 84%. На 12, 18 и 30 сутки можно кон-
статировать отсутствие влияния МФК в дозе 10-15 мг/кг на исследуемые показа-
тели липидного обмена. 
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Рис. 37. Изменение содержания общих липидов, холестерина и триглицеридов в 
плазме крови самцов и самок через 72 часа после введения различных доз МФК: 
обозначения - см. рис. 33 

 
Введение МФК в дозах 2 и 10-15 мг/кг приводило к достоверному измене-

нию уровня МДА в плазме крови самок лабораторных мышей на всем протяже-
нии эксперимента (рис. 38).  

Так, на 3, 6 и 18 сутки эксперимента при введении дозы 2 и 10-15 мг/кг 
было обнаружено снижение уровня МДА от 22 до 40% относительно контроля. 
Например, наибольшее снижение наблюдалось через 18 суток при введении до-
зы 2 мг/кг на 40% и через 3 суток после введение дозы 10-15 мг/кг на 31%. Сни-
жение количества МДА в крови говорит о снижении интенсивности процессов 
перекисного окисления липидов. Также было выявлено, что только доза 2 мг/кг 
вызывала активацию образования МДА:  это наблюдалось по прошествии 12 
суток эксперимента, увеличение относительно контроля составляло 21%. Особо 
стоит отметить то, что на 30 сутки после введения МФК в дозах 2 и 10-15 мг/кг 
наблюдалось повышенное содержание МДА на 30% и 39% соответственно. 
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Рис. 38. Содержание МДА в плазме крови, активость эритроцитарной СОД и 
ФПСРО опытных групп самок в течение 30 суток после введения МФК: по оси 
абсцисс – сроки эксперимента; значения отличий указаны в случае статистиче-
ски значимых различий при р<0,05 
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Введение МФК в обеих исследуемых дозах приводило к изменению ак-
тивности ферментов АОС у самок лабораторных мышей (рис. 38, 39).  
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Рис. 39. Активность каталазы в плазме крови самок опытных групп  в течение 30 
суток после введения МФК: обозначения - см. рис. 38 

 
При введении дозы 2 мг/кг наблюдалось увеличение активности СОД че-

рез 3 суток на 37%, каталазы через 6 суток на 30%, также было отмечено одно-
временное повышение активности обоих ферментов по прошествии 18 суток 
эксперимента на 19% и на 37%. МФК в дозе 10-15 мг/кг вызывала увеличение 
активности СОД через 6 суток на 36%. Через 12 суток и 18 суток также было 
обнаружено одновременное повышение активности СОД на 29% и 27%, катала-
зы на 77% и 34% соответственно. 

При анализе результатов расчета ФПСРО у самок лабораторных мышей 
при однократном введение МФК в дозах 2 и 10-15 мг/кг нами было выявлено 
существенное увеличение значений ФПСРО через 3, 6 и 18 суток после введе-
ния МФК на 50-98% (рис. 38). Также нами было обнаружено снижение ФПСРО 
относительно контроля через 12 суток только у самок с введением дозы 2 мг/кг 
на 24% и через 30 суток для самок с введение обеих доз. 

Колебания показателей ПОЛ и АОС говорят о процессах адаптационных из-
менений в организмах самок лабораторных мышей [13, 109, 160, 186, 187, 269]. 

Исходя из всего вышесказанного, можно заключить, что нормализация 
исследованных показателей обмена липидов самок лабораторных мышей при 
введении МФК в дозе 2 мг/кг наступает к 18-м суткам эксперимента, а при вве-
дении в дозе 10-15 мг/кг – к 12-м суткам. Активность ферментов АОС у самок не 
отличается от значений контрольной группы на 30 сутки эксперимента. Однако 
содержание МДА на 30-е сутки оставалось существенно повышенным, что го-
ворит об истощении резервов АОС или нарушении процессов адаптации. 

При анализе полученных результатов в целом нами было отмечено, что 
наиболее чувствительными показателями к воздействию МФК являются: коли-
чество триглицеридов в плазме крови, уровень МДА в плазме крови, актив-
ность каталазы плазмы крови и активность СОД эритроцитов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В современном мире при использовании в повседневной жизни десятков 
новых органических веществ, не имеющих аналогов в природе, особую значи-
мость приобретает определение токсичности как самих веществ, так и отходов. 
Важность этого вопроса обозначена в нормативном документе – санитарных 
правилах СП 2.1.7.1386-03. Согласно п. 5.6.5 СП 2.1.7.1386-03, «санитарно-
токсикологический эксперимент проводится с целью установления степени 
проявления возможного токсического действия отхода при длительной инток-
сикации организма его экстрактом. Воздействие отхода на организм оценивает-
ся по статистически достоверным изменениям показателей функционального 
состояния организма (гематологическим, биохимическим, иммунологическим и 
др.)». Однако это важнейшее направление в настоящее время практически не 
подкреплено нормативными документами, методическими рекомендациями 
или аттестованными методиками измерений.  

В экотоксикологических исследованиях важнейшее место принадлежит 
изучению биохимических показателей крови теплокровных организмов, кото-
рые могут быть использованы для разработки оперативных методов контроля 
за состоянием здоровья населения, проживающего в районах с неблагоприят-
ной экологической обстановкой и в зонах расположения опасных химических 
производств. 

Малые и сверхмалые дозы продуктов трансформации отравляющих ве-
ществ, ксенобиотиков, которые безопасны в рамках санитарно-гигиенических 
нормативов и которые сложно идентифицировать по стандартным методикам 
количественного химического анализа, могут являться значимыми для экоси-
стем. Это связано со сложностью и порой высокой стоимостью химических ана-
лизов, а также с фактом, что некоторые вещества могут быть весьма токсичными 
уже при низких концентрациях и не фиксироваться известными приборами.  

Эти вопросы особенно актуальны в настоящее время, когда в России идет 
планомерное широкомасштабное уничтожение химического оружия в рамках 
выполнения федеральной целевой программы «Уничтожение запасов химиче-
ского оружия в Российской Федерации». Среди отравляющих веществ, подле-
жащих уничтожению, зарин, зоман и ви-икс являются фосфорорганическими 
соединениями класса фосфонатов.  

Важнейшим направлением является поиск биохимических маркеров ме-
таболизма при воздействии различных ксенобиотиков в малых дозах.  

В результате выполненной работы была проведена комплексная биохи-
мическая оценка метаболизма лабораторных мышей линии СВА при интокси-
кации фосфорорганическими ксенобиотиками на примере метилфосфоновой 
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кислоты в различных дозах, в том числе малых, определен комплекс наиболее 
информативных показателей, которые можно использовать при определении 
состояния живых организмов в экологическом мониторинге состояния тепло-
кровных организмов.  

Анализ полученных результатов выполненной работы по выявлению 
биологической активности метилфосфоновой кислоты на теплокровный орга-
низм лабораторных мышей выявил следующие закономерности. 

МФК оказывает влияние на основные метаболические процессы у лабора-
торных мышей линии СВА. При подкожном введении метилфосфоновой кисло-
ты в дозе 2 мг/кг массы животного в остром эксперименте максимальное изме-
нение изучаемых биохимических показателей наблюдалось через трое суток.  

МФК обладает ярко выраженным дозозависимым эффектом. Установле-
но, что у самцов и самок лабораторных мышей наибольшие изменения в био-
химических показателях метаболических процессов происходили после введе-
ния метилфосфоновой кислоты в высоких (2 и 10-3 мг/кг) и низких (10-12 и  
10-15 мг/кг) дозах.  

Действие высоких доз метилфосфоновой кислоты приводило в основном к 
интенсификации работы антиоксидантной системы и активации катаболических 
процессов основных энергетических субстратов. Увеличивалась активность су-
пероксиддисмутазы (важнейшего фермента антиоксидантной системы) в сред-
нем на 20%, что сопровождалось снижением в среднем на 30% уровня продуктов 
перекисного окисления белков и липидов. Резко (в 1,5-2,8 раза) снижался уро-
вень гликогена в тканях при увеличении лактата на 40-70%; уменьшалось содер-
жание общих липидов на 15-20%, в том числе на 50% триглицеридов. Кроме то-
го, до 20-40% снижалось содержание маркеров эндогенной интоксикации, что 
можно связать с нарушением мембранного транспорта, вызванного изменением 
в пространственном строении клеточных мембран за счет их физического и, воз-
можно, химического взаимодействия с метилфософновой кислотой, обладающей 
специфическими свойствами, в том числе бифильностью.  

Характер воздействия на метаболические процессы мелких грызунов 
низких доз (10-12 и 10-15 мг/кг массы животного) метилфосфоновой кислоты яв-
ляется регуляторным. Введение мышам низких доз метилфосфоновой кислоты 
сопровождалось активацией анаболических процессов энергетического обмена, 
приводя к повышению содержания общих липидов на 30%, гликогена в печени 
и мышцах в 1,5-2,3 раза и уменьшению в 2,8-3,5 раза суммарного содержания 
продуктов гликолиза. На фоне этого ускорялись процессы окислительной мо-
дификации белков, вызывая повышение уровня маркеров эндогенной интокси-
кации на 30-90% и продуктов перекисного окисления белков на 20-80%, не-
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смотря на повышение активности супероксиддисмутазы и снижение на 30-40% 
уровня маркера перекисного окисления липидов малонового диальдегида.  

По результатам изучения влияния более низких доз метилфосфоновой 
кислоты – 10-18 мг/кг – на показатели метаболизма мышей выявлено, что в до-
зах такого порядка МФК практически не оказывает влияния на показатели 
энергетического, липидного и белкового обмена. Однако было отмечено, что 
после введения МФК в дозе 10-18 мг/кг массы животного уровень веществ низ-
кой и средней молекулярной массы в плазме оставался повышенным на    35-
45% как у самцов, так и у самок. Это может возникать только при нарушении 
очень тонких механизмов регуляции метаболических процессов, например, на 
уровне аденилатциклазной системы. 

При изучении биохимических показателей в течение месяца после одно-
кратного введения мышам метилфософновой кислоты в высоких и низких до-
зах было выяснено, что этот ксенобиотик вызывает обратимые изменения ос-
новных метаболических процессов у мелких грызунов. Это подтверждается 
нормализацией некоторых показателей к 18-м суткам и большинства показате-
лей к 30-м суткам эксперимента. Исключение составили продукты перекисного 
окисления белков и липидов, концентрация которых в крови грызунов осталась 
повышенной даже через 30 суток после введения низкой дозы метилфосфоно-
вой кислоты. Если учесть, что активность ферментов антиоксидантной системы 
в этот период не отличалась от значений контрольной группы, то можно пред-
положить, что введение МФК приводит к истощению резервов антиоксидант-
ной системы. 

Были выявлены половые различия при изучении биохимических показа-
телей метаболизма у мышей в ответ на введение метилфосфоновой кислоты. У 
особей женского пола защитная система стрессовых ответов для компенсации 
вредного воздействия эндотоксинов и ксенобиотиков, в том числе метилфософ-
новой кислоты, более активна, чем у особей мужского пола. Для самцов после 
введения метилфософновой кислоты как в высоких, так и в низких дозах харак-
терны более значимые изменения биохимических показателей метаболизма, 
особенно белкового. 

Результаты проведенных исследований показали, что для мелких грызу-
нов в качестве биомаркеров присутствия фосфорорганических соединений ряда 
фосфонатов в природных средах можно рекомендовать гликоген в тканях, лак-
тат и пируват в сыворотке крови, продукты перекисного окисления белков и 
липидов, триглицериды, олигопептиды и среднемолекулярные молекулы в 
плазме, активность эритроцитарной супероксиддисмутазы. 
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