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Появление в окружающей среде специ-
фических загрязняющих веществ приводит к 
необходимости приспособления организмов 
к новым условиям, что заканчивается адап-
тацией или срывом адаптивных механизмов. 
Любые адаптивные процессы в живом орга-
низме протекают в условиях постоянного об-
разования активных форм кислорода, свобод-
ных радикалов и работы антиоксидантной си-
стемы (АОС). Субстратами АОС являются лю-
бые низкомолекулярные вещества – «ловуш-
ки» радикалов – витамины А, С, Е, К, флаво-
ноиды, тиолы, а ферментами – супероксид-
дисмутаза (СОД), глутатионпероксидаза, ка-
талаза и др. 

К специфическим загрязняющим веще-
ствам высокой физиологической активности, 
получившим широкое распространение в со-
временном мире в виде инсектицидов и гер-
бицидов, относятся фосфорорганические со-
единения [1, 2]. Среди них особо выделяют-
ся метилфосфонаты [3, 4], которые, как ве-
щества особого строения с малополярной 
фосфор-углеродной связью (С-Р связь), мо-
гут быть источниками свободных радикалов 
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разовавшиеся радикалы •СН
3 

и •РО
3
Н

2 
мо-

гут стать ловушками радикалов по реакции 
обрыва цепи радикальных процессов (напри-
мер, •СН

3
 + •ОН = СН

3
ОН и •РО

3
Н

2
 + •ОН = 

Н
3
РО

4
) или источником электронов с образо-

ванием супероксидного анион-радикала кис-
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). Эти процессы могут приводить к ин-

токсикациям и активации АОС организма. 
Метилфосфоновая кислота (МФК), её 

соли и эфиры (метилфосфонаты) являются 
конечными и достаточно устойчивыми про-
дуктами детоксикации фосфорорганических 
отравляющих веществ [5] в процессе проис-
ходящего в России уничтожения химическо-
го оружия, для утилизации которых разраба-
тываются специальные методы биодеградации 
[6]. Метилфосфонаты также могут появляться 
в природных средах в результате разложения 
фосфорсодержащих пестицидов в почве [7]. 

Влияние МФК на представителей расти-
тельного и животного мира изучено недоста-
точно. Имеются данные о влиянии МФК на 
рост и ферментативную активность растений 

УДК 577:574.24:612.019:591.1:351.777.61

Биохимические показатели крови в оценке влияния метилфосфоната 
на лабораторных мышей в долговременном эксперименте

© 2011. О. М. Плотникова1, 2, к.х.н., доцент, А. М. Корепин2, н.с.,
Н. Н. Матвеев2, н.с., С. Н. Лунева3, д.б.н., зав. лабораторией,

1Региональный центр государственного экологического контроля
и мониторинга объектов по хранению и уничтожению

химического оружия по Курганской области, 
2Курганский государственный университет, 

3ФГУ «РНЦ «ВТО» им. академика Г. А. Илизарова»,
e-mail: kurgan-rc@yandex.ru, plotnikom@yandex, ruluneva_s@mail.ru

Изучены биохимические показатели окислительной модификации белков (ОМБ) и активность фермента 
супероксиддисмутазы в крови лабораторных мышей через 3, 6, 12, 18 и 30 дней после подкожного введения 
метилфосфоновой кислоты (МФК) в высоких и низких дозах (2, 10–3 и 10–15 мг/кг). Показано, что введение 
мышам МФК сопровождается активацией перекисного окисления белков с образованием поздних маркеров ОМБ, 
содержание которых повышено даже через 30 суток после введения МФК.

The biochemical indices of proteins oxidative modification (POM) and the enzyme superoxide dismutase activity in 
blood of laboratory mice is studies in at 3, 6, 12, 18 and 30 days after subcutaneous injection of methyl phosphonic acid 
(MPA) in high and low doses (2, 10–3 and 10–15 mg / kg). It is shown that the injecton of MPA to mice is accompanied by 
activation of protein peroxidation with the formation of late markers of OMB, the content of which is higher than average 
even 30 days after the injection of MPA.

Ключевые слова: метилфосфоновая кислота, окислительная модификация белков,
супероксиддисмутаза, кровь лабораторных мышей

Key words: methyl phosphonic acid, oxidative modification of proteins, superoxide dismutase, 
the blood of laboratory mice

ЭКОтоксикология



Теорeтическая и прикладная экология №3, 2011

66

[8, 9], на биохимические показатели метабо-
лизма в краткосрочном эксперименте [10, 11]. 
В связи с этим изучение влияния МФК на жи-
вые организмы остаётся актуальным.

Результаты ранее проведённых исследо-
ваний по изучению влияния различных доз 
МФК (2, 10–3, 10–6, 10–9, 10–12, 10–15 и 10–18 мг/кг
массы животного) в краткосрочном (от 12 до 
120 час) эксперименте показали, что МФК 
оказывает влияние на биохимические пока-
затели метаболизма лабораторных мышей [10, 
11]. Было найдено, что максимальные изме-
нения большинства показателей крови у лабо-
раторных мышей наблюдались после введения 
животным МФК в высоких (2 и 10–3 мг/кг) и 
в низких (10–12 и 10–15 мг/кг) дозах в отличие 
от введения МФК в средних (10–6 и 10–9 мг/кг) 
и сверхмалой (10–18 мг/кг) дозах. Также отме-
чено, что в большей степени МФК действует  
на антиоксидантную систему, приводя в основ-
ном к окислительной модификации белков.

Результаты краткосрочного эксперимента 
показали необходимость дальнейшего изуче-
ния введения высоких и низких доз МФК ла-
бораторным мышам как тест-объектам с целью 
изучения в долгосрочном эксперименте дина-
мики изменения показателей, характеризую-
щих работу АОС, каковыми являются в пер-
вую очередь показатели окислительной мо-
дификации белков (ОМБ) или перекисного 
окисления белков (ПОБ) и активности фер-
мента АОС супероксиддисмутазы.

Объекты и методы исследования

В настоящем исследовании при изучении 
ОМБ определяли общий белок (ОБ) и продук-
ты ПОБ в виде альдегидо- и кетодинитрофенил-
гидразонов (АФГ и КФГ), оценку работы АОС 
проводили по активности фермента СОД. Для 
характеристики патологических изменений в 
организме, которые могут происходить в резуль-
тате ОМБ, в исследовании определяли маркеры 
эндогенной интоксикации (ЭИ), которыми яв-
ляются олигопептиды (ОП), вещества низкой  
и средней молекулярных масс (ВНСММ) и ката-
болические фракции (КП) этих веществ в плаз-
ме и эритроцитарной массе крови.

Исследования проводили на лаборатор-
ных мышах (130 особей самцов) линии СВА  
в возрасте двух месяцев массой 24±2 г, которые 
содержались в стандартных условиях аттесто-
ванного вивария. Животным опытных групп 
(по 10 особей в каждой) подкожно вводили  
в объёме 0,04 мл нейтрализованные изотони-
ческие растворы МФК в высокой (10–3 мг/кг) 

и низкой (10–15 мг/кг) дозах. Животным кон-
трольных групп (10 особей в 3-суточном и  
20 особей – для усреднения погрешностей те-
кущего содержания животных – в 30-суточ-
ном эксперименте) вводили физиологический 
раствор того же объёма.

Через 3, 6, 12, 18 и 30 суток после введе-
ния растворов МФК у животных для исследо-
вания брали цельную кровь, из которой после 
центрифугирования получали плазму и эри-
троцитарную массу.

Все работы с лабораторными мышами про-
водили согласно принципам гуманного отно-
шения к животным, в соответствии с между-
народными рекомендациями по проведению 
медико-биологических исследований с ис-
пользованием животных [12] и правилами 
лабораторной практики в Российской Феде-
рации [13].

Совокупности полученных эксперимен-
тальных данных в каждой выборке не подчи-
нялись законам нормального распределения, 
что оценивалось по критерию Шапиро-Уилка, 
и обрабатывались методами непараметрической 
статистики [14]. Поэтому результаты исследова-
ния представляли в виде медианы, на основании 
которой считали различия значений в процен-
тах (%) в опытных группах относительно кон-
трольных групп. Интерквартильные размахи 
представлены в виде 25-го и 75-го процентилей. 
Достоверность различий между двумя выборка-
ми оценивали с использованием W-критерия 
Вилкоксона-Манна-Уитни для независимых 
выборок. Критический уровень значимости при 
проверке статистических гипотез в данном ис-
следовании принимали менее 0,05.

В работе для определения изучаемых био-
химических показателей крови лабораторных 
мышей использовали общепринятые методы 
лабораторной диагностики [15], которые были 
адаптированы к биоматериалу мелких грызу-
нов с разработкой и аттестацией соответству-
ющей методики [16]. 

Общий белок определяли спектрофо-
тометрически биуретовым методом Кинг-
слея–Вейксельбаума с регистрацией оптиче-
ской плотности окрашенных белковых ком-
плексов при длине волны 540 нм. После обра-
ботки плазмы крови трихлоруксусной кисло-
той (ТХУ) в супернатанте проводили опреде-
ление олигопептидов в плазме (ОПпл) спек-
трофотометрическим методом Лоури [17] при 
длине волны 750 нм, а в белковом осадке, про-
мытом смесью этилацетата с этанолом и рас-
творённом в подкисленном растворе мочеви-
ны, определяли продукты ПОБ по реакции  
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с 2,4-динитрофенилгидразином [18]. Продук-
ты реакции регистрировали при длинах волн 
270 нм (АФГ или ПОБ

270
), 363 нм и 370 нм 

(КФГ или ПОБ
363+370

). Степень окисленной 
модификации белков выражали в единицах 
оптической плотности (е.о.п.) на 1 мг белка. 
ВНСММ в плазме (ВНСММпл) определяли 
в супернатанте после осаждения крупномо-
лекулярных белков плазмы раствором ТХУ 
путём регистрации спектра поглощения ис-
следуемого раствора на спектрофотометре 
фирмы Janway в ультрафиолетовом диапазо-
не при 238–298 нм с шагом в 1 нм по методу  
М. Я. Малаховой [17]. ОП и ВНСММ в эритро-
цитах (ОПэр и ВНСММэр) определяли анало-
гично их обнаружению в плазме после про-
мывания эритроцитарной массы физиологи-
ческим раствором и осаждения белков ТХУ  
в эритроцитарном супернатанте. Величину 
КП в плазме и эритроцитах (КПпл и КПэр), 
характеризующую накопление веществ ка-
таболического происхождения, равную сум-
ме экстинкций в интервале длин волн 238– 
258 нм, умноженной на шаг волны 4 нм, 
вычисляли при совместном определении 
ВНСММ. Активность СОД в эритроцитах 
определяли по реакции, основанной на спо-
собности фермента конкурировать с нитро-
синим тетразолием (НСТ) за супероксидные 
анионы (мкмоль НСТ на 109 эр/мин), обра-
зующиеся в результате аэробного взаимодей-
ствия НАДН и феназинметсульфата [15]. 

Результаты и их обсуждение

При анализе и обсуждении полученных 
экспериментальных данных рассматривали 

изменения изученных биохимических пока-
зателей крови лабораторных мышей опытных 
групп относительно контрольных групп, дан-
ные для которых приведены в таблице. 

Анализ данных по содержанию ОБ в кро-
ви лабораторных мышей после введения им 
растворов МФК как в высоких, так и в низ-
ких дозах говорил об отсутствии значимых из-
менений: достоверные отличия не превыша-
ли 8–9% в течение всего срока эксперимента.  
На фоне практически нормальных значений 
для ОБ начиная с 12-х суток отмечался посте-
пенный рост как раннего (АФГ), так и позд-
него (КФГ) маркеров окислительной деструк-
ции белков. Содержание АФГ в плазме достиг-
ло максимума через 30 суток после введения 
высоких и низких доз МФК – увеличение на 
29 и 33% соответственно (рис. 1).

Содержание КФГ – маркера глубокого 
окисления белковых полимеров – возросло на 
треть к 18-м суткам после введения МФК как 
в низкой, так и в высокой дозах. Важно отме-
тить, что к 30-м суткам в случае введения вы-
сокой дозы МФК содержание позднего мар-
кера ОМБ снизилось до значений в контроль-
ной группе, а в случае введения низкой дозы 
МФК (10-15 мг/кг), наоборот, произошло уве-
личение содержания КФГ в 1,7 раза. Таким 
образом, процессы ОМБ практически одина-
ковой интенсивности происходили как через 
трое суток, так и через 30 суток после введе-
ния низких доз МФК. 

ОМБ приводит не только к продуктам 
окисления белков, но и к различным стабиль-
ным метаболитам аминокислот и пептидов, ко-
торые в свою очередь вызывают структурные 
перестройки белковых молекул [19]. Таковы-

Таблица
Биохимические показатели окислительной модификации белков и антиоксидантной системы

в крови мышей контрольных групп* (медиана, 25-й и 75-й процентили)

Изучаемый показатель
Контроль (n=10), 

3 суток
Контроль (n=20)**, 

6–30 суток
Общий белок, г/л 56,3 (53,5÷58,4) 60,9 (60,1÷64,0)
Альдегидодинитрофенилгидразоны, е.о.п./г 206 (198÷225) 186 (178÷195)
Кетодинитрофенилгидразоны, е.о.п./г 22,6 (19,6÷25,3) 17,6 (14,0÷23,9)
Олигопептиды в плазме, г/л 0,177 (0,162÷0,203) 0,208 (0,184÷0,259)
Олигопептиды в эритроцитах, г/л 0,137 (0,118÷0,142) 0,109 (0,102÷0,118)
Вещества низкой и средней молекулярных масс
в плазме, е.о.п.

6,87 (5,10÷6,99) 6,42 (5,14÷9,69)

Вещества низкой и средней молекулярных масс
в эритроцитах, е.о.п.

9,03 (7,87÷9,84) 11,5 (9,87÷12,2)

Супероксиддисмутаза, мкмоль НСТ•эритроцитов/мин 91,8 (67,2÷108,5) 79,5 (71,0÷91,0)

Примечания: * – ввиду большого временного интервала между проведением исследований в 3-х и 30-и суточном 
экспериментах использовали свои контрольные группы; ** – для усреднения погрешностей текущего содержания 
животных, ввиду большого срока эксперимента, контрольная группа составляла 20 особей.
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Рис. 1. Изменение содержания АФГ (1), КФГ (2) и ОБ (3)
в крови мышей после введения МФК высокой (А) и низкой (Б) дозы

Примечание: здесь и далее уровень значимости достоверных различий: * – р<0,05, ** – р<0,005, *** – р<0,0005; 
контроль соответствует 100%. 
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Рис. 2. Изменение содержания ОП в плазме (1) и эритроцитах (2), ВНСММ в плазме (3)
и эритроцитах (4) крови мышей после введения МФК высокой (А) и низкой (Б) дозы
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ми являются олигопептиды и различной при-
роды ВНСММ. 

После введения МФК, независимо от уров-
ня дозы (10–3 или 10–15 мг/кг), через 3-е суток 
содержание ОП в плазме было в 1,4–1,9 раза 
выше контроля (рис. 2) и резко снижалось  
к 6-м суткам (особенно в плазме – в 1,5– 
2 раза). При этом после введения высоких доз 
МФК содержание ОП в плазме оставалось на 
17–20% ниже нормы и через 12 и 18 суток 
при повышенном содержании ОП в эритроци-
тах. Такое распределение ОП между плазмой  
и эритроцитами, для которых характерны за-
щитные функции, скорее всего, указывает на 
достаточную сорбционную ёмкость эритроци-
тов по отношению к эндотоксинам.

Данные об изменении содержания ОП  
в плазме и эритроцитах крови мышей опыт-
ных групп к 30 суткам после введения высоких  
и низких доз МФК позволили сделать вывод  
о нормализации процессов образования ОП: 
содержание ОП в плазме и эритроцитарной 
массе не отличалось от нормальных значений 
крови мышей контрольных групп (рис. 2). 

На протекание адаптивных процессов  
в организме мышей опытных групп, приво-
дивших к нормализации основных биохими-
ческих показателей, указывали и другие мар-
керы эндогенной интоксикации – ВНСММ  
в плазме и эритроцитах. После введения МФК 
в дозе 10-3 мг/кг уровень ВНСММ в плазме 
и эритроцитах незначительно отличался от 
нормальных значений, а после введения МФК 
в дозе 10-15 мг/кг изменения в содержании 
ВНСММ в плазме были особенно значитель-
ны (повышены в 1,4–1,8 раза) на протяжении 
эксперимента до 18-х суток. Уровень катабо-
лического пула ВНСММ плазмы, значительно 
(в 1,5–3,5 раза) повышенный через 3-е суток 
после введения МФК, к 6-м суткам при вве-
дении низких доз МФК и к 12-м суткам при 
введении высоких доз МФК вернулся к норме,  
а к концу месячного срока эксперимента даже 
уменьшился. Достоверное повышение содер-
жания ВНСММ в эритроцитах крови мышей 
при отсутствии отличий в плазме через 30 су-
ток после введения МФК как в высокой, так 
и низкой дозах может свидетельствовать о на-
рушении процессов десорбции эндотоксинов 
эритроцитами в печени.

Изменение активности СОД в сроки экс-
перимента от 3-х до 30-и суток не всегда кор-
релировало с изменением содержания в кро-
ви опытных групп мышей продуктов ПОБ  
и маркеров эндогенной интоксикации. Так, 
после введения мышам высокой дозы МФК 

через 3-е суток повышенная активность СОД, 
участвующей в утилизации супероксидно-
го анион-радикала кислорода, соответствова-
ла норме альдегидопроизводных и понижен-
ному уровню кетопроизводных белковых мо-
лекул; через 18 суток содержание продуктов 
ПОБ было достоверно увеличено даже при 
повышенной активности СОД; через 30 суток 
концентрация АФГ (раннего маркера ОМБ) 
оставалась повышенной на 30% при мини-
мизировании отличий в содержании других 
маркеров ЭИ в крови опытных и контрольных 
групп животных.

После введения МФК в низкой дозе через 
6, 12 и 18 суток при повышенной активности 
СОД в среднем на 30% процессы перекисно-
го окисления белков протекали без особен-
ностей (уровни АФГ и КФГ мало отличалось  
от контрольных значений) (рис. 3). 

Через 3-е и 30 суток после инъекции рас-
твора МФК в дозе 10-15 мг/кг концентрации 
АФГ и КФГ в плазме крови мышей увеличи-
вались значительно и практически одинако-
во – в 1,3 (АФГ) и 1,7 раза (КФГ). Такой рост 
продуктов ПОБ через 30 суток после введения 
МФК может свидетельствовать о срыве адап-
тивных механизмов, обеспечивающих рабо-
ту АОС. 

Таким образом, результаты выполненной 
работы показали, что разовое подкожное вве-
дение самцам лабораторных мышей такого 
специфического поллютанта как МФК, про-
воцирующего в организме состояние окисли-
тельного стресса, сопровождалось активаци-
ей перекисного окисления белков, содержа-
ние продуктов которого было повышено даже 
через 30 суток после введения МФК. Причём 
глубина изменений биохимических показате-
лей ПОБ более выражена при введении МФК 
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Рис. 3. Изменение активности СОД в плазме 
крови мышей после введения 

МФК в высокой (1) и низкой (2) дозах
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в низкой дозе 10-15 мг/кг массы животного. 
Однако в то же время наблюдалась норма-
лизация маркеров эндогенной интоксика-
ции и активности СОД, свидетельствующая 
о возможности восстановления резервно-
адаптационных возможностей организма ла-
бораторных мышей.

На основании полученных результатов 
для дальнейшего изучения в качестве биомар-
керов присутствия фосфорорганических сое-
динений типа метилфосфонатов в природных 
средах можно рекомендовать продукты ПОБ, 
ОП и ВНСММ в плазме и эритроцитах, наря-
ду с активностью СОД, как наиболее инфор-
мативные показатели.
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