
DOI 10.37882/2223–2966.2023.04–2.15

КОНЦЕНТРАЦИЯ АКТИВНЫХ ФОРМ КИСЛОРОДА В БИОЛОГИЧЕСКИХ 
СРЕДАХ ОРГАНИЗМА ПРИ ИНТОКСИКАЦИИ ФУНГИЦИДОМ ТИРАМ

Королев Владимир Анатольевич,

Д.б.н., профессор, ФГБОУ ВО КГМУ (Курск)
medecol1@yandex.ru

Седых Анастасия Валерьевна,

Ассистент, ФГБОУ ВО КГМУ (Курск)
turquoise95@mail.ru

Потенко Владимир Владимирович,

Д.б.н., доцент, ГомГМУ (Гомель)
gsmu@gsmu.by

Фелькер Елена Викторовна,

К.м.н., доцент, заведующая кафедрой 
ортопедической стоматологии ФГБОУ ВО КГМУ (Курск)

felkerev@kursksmu.net
Ячменева Лилия Александровна,

Ассистент, ФГБОУ ВО КГМУ (Курск)
yachmenevala@kursksmu.net

Королев Егор Владимирович,

ФГБОУ ВО КГМУ (Курск)
korolevva@kursksmu.net

Аннотация. Поступление тирама с пищевой продукцией в ткани, органы 
животных и человека может приводить к активации процессов свободно-
радикального окисления, за  счет накопления активных форм кислорода 
(АФК). Цель исследования: Определение концентрации активных форм 
кислорода в биологических средах организма при интоксикации фунгици-
дом тирам. В данной публикации исследовано влияние интоксикации ти-
рамом на количественные содержания активных форм кислорода (ROS). 
Моделирование субхронической интоксикации сопровождалось значи-
мым увеличением содержания ROS во всех проанализированных средах 
организма. Таким образом, нами показано, что усиление образования 
свободных радикалов происходит вследствие поступления в  организм 
микроколичеств фунгицида тирам.
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Введение

Внастоящее время широкое применение в  аг-
ропромышленном комплексе (АПК) получил 
пестицидный препарат тирам (тетраметилтиу-

рамдисульфид, ТМДТ), который относится к классу фун-
гицидов с  контактным механизмом действия, II класса 
опасности [13]. Токсикант обладает высокой экономи-
ческой эффективностью применения, однако способен 
проявлять высокие кумулятивные, токсические свой-
ства и сохраняться в продуктах переработки агрокуль-

тур до полутора лет, в связи с чем представляет эколо-
гическую опасность [17].

Поступление тирама в ткани, органы животных и че-
ловека приводит к  активации процессов свободнора-
дикального окисления и как следствие, к образованию 
свободных радикалов (СР), в том числе в виде реактив-
ных форм кислорода (ROS) [1; 4; 15]. Это показатель, 
объединяющий радикальные и  нерадикальные про-
изводные активного кислорода [18]. В концентрациях, 
превышающих физиологические, радикальные соеди-
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нения являются высокотоксичными для биологических 
систем всех уровней, от молекулярного до организмен-
ного. Являясь химически активными соединениями, 
свободные радикалы вступают в реакции с молекулами 
различной химической природы и  вызывают деграда-
цию структурных белков и  липидов клеточных мем-
бран, ингибирование ферментов, изменение структуры 
и функциональных свойств гормонов и их рецепторов 
[5; 6; 11]. Чрезмерное накопление АФК сопровождается 
разрушением многих компонентов антирадикальной 
защиты, особенно белковой природы, что ведет к даль-
нейшему повышению уровня свободнорадикальной 
реакции. АФК, генерируемые внутриклеточно, а также 
проникающие внутрь через мембрану, являются пуско-
вым фактором индукции апоптоза [8; 14] .

Если скорость образования активных форм кисло-
рода (АФК) превышает способность клетки к  деток-
сикации происходит формирование окислительного 
стресса. Одним из важнейших следствий повышенного 
образования ROS является избыточная и  неконтроли-
руемая, в этих условиях, активация процессов перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ) [17] .

Материалы и методы  
исследования

Исследование проводилось на  50 крысах-самцах 
линии Вистар массой 200–220 грамм. В  эксперименте 
животные были разделены на  5 групп [3]. 1 группа  — 
здоровые, интактные крысы, которые являлись биоло-
гическим контролем. 2, 3, 4 и  5 группы получали фун-
гицид вместе с гранулированным кормом в дозе 8 мг/
кг, что является 1/50 LD50, в течение 28 дней. Гранулы 
комбикорма измельчали в  фарфоровой ступке до  по-
рошкообразного состояния, добавляли 2 мл дистил-
лированной воды и  взвешенный тирам, формировали 
гранулы и  сушили на  открытом воздухе в  течение 12 
часов. Таким образом, интоксикация достигалась путем 
естественного кормления исключая физиологический 
стресс при проведении эксперимента.

Расчет дозы пестицида тирам выполнялся исходя 
из токсикологических данных: ЛД50 для крыс составля-
ет 400 мг/кг. В связи с тем, что в эксперименте исполь-
зовались дозы 1/50 ЛД50, то после расчета доза соста-
вила 8 мг/кг [7] .

Для исследования отбирали  — плазму крови, эри-
троцитарную массу, гомогенат печени, ротовую жид-
кость и  парадонт экспериментального животного. 
Забой осуществляли декапитацией животных под 
эфирным наркозом. Забор крови производили с  по-
мощью пункции сердца. Кровь собирали в  микроцен-
трифужные пробирки с  гепарином (25 ед/мл), а  затем 

центрифугировали при 4  °C на  3000 об/мин в  течение 
15 мин. Надосадочную жидкость содержащую плазму 
отбирали для дальнейшего анализа в  микроцентри-
фужные пробирки объемом 50 мкл. Осадок эритроци-
тов ресуспендировали в  10,0 мл охлажденного 0,9% 
раствора NaCl, затем клетки осаждали путем центрифу-
гирования при 2000 об/мин в  течение 5 мин. В  после-
дующем эритроциты трижды промывали раствором 
0,9% NaCl. Плотный осадок эритроцитов использовали 
для дальнейшей работы. Для получения гомогената 
печени забирали часть органа, отмывали его от крови 
холодным 0,9% раствором хлорида натрия в  течение 
35–50 секунд. Перед исследованием печень и парадонт 
взвешивали, затем измельчали и  гомогенизировали 
с помощью пестикового гомогенизатора, добавляя при 
этом 0,1 М калий-фосфатный буфер с рН 7,4, предвари-
тельно охлажденный до 0 °C, в соотношении «ткань-бу-
фер» 1:6. Из полученных гомогенатов проводили отбор 
проб для дальнейших исследований. Пробы хранили 
при температуре –80  °C (низкотемпературный моро-
зильник SUFsg 5001, Liebherr), в  лабораторной зоне 
без дальнейшей транспортировки. Нестимулирован-
ная ротовая жидкость была получена путем её забора 
с помощью микропипетки в чистую пробирку, которую 
центрифугировали 20 минут на  1500 об/мин. Ротовую 
жидкость забирали и помещали в микроцентрифужные 
пробирки, в объеме 50 мкл.

Исследования проводили с  соблюдением принци-
пов, изложенных в  Конвенции по  защите позвоноч-
ных животных, используемых для экспериментальных 
и других целей (г. Страсбург, Франция, 1986).

После забора и пробоподготовки биообьектов было 
проведено лабораторное исследование, включающее 
определение ROS. Для исследования использовался 
следующий набор: OxiSelectтм In Vitro ROS/RNS Assay 
Kit (Green Fluorescence), STA-347, 96 assays (Cell Biolabs, 
USA). Для проведения интоксикации использовали ти-
рам (137–26–8) чистотой 97% (Sigma-Aldrich, USA) .

Определение ROS

Анализ проводили с  использованием набора реа-
гентов фирмы Cell Biolabs на микропланшетном ридере 
Varioscan Flash (Thermo Fisher Scientific, USA) при дли-
не волны 480 нм. Концентрацию перекиси водорода 
в опытных пробах определяли по калибровочной кри-
вой.

Статистический анализ. Для анализа данных исполь-
зовались методы стандартной статистики. Для выявле-
ния статистических гипотез был использован критерий 
Стьюдента. Пороговый уровень статистической значи-
мости принимали равным 0,05.
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Результаты

В  результате анализа полученных данных экспери-
мента было определено количественное содержание 
ROS (табл. 1) .

Содержание ROS увеличивалось во всех проанали-
зированных биологических средах на протяжении все-
го периода экспериментальной интоксикации тирамом. 
Максимальные изменения исследуемого показателя 
были отмечены в  группе 5. В  плазме крови значение 
ROS увеличилось в 3,26 раза (p<0,001), в эритроцитар-
ной массе крови  — в  1,42 раза (p<0,05), в  гомогенате 
печени лабораторных животных — в 1,41 раза (p<0,05), 
в ротовой жидкости — в 2,04 раза (p<0,001), в пародон-
те  — в  1,47 раза (p<0,05), в  сравнении со  значениями 
группы контроля.

Заключение

АФК могут быть образованы при токсическом влия-
нии тирама. Клетка защищает себя от накопления ROS 
с помощью многих сложных систем. Эти системы вклю-

чают индуцируемые различные антиоксидантные фер-
менты, которые подавляют образование свободных 
радикалов. При ежедневном введении тирама на про-
тяжении 28-и суток отмечалось значительное увеличе-
ние содержания ROS (р<0,05).

Многими исследователями показано, что проведе-
ние пестицидной интоксикации приводит к  постепен-
ному снижению активности ферментативного звена 
антиоксидантной защиты организма, что вероятно на-
рушает процесс перехода H2O2 в  H2O [2; 12]. Накопле-
ние H2O2, влечет за  собой высокое производство ОН 
радикалов, что в свою очередь подтверждается увели-
чением значения ROS в  течение всего периода инток-
сикации [9]. Блюм и Фридович (1985) обнаружили, что 
активность ферментов глутатионового семейства мо-
жет быть инактивирована в  условиях окислительного 
стресса супероксид-анионом и токсичными лигандами, 
такими как малоновый диальдегид, которые могут ча-
стично подавляют активность ферментов, вследствие 
чего происходит чрезмерное образование и  накопле-
ние свободных радикалов, в  частности реактивных 
форм кислорода [16] .
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крови
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с контрольной группой, *** — p<0,001 по сравнению с контрольной группой.

Note: * — p <0.05 compared with the control group; ** — p <0.01 compared with the control group;  
*** — p <0.001 compared with the control group.
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