
 
 

Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение  

высшего образования «Тверской государственный технический университет» 

 

 

На правах рукописи 

 

 

Шувалова Наталья Евгеньевна 

 

 

Биотехнологические аспекты определения 

токсичности пестицидов на клеточных и 

организменных тест-системах 
 

 

 

03.01.06 Биотехнология (в том числе бионанотехнологии) 

 

 

 

ДИССЕРТАЦИЯ 

на соискание ученой степени 

кандидата биологических наук 

 

Научный руководитель 

к.б.н., доцент Прутенская Е.А. 

 

 

 

 

Тверь - 2021 



2 
 

УСЛОВНЫЕ ОБОЗНАЧЕНИЯ 

2,4-Д – дихлорфеноксиуксусная кислота 

EPSP-синтазы - 5-еноилпирувоил-шикимат-3-фосфат синтетаза 

АМФК - аминометилфосфоновая кислота 

ВЭЖХ - высокоэффективная жидкостная хроматография 

СО – стандартный образец 

СОП - стандартный образец предприятия 

ФОС – фосфорорганические соединения 
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ВВЕДЕНИЕ 

Средства химической защиты растений являются доминирующим 

направлением в сельском хозяйстве для повышения урожайности культурных 

растений. Наибольшую опасность представляет использование гербицидов в 

качестве десиканта в предуборочный период. Как результат, остаточные 

количества гербицидов обнаруживаются в сельскохозяйственных культурах, в 

объектах окружающей среды, тканях животных и биоматериале человека. С 

целью оценки токсического воздействия загрязняющих веществ применяют 

биотестирование. Преимущество биологических систем заключается в 

способности быстро дать представление об опасности химических веществ для 

организма и окружающей среды. 

Интерес к биотестированию способствовал изучению новых тест систем 

на клеточном и организменном уровне и их тест-функций. Ответные реакции 

тест-объектов включают интегральные параметры: изменение 

морфологических показателей, выживаемость, рост, воспроизводство 

потомства и др. Одним из основных требований к тестируемым объектам 

является возможность получения культур из генетически однородных 

организмов, кроме того они должны быть распространены в окружающей среде 

и иметь значение для развития экосистемы, чувствительны к начальным 

экологическим изменения, безвредны, экономичны. 

С целью определения экологического состояния почвы при 

биотестировании в качестве тест-объектов используют дождевых червей. Черви 

обладают ответной реакцией на различные химические вещества, попадающие 

в почву в результате деятельности человека. Биотестирование основано на 

контактном и кишечном воздействии веществ на организм животного. 

Рачки дафний D. magna, рыбы, инфузории являются акватории, поэтому 

получили широкое применение в биотестировании водных объектов. 

Воздействие различных веществ определяется изменением морфологических 

параметров тест-объекта, выживаемости и способности воспроизвести 
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потомства. 

Млекопитающих получили широкое применение в биотестировании 

продуктов питания, лекарственных препаратов, кормов и кормовых добавок. 

Данный тест-объект дает возможность определять действие химических 

веществ на отдельные органы, организм в целом, наблюдать за несколькими 

поколениями животных при постановке эксперимента, а также изучать 

терапевтическую эффективность многих лекарственных препаратов и вакцин. 

Цели и задачи исследований. Цель работы – изучение токсичности 

гербицидов на Stylonychia mytilus и оценка воздействия глифосата, 

содержащегося в различных объектах окружающей среды, на клеточном и 

организменном уровне. 

В соответствии с поставленной целью были определены следующие 

задачи: 

1) Изучить подходы биотестирования гербицидов с помощью различных 

биологических тест-объектов на основании литературных источников. 

2) Определить оптимальное количество простейших для проведения 

биотестирования (клопиралид, 2,4-Д, глифосата). 

3) Определить чувствительность культуры Stylonychia mytilus к 

гербицидам на примере клопиралида, 2,4-Д, глифосата. 

4) На основе полученных данных оценить возможность использования 

культуры Stylonychia mytilus как тест-объекта для контроля безопасности 

водной и почвенной среды. Провести биотестирование почвы различного 

гранулометрического состава с помощью Stylonychia mytilus. 

5) Определить токсичность глифосата на микробиоту почвы. 

6) Провести эксперимент на лабораторных мышах по изучению 

хронической токсичности глифосата на жизнедеятельность животных и их 

репродуктивную функцию. 

7) Оценить токсичность гербицида глифосата на патоморфологические 

изменения в организме лабораторных животных. 
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8) Изучить влияние длительной интоксикации животных глифосатом на 

биохимические показатели крови. 

Научная новизна работы. Определена оптимальная численность 

инфузорий при биотестировании и установлена возможность использования 

простейших Stylоnychia mytilus как тест-объектов при исследовании 

токсического действия гербицидов. Экспериментальным путем определена 

минимальная концентрация гербицидов, не подавляющая рост клеток 

стилонихий.  

Впервые проведено биотестирование почвы с использованием Stylоnychia 

mytilus, с содержанием глифосата, фактически применяемом при обработки 

сельскохозяйственных культур. 

При биотестировании было установлено, что в качестве ответной реакции 

на гербицидное загрязнение происходят отклонения на клеточном уровне в 

виде изменения морфологических параметров клетки Stylоnychia mytilus.  

Экспериментально подтверждено, что содержание гербицида в зерне в 

остаточных количествах (7, 14, 28 мг/кг) вызывает угнетение функции 

репродуктивной системы опытных животных, негативно воздействует на 

жизнеспособность потомства. В результате исследований установлены 

патоморфологические признаки хронического отравления лабораторных 

животных. Обнаружены морфологические изменения в печени и отделах 

кишечника опытных животных. Впервые изучено воздействие остаточного 

количества глифосата, при длительной интоксикации, на качественные и 

количественные изменения форменных клеток периферической крови. 

Показано цитотоксическое воздействие на эритроциты крови. 

Практическая значимость. В ходе проведенных исследований 

установлена чувствительность стилонихий к различному содержанию 

гербицидов в водных растворах. Полученные данные позволяют предложить 

Stylоnychia mytilus в качестве тест-объекта при исследовании сточных вод к 

пестицидному загрязнению при производстве химических веществ. 
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Сформулированные в работе подходы по биотестированию почвы, 

позволяют применить полученные данные при определении токсичности почв, 

в случае применения глифосата при выращивании сельскохозяйственных 

культур. 

Экспериментальные данные по определению хронической пестицидной 

интоксикации лабораторных животных при содержании глифосата в зерне в 

количестве 7, 14, 28 мг/кг позволяют получить более полную и объективную 

информацию о неблагоприятном воздействии глифосата. Данные о токсичности 

глифосата могут быть использованы в практических целях при установлении 

допустимого уровня загрязнения природных объектов. 

Культура Stylonychia mytilus используется при проведении лабораторных 

занятий по дисциплине «Химическая и биологическая безопасность пищевых 

продуктов питания» специальности 19.03.01 «Биотехнология». 

На защиту выносятся: 

1) Stylonychia mytilus может быть использована в качестве тест-объекта 

для определения токсичности гербицидов в водных растворах. 

2) Установлены концентрации исследуемых пестицидов, при которых 

отмечается достоверная гибель тест-культуры через 24 часа. 

3) В ходе работы выявлены существенные изменения морфологических 

параметров тест-культуры при действии испытываемых веществ. 

4) Относительная низкая токсичность почв на Stylonychia mytilus 

объясняется характером взаимодействия между фоновым приоритетным 

загрязнителем и частицами почвы. 

5) В хроническом эксперименте наблюдается выраженный эффект 

подавления фертильности у мышей, морфологические изменения 

паренхиматозных органов, а также количественные и качественные изменения 

форменных клеток крови.  

Апробация работы. Материалы диссертации были представлены на 

научных конференциях и съездах, среди которых: VI Международная научно-
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практическая конференция «Биотехнология: наука и практика» (Ялта, Россия, 

2018); Всероссийская конференция с международным участием и элементами 

научной школы для молодежи «Экотоксикология – 2018» (Тула, , 2018); 

Научно-практическая конференция обучающихся «Теоретические 

исследования и экспериментальные разработки студентов и аспирантов 

ТвГТУ» (Тверь, Россия, 2019); VIII Международная научно-практическая 

конференция «Биотехнология: наука и практика» (Ялта, Россия, 2020); IV 

Международная конференция «AGRITECH-IV-2020: Агробизнес, 

экологический инжиниринг и биотехнологии» (Красноярск, Россия, 2020); 20-я 

Международная научная Геоконференция SGEM 2020 (Албена, Болгария, 

2020); Международная научная конференция «Актуальные вопросы 

органической химии и биотехнологии» (Екатеринбург, Россия, 2020). 

Личный вклад автора. Автор принимал личное участие на всех этапах 

исследования. Выполнены постановка цели и задач исследований, обобщены 

литературные данные. Проведено культивирование стилонихий, подобраны 

условия подготовки водных и почвенных объектов, проведен эксперимент по 

биотестированию на стилонихиях. Непосредственно автором был проведен 

эксперимент по изучению хронической интоксикации глифосатом на 

лабораторных животных. Осуществлены микроскопические исследования 

препаратов крови и гистологических препаратов печени. Выполнен анализ 

полученных экспериментальных данных. 

Публикации результатов исследований. По материалам диссертации 

опубликовано 9 печатных работ, в том числе 2 работы в изданиях, входящих в 

международную реферативную базу данных Scopus, 2 работы в изданиях из 

рекомендованного перечня ВАК Минобрнауки РФ. 

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 137 

страницах печатного текста, состоит из введения, трех глав, заключения и 

списка литературы. Работа содержит 22 таблицы, 26 рисунков и фотографий. 

Список использованной литературы включает 186 работы, в том числе 146 

отечественных и 40 зарубежных авторов. 
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1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

1.1 Практическое применение гербицидов 

В настоящее время применение гербицидов является неотъемлемой 

практикой в сельском хозяйстве [1 - 4]. Естественные причины, изменение 

сообщества сорных растений на возделываемых землях в результате 

применения пестицидов, и выращивание трансгенных культурных растений, 

все это приводит к увеличению количества используемых гербицидов, их 

широкому ассортименту и поиску новых классов химических веществ [2, 5 - 8]. 

В случае культивирования генетически устойчивых сельскохозяйственных 

культур, применение гербицидов возможно на протяжении всего периода роста 

культурного растения, а также в предуборочный период [5, 9].  

Гербициды могут применяться двумя способами, путем опрыскивания 

вегетирующих растений или непосредственно почву. В первом случае до 30% 

гербицида попадает на вегетативную часть растения, все остальное проникает в 

почву. Во втором случае химическое вещество полностью поступает в почву 

[10]. В результате многократного применения пестицидов происходит их 

накопление в почве. Дальнейшее преобразование гербицидов в окружающей 

среде зависит от многих факторов: сорбционной способности почвы, 

влажности, температуры почвы, сообщества почвенных бактерий, способности 

гербицида к фото- и химическому разложению, биодеградации и т.п. 

Некоторые гербициды адсорбируются необратимо на частицах почвы, другие 

не способны образовывать стабильных комплексов, вследствие чего мигрируют 

по слоям почвы, и попадают в поверхностные и грунтовые воды [11]. В 

результате, остаточные количества гербицидов обнаруживают в объектах 

окружающей среды, кормах, продуктах питания, в тканях животных и 

биоматериале людей (моче, грудном молоке) [5]. Из-за не соблюдения норм 

применения гербицидов в России, считается, что ежегодно умирает 14 000 

человек, а в 700 000 случаев пестициды являются причиной заболеваний [12]. 
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Загрязнение гербицидами окружающей среды является экологической 

проблемой не только в России, но и во всем мире [5]. 

Препараты гербицидов на территории Российской Федерации 

представлены в виде более 400 наименований, которые включают 21 

действующее вещество [13]. Наиболее востребованными гербицидами  

являются производные фосфоновой кислоты (глифосаты) и производные 

хлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д). Глифосаты занимают 1/3 мирового 

объема применения в сравнении с другими гербицидами. 

1.2 Гербицид неселективного действия - глифосат 

1.2.1 Основные свойства гербицида, механизм действия 

Глифосат является наиболее перспективным гербицидом. Выведение 

генетически модифицированных культур, устойчивых к глифосату, 

способствовало многократному увеличению его применения в сельском 

хозяйстве [5, 14, 15]. Глифосат системный (неселективный) гербицид широкого 

спектра действия. Химическое наименование глифосата-N-(фосфонометил) 

глицин (C3H8NО5P): 

 

 

 

 

 

Основное действие глифосата – блокировка ферментов растений, 

участвующих в биосинтезе аминокислот и белков [16]. Например, глифосат 

ингибирует EPSP-синтазы (5-еноилпирувоил-шикимат-3-фосфат синтетаза), 

блокирует синтез хоризмата, который является предшественником в синтезе 

ароматических аминокислот (фенилаланин, тирозин, триптофан) в растениях, 

это приводит к дефициту белков, жизненно необходимых для роста и развития 

растений [5, 10, 17 - 21]. 
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Содержание гербицида в коммерческих препаратах колеблется от 360 до 

500 г/л глифосата кислоты. Он представлен следующими наименованиями 

коммерческих препаратов: Торнадо, Тайфун, Истребитель, Рап, Раундап, 

Глифоган, Глифор и др. [22]. Для увеличения проникновения глифосата внутрь 

клетки растения, за счет изменения проницаемости мембраны, его применяют 

совместно с поверхностно-активными веществами [5, 15, 23]. К наиболее 

эффективным и часто используемым вспомогательным веществам, 

добавляемым к препаратам глифосата, относят полиоксиэтиленалкиламин, 

пропиленгликоль, глицерин, бензойная и сорбиновая кислоты, парафин на 

основе нефтяных масел и др. [5]. 

1.2.2 Глифосат в окружающей среде 

Глифосатсодержащие препараты широко применяются, как регуляторы 

сорной травы в виноградниках, оливковых рощах, фруктовых садах, при 

облагораживании городских и промышленных территориях [23, 24], для 

уничтожения культур, которые используются для изготовления наркотиков, 

произрастающие в Колумбии, применяется в карантинных мероприятиях перед 

ввозом в Австралию и Новую Зеландию продукции растительного 

происхождения, в предуборочный период. Гербициды вносят в водоемы для 

уничтожения растительности и устранения «цветения» воды [5]. 

Сельскохозяйственные культуры, обработанные глифосатсодержащими 

препаратами, используют без ограничения при производстве продуктов 

питания, кормов для животных. 

Пестициды смываются дождями в канавы, реки и ручьи, попадают в 

поверхностные и грунтовые воды, которые используются, как главный 

источник запаса питьевой воды [24]. Европейские Информационные Центры 

опубликовали результаты мониторинга поверхностных вод  в период с 1993-

2009 год на предмет исследования остаточного количества глифосата. Глифосат 

может распространяться на большие расстояния (до нескольких километров) от 
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места применения [25, 26]. Было исследовано более 50 000 образцов 

поверхностных вод, глифосат был найден в 29% из этих образцов. Остатки 

продукта разложения глифосата в виде аминометилфосфоновой кислоты 

(АМФК) были обнаружены в 50% проб. Превышение предельно допустимой 

концентрации глифосата для питьевой воды (0,1 мкг/л) было обнаружено у 270 

образцов (0,7%) [24].  

В статье [27] представлены данные об уровнях остатков глифосата в 

объектах окружающей среды (природных и поверхностных водах, почве, частях 

растений). Было обнаружено, что остаточные количества гербицида в 

природных водах достигает 1,7 мг/л. В тоже время, предельно допустимая 

концентрация глифосата для воды в водоемах составляет 0,02 мг/л [28]. 

1.2.3 Пути трансформации гербицидов 

Разложение гербицидов в естественных условиях протекают по 

нескольким направлениям: фоторазложение, химический гидролиз, 

биологическое разложение. Направления трансформации гербицидов 

представлены на рисунке 1.1. 

 

 

 

 

 

Рисунок 1.1 - Факторы, влияющие на разложение гербицидов 

 

В почвах основной путь деградации химических веществ - 

микробиологическое разложение. Микробная деградация в значительной 
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кислотности почвы микробная деградация ингибируется, что позволяет 

некоторым гербицидам сохранять свою молекулярную структуру [29, 30]. 

Низкая температура и влажность почвы, также затрудняет процесс 

микробиологического разложения. 

Большинство гербицидов растворимы в воде, что способствует их 

связыванию с частицами почвы при определенных условиях, особенно в 

глинистых. Они взаимодействуют с катионами поливалентных металлов, 

образуя комплексы, либо с разнородной поверхностью твердой фазы почвы в 

результате молекулярной сорбции. Сорбционные процессы протекают 

интенсивнее с увеличением органических веществ в почве. Гербициды могут 

вымываться водой из песчаных почв или годами находиться в почвах с 

высоким содержанием глины [31]. 

В лабораторных условиях, под воздействием ультрафиолетового 

излучения, гербициды способны разрушаться, но в тоже время в естественных 

условиях фоторазложение может не наблюдаться. Это связано с отсутствием 

достаточного уровня ультрафиолетового излучения от солнца в полевых 

условиях. 

1.2.4 Деструкция глифосата микроорганизмами 

Интенсивное использование глифосата способствует повышению 

интереса к изучению поведения гербицида в окружающей среде. Он устойчив к 

фото- и химической деградации [27], главный путь деградации глифосата – 

микробиологическое разложение [17, 27]. 

Для изучения механизма деградации глифосата используются 

микроорганизмы-деструкторы, выделенные из почвы загрязненной 

гербицидами, или активного ила. Например, в работе М.Г. Жариков [32] 

описывает выделение штаммов бактерий, способных разлагать глифосат, из 

загрязненной почвы гербицидом. Для выделения микроорганизмов 

осуществляли экстракцию из почвы и последующее культивирование в жидкой 
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среде с добавлением глифосата в качестве источника углерода и фосфора. В 

результате исследования выявлены и идентифицированы два вида 

микроорганизмов, относящиеся к семействам Cоrinobacterium (штамм Z-1) и 

Micrococcus (Z-2). Другими учеными выделены и идентифицированы 

микроорганизмы из активного ила очистных сооружений Chryseomonas luteola, 

Aeromonas salmonicida subsp. аchromogenes, способных ассимилировать 

алкильный радикал (-СН3) изопропилового эфира метилфосфоновой кислоты 

[33]. 

В научных работах [5, 34 - 37] представлены несколько основных путей 

микробиологического разложения пестицида. Первый путь деградации 

протекает с расщеплением связи С-Р. Называют С-Р лиазный путь. 

Первичными продуктами разложения являются саркозин и неорганический 

фосфор Рi. Лиазный механизм расщепления глифосата недостаточно изучен и 

охарактеризован. В окружающей среде описанный механизм метаболизма 

возможен при дефиците внеклеточного неорганического фосфора, что не 

характерно для природных экосистем [34]. Механизм процесса представлен на 

рисунке 1.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 1.2 - Механизм трансформации с образованием  саркозина и неорганического 

фосфора Рi 
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В данном процессе разрушения гербицида участвуют бактерии, которые 

используют глифосат в качестве источника фосфора, к ним относятся 

Escherichia coli, Arthrobacter sp. GLP-1, Achrоmоbacter sp. MPS 12A, 

Pseudоmоnas sp. 4ASW, Pseudоmоnas sp. GLC11. Pseudоmоnas sp. PG2982, 

Streptomyces sp. StC [34]. 

Второй путь биодеградации является наиболее распространенным, и 

протекает с образованием глиоксилата и аминометилфосфоновой кислоты. 

Механизм деградации гербицида связан с расщеплением C-N связи, 

представлен на рисунке 1.3. К микроорганизмам-деструкторам, находящимся в 

окружающей среде (почве, активном иле очистных сооружений), относятся 

Achrоmоbacter sp. LW9, Arthrobacter atrocyaneus ATCC 13752,  Flavоbacterium 

sp. GD1, Оchrоbactrum anthrоpic GDОS, Оchrоbactrum anthrоpic GPK 3, 

Оchrоbactrum anthrоpic LBAA, Оchrоbactrum anthrоpic S5, Pseudоmоnas sp. LBr, 

Aspergillus niger, Penicillium chrysоgenum и др. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 1.3 - Биодеградация глифосата с образование аминометилфосфоновой кислоты и 

глиоксилата, характерная для большинства бактерий-деструкторов  
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В статье [38] показана способность адаптации актиномицетов к 

токсичности метилфосфоновой кислоты, и возможность мицелиальных 

прокариот использовать в качестве микроорганизмов-деструкторов.  

Изучен новый путь разложения глифосата с помощью бактерий 

Оchrоbactrum anthrоpic GPK 3 [34]. Данный путь деградации представлен на 

рисунке 1.4. 

В работе [39] изучено в модельном опыте влияние бактерий родов 

Pseudomonas и Proteus на расщепление глифосата. Показана взаимосвязь между 

глифосатом при различных концентрациях и количеством колониеобразующих 

бактерий в жидкой среде, а также способность бактерий инактивировать 

гербицид. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 1.4 - Метаболизм глифосата бактериями Оchrоbactrum anthrоpic GPK 3 
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Естественный процесс биодеградации в природных условиях в основном 

протекает по пути образования основного метаболита, которым является 

АМФК [25, 27, 34, 40]. Скорость разрушения гербицида зависит от микробного 

сообщества, сорбционной способности почвы [27], кислотности и температуры 

почвы [32]. Кроме того, деградация глифосата в воде протекает медленнее, чем 

в почве. 

1.2.5 Остаточные количества глифосата в пищевой продукции и кормах 

Вследствие того, что гербицид в почве находится в связанном состоянии, 

основной путь проникновения является клеточная мембрана листьев. 

Поверхностно-активные вещества и вода, входящие в состав рецептуры 

коммерческих препаратов, увеличивают скорость диффузии глифосата 

вовнутрь растения. Основным продуктом метаболизма в растениях, 

чувствительных к гербициду, и генетически модифицированных является также 

аминометилфосфоновая кислота. В дальнейшем она может неселективно 

связываться с аминокислотами и белками, образуя малоподвижные комплексы. 

В тоже время, количество метаболитов глифосата зависит от скорости 

распределения его в растениях и длительности образования 

аминометилфосфоновой кислоты. Глифосат, находясь в связанном состоянии с 

коллоидными частицами почвы, проявляет иммобильность по отношению к 

растениям, проникновение через корневую систему составляет менее 1% [34]. 

Глифосат обнаружен в зерне хлебных злаков и бобах в количестве от 0,2 

до 4,8 мг/кг, в муке пшеницы 0,16 мг/кг, в пиве на уровне 0,05 мг/кг или ниже. 

Гербицид не разрушается при производстве хлеба, пива, и основное снижение 

остаточного количества гербицида происходит за счет технологического 

разбавления. Обнаружены остаточные количества глифосата и АМФК в соевых 

бобах в количестве от 0,27-17 мг/кг [41]. Также, гербицид обнаружен и в тканях 

животных в диапазоне от 0,05 до 1,6 мг/кг [21, 40]. В таблице 1.1 приведены 
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данные с максимальным количеством остатков глифосата, АМФК в различных 

сельскохозяйственных культурах [40].  

 

Таблица 1.1 - Максимальное количество остатков глифосата (АМФК) в 

сельскохозяйственных культурах, мг/кг 

 Великобритания Украина Канада США 

Пшеница (солома) 47,0 2,0 - - 

Ячмень (солома) - 27,1 - - 

Кукуруза (стебли) - 0,26 - - 

Рапс (солома) 30,0 17,9 - - 

Лен (солома) - 4,4 - - 

Овес (солома) 64,0 - 33,0 - 

Овес (зерно) 14,0 - 4,6 - 

Сорго (солома и фураж) - - - 33,0 

Сорго (зерно) - - - 13,0 

Люцерна - - 78,0 154,0 

 

Кроме того, согласно гигиеническим нормативам [28] глифосат в 

различных сельскохозяйственных культурах имеет максимально допустимый 

уровень от 0,1 до 20 мг/кг.  

Вопрос о воздействии глифосатсодержащих пестицидов при малых 

концентрациях на объекты окружающей среды, в том числе на человека 

остается малоизученным. В связи с этим, представляет интерес изучение 

воздействия остаточного количества гербицида на млекопитающих. 

2,4-Д занимает второе лидирующее место по объему производства в мире. 

1.3 Синтетический гербицид - 2,4-Д 

1.3.1 Основные свойства гербицида, механизм действия 

Простой технологический процесс, доступность и дешевизна исходного 

сырья, стали причинами масштабного производства и длительного применения 

гербицидных препаратов на основе производных 2,4-Д. Производство 
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коммерческих препаратов с действующим веществом 2,4-Д в настоящее время 

не регулируются патентами, поэтому объем производства достаточно высок, и 

представлен на рынке широким спектром торговых марок, в том числе 

комбинированными препаратами [6]. 2,4-Д относят к гормоноподобным 

веществам растений, которые проявляют рострегулирующие свойства. 

Химическое название 2,4-Д - дихлорфеноксиуксусная кислота с молекулярной 

формулой С8Н6Cl2О3: 

 

 

 

 

 

 

Принцип действия гербицида – ингибирование синтеза нуклеиновых 

кислот и процессов окислительного фосфорилирования, что ведет к 

повреждению репродуктивных органов, отмиранию ростовых (апикальных) 

центров растения и деформированию листьев [42]. 

Содержание гербицида в препаратах составляет от 600 г/л. 2,4-Д кислота 

представлена торговыми марками Дикопур Ф, Аминка, Эстет, 2,4-Дактив, 

Элант, Зерномакс, Октиген, Метис, Дуплет Гранд, Аврорек и др. [22]. 

2,4-Д широко применяется в сельскохозяйственной практике для 

выращивания зерновых культур (пшеница, ячмень, овес, кукуруза, рис, 

гречиха). Гербицид обладает селективным действием, вызывая гибель 

широколиственных растений. Зерновые культуры проявляют к нему 

устойчивость. Избирательная деятельность гербицида обусловлена самой 

культурой. Благодаря особенному анатомическому строению листовой 

пластины (вертикальное расположение, меньшее опушение, большее 

содержание восков), гербицид проявляет слабые сорбционные способности, не 

удерживаясь на поверхности листа. Кроме того, злаковые культуры способны 
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задерживать движение гербицида внутри листа по средством абсорбции на 

определѐнных субстратах, образовании комплексов с белками. 2,4-Д является 

послевсходовым гербицидом, и применяют в период полного кущения 

злаковых культур [42]. 

1.3.2 Трансформация 2,4-Д в растениях 

После обработки гербицидом, время его проникновения в листья 

растения достигает нескольких часов. Для увеличения скорости диффузии 

действующего вещества в рецептуру коммерческих препаратов гербицида 

входят поверхностно-активные вещества. 

Основное поступление 2,4-Д в клетку осуществляется при помощи 

полярного транспорта, за который отвечают белки-переносчики, 

локализованные на поверхности плазматической мембраны. В незначительной 

степени гербицид распространяется по флоэмной системе [43]. Ауксин, 

достигая апикальные точки растений, накапливается в больших количествах в 

зонах активного роста, нарушает процесс синтеза ферментов [42]. В первое 

время после обработки основная часть гербицида накапливается в вегетативной 

части растения, в корнях содержится порядка 10%. Поэтому основная 

деградация гербицида происходит в наземной части растения в процессе 

вегетации [44].  

Попадая в растение 2,4-Д достаточно быстро претерпевает 

трансформацию, с потерей гербицидных свойств. Установлено несколько путей 

процесса трансформации гербицида, но во всех из них первый этап 

декарбоксилирование 2,4-Д. Пути окислительного декарбоксилирования 

представлены на рисунке 1.5.  

Декарбоксилирование протекает с образованием углекислого газа и 

дихлорфенола. Дихлорфенол в дальнейшем претерпевает превращения с 

разрушением бензольного кольца. Кроме того, потере гербицидных свойств 
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способствуют такие процессы, как этерификация, комплексообразование с 

белками, конъюгация с аминокислотами.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 1.5 - Пути окислительного декарбоксилирования 2,4-Д в растениях  

1.3.3 Биоразложение гербицида микроорганизмами 

Основной путь разложения 2,4-Д - деградация микроорганизмами, 

который зависит от рН среды, температуры, влажности. Разложение гербицида 

микроорганизмами возможно при рН выше 7, в кислой среде микробный 

метаболизм ингибируется. Период деградации 2,4-Д зависит от численности 

микроорганизмов и количества гербицида, период процесса распада 

уменьшается при повторном и последующем применении гербицида.  

В статьях [45, 46] приведены следующие микроорганизмы, 

использующие 2,4-дихлорфенол в качестве единственного источника углерода 

и энергии: Achrоmоbacter sp., Aerоmоnas sp., Bacillus insоlitus, Pseudоmоnas sp., 
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Rhоdоcоccus erythrоpоlis, Burkhоlderia cepacia, Sphingоmоnas paucimоbilis, 

Streptоmyces viridоspоrus, Flavimоnas оryzihabitans, Chryseоmоnas luteоla, 

Aspergillus penicillоides и др.  

В статье Халимова Л.Х. [47] представлены исследования биодеградации 

фенола, хлорфенолов и 2,4-Д с помощью консорциума микроорганизмов-

деструкторов Bacillus Д2, Pseudomonas Д22, Rhodococcus Ф93. Другими 

исследователями выделены штаммы бактерий рода Bacillus sp. и Pseudomonas 

sp. способные деструктировать 2,4-Д и гербициды ряда сульфонилмочевины 

[48, 49]. Изучен «гидрохинонный» путь деградации хлорфенолов с помощью 

бактерий Arthrobacter ureafaciens CPR706, на первом этапе, которого 

образуется, в качестве промежуточного соединения, гидрохинон [50].  

Авторами статьи [51] проведены исследования биодеградации 2,4-Д при 

помощи микроорганизмов, выделенных из почвы, ранее контаминированной 

гербицидом. Из 25 выделенных штаммов для исследования отобраны 5 

штаммов (Acinetobacter sp, Serratiamarcescens, Stenothrophomonas maltophilia, 

Flavobacterium sp and Penicillium sp.). Биодеградация гербицида составила от 

0,25 до 30,20 %.  

В статьях [52, 53] представлены результаты исследования механизма 

деградации 2,4-Д микроорганизмами Flavobacterium sp., Escherichia coli, 

Rhodopseudomonas sphaeroides, Rhizobium sp., Agrobacterium tumefaciens, 

Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, and Acinetobacter calcoaceticus. 

Механизм деградации 2,4-Д микроорганизмами представлен на рисунке 1.6. 

Результатом почвенной биодеградации является янтарная кислота, которая в 

свою очередь включается в метаболизм бактериальной клеткой. 
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Рисунок 1.6 - Механизм деградации 2,4-Д микроорганизмами 

 

Подобный путь биоразложения описан в работах [54 - 57]. Деградация 

2,4-дихлорфенола протекает при помощи клеток Bacillus cereus. Процесс 

разрушения сопровождается гидроксилированием ароматического кольца, с 

дальнейшим дехлорированием и разрывом кольца. Продуктами биодеградации 

являются органические кислоты (пропановая, фталевая), которые не являются 

токсичными. 

В окружающей среде необходимые условия для разрушения пестицидов 

часто отсутствуют, что ведет их накоплению в почве, природных водах [58]. 

При анализе земель сельскохозяйственного назначения в некоторых регионов 

Российской Федерации  выявлены превышения ПДК 2,4-Д в 1,4 – 5,2 раза, 

местами в 7,6 раз. Превышение ПДК зафиксировано в местах захоронения и на 

территориях близи складирования пестицидов [59, 60]. 

Одним из немногих эффективных и доступных гербицидов, применяемых 

в борьбе с многолетними сорняками, является клопиралид.  
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1.4 Применение клопиралида и его основные свойства 

1.4.1 Основные свойства гербицида, механизм действия 

Клопиралид относится к производным пиколиновой кислоты. 

Карбоновые кислоты пиридина обладают свойствами фитогормонов, т.е. 

являются ауксинами [59]. Гормоноподобные гербициды инициируют 

увеличение растений в размерах, которое не успевает себя обеспечивать 

питательными веществами и погибает. Второй механизм действия аускина 

связан с синтезом гормона-антогониста этилена, который угнетает рост побегов 

и корней. Химическое название клопиралида - 3,6-дихлорпиридин-2-

карбоновая кислота с молекулярной формулой C6H3Cl2NО2:  

 

 

 

 

 

Содержание гербицида в коммерческих препаратах от 300 г/л 

клопиралида, и представлен следующими торговыми марками: Лонтрел-300, 

Лорнет, Лоск, Лонтрел гранд, Корректор и др. [22]. 

Основное предназначение клопиралида борьба с однолетними и 

многолетними широколистными сорными растениями семейств: астровые, 

бобовые, пасленовые, многоцветковые и применяется для обработки газонов, 

полей для гольфа, промышленных площадок, парков дорожных обочин. В связи 

с тем, что некоторые овощные культуры, такие как томаты, подсолнечник, 

горох, чечевица, салат-латук, перец, фасоль, виноград чувствительны к 

клопиралиду на достаточно низком уровне 10 мг/кг, в сельскохозяйственной 

практике данный гербицид применяют избирательно [59]. 
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1.4.2 Пути деградации клопиралида 

После опрыскивания клопиралид поступает в клетку растения, 

перемещается из клетки в клетку по средством полярного транспорта, частично 

по флоэме [43]. В работе [61] клопиралид описан, как неустойчивое соединение 

с периодом полураспада от 2 до 28 суток, данное свойство снижает вероятность 

его накопления в почве и природных водах. В то же время, основным путем 

деградации гербицидов является биодеградация бактериями, поэтому период 

полураспада зависит от влажности, температуры почвы, количества 

органического вещества. В теплом (25 °С) и влажном климате период 

полураспада может колебаться в зависимости от условия опыты, в среднем 28 

дней, при увеличении температуры почвы (30 -35 °С) - 19 дней. При низких 

температурах (10 °C) средний период полураспада увеличивается до 64 дня. 

Однако заболоченная почва и анаэробные условия замедляют процесс 

деградации клопиралида, в этих условиях период полураспада составлял более 

365 дней. Хорошая растворимость в воде способствует его проникновению в 

более глубокие слои почвы, что увеличивает период разложения гербицида 

[62]. 

Клопиралид не подвержен фото- или химической деградации, не 

адсорбируется на частицах почвы, что увеличивает вероятность загрязнения 

поверхностных и грунтовых вод [59]. Авторами работы [63 - 65] проведены 

исследования фотохимического окисления гербицида под действием УФ-

облучения в лабораторных условиях. Доказано, клопиралид и его комплексы с 

металлами трудно разлагаются под действием УФ-облучения, основные 

продукты разложения хлорбензолы и хлорбутанолы. Продукты 

фотохимической деградации являются не менее токсичными соединениями, 

однако легко разрушающиеся микроорганизмами активного ила. 
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1.5 Влияние гербицидов на биологическую активность почвы 

Плодородие почвы является ее основным свойством, которое дает 

возможность производства в сельском хозяйстве. Особая роль в процессе 

образования плодородного слоя принадлежит живым организмам, зеленым 

растениям и микроорганизмам. Основная роль микроорганизмов заключается в 

трансформации органических веществ, гумификации, образование солей из 

минеральных и органических соединений. Микробное сообщество включает в 

себя бактерии, грибы, актиномицеты и водоросли, количество 

микроорганизмов в 1 г почвы колеблется от миллионов до миллиардов [31].  

Гербициды являются реакционно активными веществами, попадая в 

почву, они могут влиять на ее параметры (кислотность, образование новых 

комплексов с гуминовыми веществами и др.), тем самым изменяя в первую 

очередь качественные и количественные характеристики микробного 

сообщества, функции почвенной экосистемы и здоровье растений. Глифосат 

может быть использован, как источник энергии и питательных веществ 

некоторыми почвенными бактериями, увеличивая их численность. В тоже 

время он может быть токсичным для других видов, сокращать их популяцию. 

Некоторые виды грибов, которые вызывают заболевания растений, обнаружены 

в увеличенном количестве в почвах обработанными глифосатом [5].  

В работе [66] проведено исследование влияния фосфорорганических 

гербицидов на сапрофитную микрофлору. Многократное внесение гербицидов 

в почву приводит к изменению состава микроорганизмов. Основными 

микроорганизмами сообщества становятся низшие грибы рода Aspergillus и 

Penicillium, и увеличивается количество родококков, микрококков, анаэробных 

бактерий, снижается численность артробактера.  

Присутствие фосфорорганических соединений в почве стимулирует 

спорообразование актиномицетов Actinomyces, что говорит о токсичном, 

неблагоприятном воздействии метилфосфоновой кислоты. Актиномицеты 

участвуют в трансформации органического вещества, формировании гумуса. 
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Уменьшение численность бактерий вегетативной формы указывает на 

снижение биологической активности почвы, так как уменьшается накопление 

гумусовых веществ [38].  

Глифосат оказывает влияние на развитие фототрофоных почвенных 

популяций, а именно на видовое разнообразие водорослей [67, 68]. Гербицид 

Раундап, по-разному воздействует на почвенные микроорганизмы в опытном 

исследовании [69]. Автор статьи это объясняет возможностью использования 

глифосата, определенным микробным сообществом, как питательный субстрат. 

На изменение видового состава микробного сообщества и численности 

почвенных организмов влияет и уменьшение растительной биомассы, 

вследствие применения гербицидов [8]. 

1.6 Методы определения остатков гербицидов в объектах окружающей 

среды 

1.6.1 Химические методы анализа гербицидов 

Ежегодное применение гербицидов ведет к накоплению их в 

окружающей среде: в почве, воде, растительности. Для определения 

количественного содержания действующих веществ в гербицидных препаратах 

используют химические методы анализа. Эти методы являются 

высокочувствительными, точными, специфичными и позволяют определить 

динамику накопления и процессы метаболизма химических веществ в объектах 

окружающей среды, позволяют анализировать химическое разложение 

соединений во времени [70]. Для определения остаточных количеств 

гербицидов в объектах окружающей среды применяют методы 

высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) [71 - 79], 

газожидкостной хроматографии [80, 81], газовой хроматографии [82, 83], 

капиллярного зонного электрофореза [84 - 86], тонкослойной хроматографии 

[87]. 
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Наряду с достоинствами вышеуказанных методик к недостаткам относят: 

трудоѐмкий процесс пробоподготовки, специальное дорогостоящее 

аналитическое оборудование и реактивы, оборудование для ВЭЖХ сложное в 

обслуживании и требует квалифицированного персонала. Химические методы 

анализа являются специфичными, при исследовании необходимо точно знать 

определяемое вещество. Данные исследования не показывают воздействия на 

окружающую среду, включая организмы, обитающие в ней. Выявленные 

химические вещества в объектах окружающей среды не позволяют судить об 

их токсичном воздействии на теплокровных животных и человека, кроме того 

для многих из них не установлены предельно допустимые концентрации. 

1.6.2 Биотестирование гербицидов 

Количество наименований токсичных примесей, например, только в 

природных и сточных водах достигают почти миллиона, в то время как 

нормированию подлежат около тысячи [88]. Восстановление экосистемы стали 

задачами экономической значимости. Для контроля воздействия загрязняющих 

веществ на состояние окружающей среды применяют биотестирование. 

Достоинство биологических тест-систем - возможность в короткие сроки дать 

представление об опасности загрязняющих веществ для организмов 

окружающей среды [89, 90]. Биотестирование используют специалисты разных 

областей науки в экологической токсикологии, ветеринарной медицине, 

сельском хозяйстве. 

Биотестирование делят на два вида: in vivо – исследования проводятся на 

живых организмах (считаются более достоверными), и in vitrо - «в пробирке», 

например, на культуре клеток. Биотестирование различают специфическое и 

неспецифическое. Первые применяют для идентификации загрязнителей, 

вторые для определения общей токсичности [91].  

При биотестировании используются тест-объекты, полученные в 

лабораторных условиях и чувствительные к ксенобиотикам [91]. Развитие 
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биотестирования привело к изучению многих тест-организмов и их тест-

функций, т.е. ответных реакций тест-организмов для определения токсичности 

исследуемой пробы [92]. Основными критериями токсичности в 

биотестировании являются интегральные параметры тест-объектов 

(выживаемость, плодовитость, рост и др.) [88, 92]. Ответная реакция тест-

объектов к различным загрязняющим веществам неодинакова. Требование к 

тест-объектам: генетическая однородность, распространенность в окружающей 

среде и значимость для развития экосистемы, чувствительность к 

загрязняющим веществам; безвредность, возможность культивирования в 

лабораторных условиях, отсутствие мутагенных свойств, возможность 

микробиотестирования [91], чувствительность к начальным экологическим 

изменениям, простота, надежность и экономичность [92]. 

В качестве тест-объектов в биотестировании используют, млекопитающих, 

рыб и беспозвоночных животных, дождевых червей, растения, простейших. 

1.6.2.1 Обитатели водных объектов – как тест-организмы 

Водные беспозвоночные животные являются естественными обитателями 

акваторий, широко распространены в водной среде, и играют важнейшую роль 

в биоценозе. Рыбы включены в трофические связи, и без них представить 

животный мир невозможно. В этой связи представители акваторий вызывают 

интерес в биотестировании с целью определения токсического воздействия 

гербицидов на биохимические процессы [24, 53].  

Гербициды вызывают морфологические, иммунные, физиологические и 

биохимические изменения [93 - 96]. Эти изменения ослабляют иммунитет, 

увеличивая уязвимость к паразитам и патогенным микроорганизмам, вызывают 

нарушение строения ДНК, способствуют развитию мутагенности в геноме.  

В работе [97] описано воздействие гербицидов метрибузина, глифосата и 

2,4-Д на рыбу при концентрациях 2ПДК (0,2 мг/л; 0,04 мг/л; 0,008 мг/л 

соответственно). В качестве тест-объектов служили мальки, сеголетки и 
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двухлетки карпа. Критерии токсичности – морфологические изменения в 

организме рыбы. В результате интоксикации гербицидами в организме у рыб 

произошло количественное перераспределение синтеза фракций белков в 

сторону увеличения фракции водорастворимых белков. Водорастворимые 

белки (альбумины) участвуют в обмене веществ в органах рыбы и адаптации 

организма к стрессу. Автор показывает взаимосвязь между растворимостью в 

воде гербицидов и количеством альбуминов в крови. Глифосат, как наиболее 

растворимый гербицид, вызывал увеличение водорастворимых белков в крови 

на 25,4 %, а 2,4-Д, как менее растворимый, на 16,8%. Перераспределение 

общего количества белка в сторону водорастворимых повлекло за собой 

изменение в структуре мышечной ткани и внутренних органах. Воздействие 

глифосата и 2,4-Д способствовало уменьшению синтеза нерастворимых белков, 

что привело к деградации мышечной ткани, это выражалось в нарушении 

структуры мышечных волокон, их неупорядоченному расположению, 

отсутствием поперечно-полосатой исчерченности. Гистопрепараты мышечной 

ткани представлены на рисунке 1.7 [97]. 
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А – контроль, Б – в результате воздействия Раундапа на 14 сутки опыта 

Рисунок 1.7 - Скелетные мышцы двухлетки карпа 

 

Гистологические препараты печени рыб указывают на белковую 

дистрофическую патологию (зернистая дистрофия) и некроз гепатоцитов. 
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Исследуемые гербициды способствовали изменению азотистого баланса и 

содержания неорганического фосфора в крови. 

В клетках печени и митохондриях пресноводного карпа были выявлены 

изменения, даже после выдерживания в препарате Раундап при концентрациях 

в 20 и 40 раз ниже, чем предлагаемые для применения в сельскохозяйственной 

практике.  

Глифосат воздействует на активность фермента ацетилхолинэстераза, 

который участвует в передаче сигнала между клетками нервной системы. В 

результате конкурентного ингибирования фермент теряет свою активность, 

нервные импульсы не выключаются, нарушаются биологические процессы в 

организме рыбы [24].  

Авторами работы [95] изучено, и описано влияние Раундапа на 

активность пептидаз у бентофагов и ихтиофагов. Влияние гербицида 

исследовалось при концентрациях от 0,1 до 100 мкг/л. Наибольшее снижение 

активности пептидаз слизистой оболочки кишечника наблюдалось при 

максимальной концентрации Раундапа. У бентофагов плотвы, карася, карпа, 

густеры активность фермента упала на 38%, 37%, 22% и 52% соответственно по 

сравнению контролем. Снижение активности пептидаз наблюдалось также у 

ихтиофагов.  

Влияние глифосата на активность гликозидаз в кишечнике различных 

рыб представлено в работах [98 - 100]. Исследуемые концентрации гербицида 

от 0,1 до 50 мкг/л, снижение ферментативной активности составляло от 11 до 

18% в зависимости от вида рыбы. 

В работе [101] проведен сравнительный анализ действия гербицидов на 

ранние стадии развития (онтогенеза) рыб и амфибий. По степени уменьшения 

тератогенности гербициды располагаются в следующем порядке Фуроре-Супер 

› Мерлин › Бетанал. Препарат Бетанал оказывал влияние на развитие головного 

мозга, вызывая внешние физиологические уродства (недоразвитие передней 

части головного отдела, недоразвитие головы). Гербицид Мерлин вызывал 
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водянку гидробионтов, наполняя брюшную полость жидкостью и изменяя 

внешний вид организмов. Тератогенность препарата Фуроре-супер выражалась 

в ингибировании формирования пигментного комплекса. Установлено 

нарушение развития кровеносной, пищеварительной и дефинитивных систем в 

период раннего постэмбрионального развития рыб при определении 

хронического воздействия гербицидов. 

1.6.2.2 Почвообитающие организмы в биотестировании гербицидов 

Гербициды являются реакционно активными веществами, и для 

определения воздействия на почвенные организмы в токсикологии широко 

применяется биотестирование с использованием в качестве тест-объектов 

дождевых червей [102 - 104], малощетинковых червей энхитреид Enchytraeidaes 

albidus [105 - 111], модельного вида компостного червя Eisenia fetida [105]. 

Черви являются естественными обитателями почвы, участвуют в 

почвообразовательном процессе, продукты их жизнедеятельности необходимы 

растениям. Черви поглощают, и разлагают остатки органических веществ, 

накапливая загрязняющие вещества [103, 104, 112].  

Биотестирование на червях основано на контактном и кишечном 

воздействии ксенобиотиков [102]. Контактное воздействие гербицидов 

оценивается путем погружения червей в исследуемые растворы, затем переноса 

на фильтровальную бумагу для стекания жидкости, и размещения в емкости с 

почвой свободной от загрязняющих веществ. Контактно-кишечное воздействие 

оценивается, путем размещения тест-объектов в почву контаминированную 

пестицидами необходимой концентрацией. Ответная реакция определяется по 

выживаемости, репродуктивности и поведенческим реакциям червей на 

воздействие загрязняющих веществ [102 - 106, 109, 111, 113 - 115].  

В работе [102] в качестве ответной реакции на токсическое воздействие 

гербицидных препаратов описано поведенческое изменение дождевых червей: 

снижение подвижности, образование капсул, свертывание червей в узлы и 
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смертность особей при различных концентрациях. Терещенко П.В. отмечает, 

что вышеуказанные поведенческие изменения свойственны червям при 

неблагоприятных природных условиях (засуха, низкие температуры и др.). При 

негативном воздействии черви впадают в пассивное состояние, перестают 

питаться, свертываются в клубки, кожные железы образуют слизистые 

выделения, которые впоследствии образуют капсулу. Черви способны к 

восстановлению жизнедеятельности в зависимости от времени экспозиции и 

состава гербицидных препаратов.  

Эмировой Д.Э. [103] описано биотестирование с использованием 

дождевых червей при определении острой токсичности коммерческого 

препарата ДНОК. Критерием токсичности в данной работе является гибель 50% 

и более особей червей за двое суток, отсутствие зарывания червей в почву, 

активное ползание на поверхности почвы, попытки покинуть емкость, 

изменение двигательной активности животных. По результатам проведенных 

исследований автор пришел к выводу, что гербицид в концентрации 4,8 г/л 

влиял на поведенческие реакции животных, угнетая двигательную активность. 

Аналогичные исследования описаны в работе [91, 113]. 

Авторы статей [109, 111] считают, что изменение поведенческих реакций 

червей может служить скрининг-методом для оценки возможной 

загрязненности почвы химическими веществами. 

В работе [105] описывают опыты по определению токсичности 

гербицидов с использованием модельного вида компостного червя и энхитрейд. 

Показателями токсичности служили смертность и выживаемость червей. В ходе 

опытов определены концентрации пестицидов, вызывающих гибель животных, 

а также концентрацию, не вызывающую и вызывающую минимальный вредный 

эффект. Так, для глифосата максимально безвредная концентрация составляет 

400 мг/кг почвы, минимально вредная концентрация – 500 мг/кг. Ганин Г.Н. 

отмечает, что при определении концентрации гербицидных препаратов 
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целесообразно проводить биотестирование с использованием червей, 

обитающих в почвенном покрове исследуемого региона.  

Гербициды нарушают энергетический метаболизм почвообитающих 

коллембол, образуя комплексы с ДНК и РНК, угнетают функцию 

репродуктивных органов животных, снижая количество яиц в кладках, 

кратность увеличения численности популяций [116]. 

Химические методы способствуют изменению и в некоторых случаях 

прерыванию жизненных циклов почвенных организмов. Таким образом, 

обработка почвы гербицидами пагубно влияет на популяцию дождевых червей, 

снижая разнообразие видов, сокращая численность популяции и биомассу 

червя [117]. 

1.6.2.3 Использование Daphnia magna в биотестировании 

Биотестирование с использованием дафний D. magna широко 

применяется в мировой практике с целью определения токсичности 

техногенных и природных сред. Дафнию относят к «классическим» тест-

объектам. Дафнии являются низшими ветвистоусыми ракообразным, невелики 

по размеру (длина тела от 1 мм до 6 мм), разнообразны по внешнему виду. 

Размножаются они партеногенетически, что обеспечивает генетическую 

однородность рачков. Эти организмы встречаются практически во всех 

водоемах. Являясь фильтраторами воды, питаются взвешенными бактериями, 

одноклеточными водорослями, растворенными органическими веществами. 

Кроме того, дафния отвечает вышеуказанным требованиям, предъявляемым к 

тест-объектам в биотестировании. [92]. 

Наибольшее распространение получили дафнии в определении 

токсичности водных объектов. Пропуская через свой организм большое 

количество воды, содержащей токсичные вещества, дафнии показывают 

высокую чувствительность к ксенобиотикам. Это качество позволило 

использовать рачков для определения не только острой токсичности, но и 
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биоидентификации некоторых химических соединений [88]. 

Продолжительность исследований составляет от нескольких часов до 21 суток, 

в зависимости от изучаемой ответной реакции [118]. 

В качестве показателей токсичности у D. magna используют следующие 

тест-функции: поведенческие, морфологические, физиологические, 

биохимические. К наиболее распространенным критериям токсичности относят 

физиологические: выживаемость (гибель), плодовитость тест-объекта и 

морфологические. В ряде работ в качестве тест-функции используют 

качественно-количественное биотестирование. К качественной оценке 

морфологических изменений относят помутнение плазмы клеток, деформация 

раковины, изменение окраски дафний. К количественному учету 

морфологических изменений относятся нарушения эмбрионального развития: 

изменения размеров тела, уродства, мертворождаемость и др. [90]. В работе 

Ольковой А.С. [90] описаны поведенческие изменения дафний, которые 

выражаются в изменении двигательной активности рачков в исследуемой пробе 

по сравнению с контрольной. Двигательную активность определяли по 

количеству пересечений двух перпендикулярных линий, нанесенных на дно 

емкости с образцом. Для достижения максимальной чувствительности дафний к 

ксенобиотикам используют молодь в возрасте 15-26 часов, у которой в полной 

мере не сформирован токсикологический барьер. Исследовано влияние 

фосфорорганических и хлорорганических соединений на биохимическом 

уровне рачков D. magna, показано ингибирующее действие на холинэстеразу 

[88]. 

В ряде работ описано биотестирование для определения острой и 

хронической токсичности пестицидов [119 - 122]. Для исследования ученые 

[120] использовали глифосат. Метод включал выдерживание тест-объектов в 

пяти различных концентрациях гербицида с продолжительностью воздействия 

24 и 48 часов. В качестве ответной реакции служила выживаемость (гибель) 

рачков. В ходе эксперимента определена концентрация глифосата LC50, 
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вызывающая 50% гибель тест-организмов. Острая токсичность LC50 

установлена на уровне 0,019 мг/л при 24-часовом воздействии, и 0,012 мг/л с 

периодом экспозиции 48 часов. Параметрами хронической токсичности 

служили морфологические изменения дафний. В ходе опыта определены 

витальные концентрации, оказывающие угнетающее действие и вызывающие 

морфологические изменения: отставание в росте, потеря окраски, задержка 

полового созревания, нарушение эмбрионального развития яиц. Автор статьи 

показывает влияние пестицидов на эмбриональное развитие яиц разных 

пометов самок, и делает заключение, что данное отклонение можно 

использовать, как прогностический тест.  

В работе [123] изучено хроническое воздействие гербицида Раундап в 

ряду поколений D. magna. В ходе исследования отмечено, что при 

концентрациях Раундапа 0,2 мг/л и 2,0 мг/л происходило угнетение 

репродуктивной системы (снижение количества новорожденных в одном 

помете), уменьшение размеров рачков и ингибирование формирования 

пигментного комплекса, выраженное в потере интенсивности окраса особей. 

Биотестирование с использованием дафний соответствует современным 

требованиям к биотестам. Дафнии обладают высокой чувствительностью к 

различным химическим веществам, при учете ответных реакций затрагиваются 

важные параметры жизнедеятельности, что позволяет различать острое и 

хроническое воздействие. 

1.6.2.4 Биотестирование с использованием растений 

Для оценки токсичности водных образцов или водных почвенных 

вытяжек широкое распространение получило фитотестирование. С этой целью 

в качестве тест-объектов используют растения, проросшие семена растений.  

Рясковый тест является распространенным методом биотестирования. В 

качестве тест-объектов используют ряску малую (Lemna minоr L.), ряску 

горбатую (Lemna gibba L.) и другие виды. Вегетативное тело рясковых 
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напоминает крошечный плавающий лист, недифференцированное на лист и 

стебель. Листецы собраны в небольшие розетки, цветет ряска редко. Процесс 

размножения вегетативный, с образованием дочерних отростков, которые 

отделяются, и становятся самостоятельными растениями. Каждое растение в 

течении жизни производит большое количество дочерних листецов, поглощая 

огромное количество веществ, растворенных в воде [124]. Бионакопление, а 

также простота строения, высокая чувствительность и распространенность 

позволили использовать ряску в биотестировании.  

Критериями токсичности  при биотестировании проб с использованием 

Lemna minоr L. служат морфологические изменения: появление хлорозов и 

некрозов, гибель растения, окрас листецов, появление дочерних отростков, 

распад цельного растения на отдельные листецы [11, 89, 124 - 127].  

В работе [89] описано определение фитотоксичности почвенных и 

системных гербицидов, применяемых на посевах подсолнечника. Опытными 

образцами служили растворы с различной концентрацией имидазолиноновых 

гербицидов, результаты сравнивали с контрольным образцом (вода). Тест-

объектом служила ряска малая с хорошо развитыми листецами ярко-зеленой 

окраски, помещѐнная в емкости с растворами гербицидов. Оценку токсичности 

проводили по уровню роста растений в течение 7 суток. В результате опыта 

выявлено как угнетающее, так и стимулирующее действие различных 

гербицидов. 

Автором в работе [11] проведены результаты исследования по 

определению токсичности препарата ДНОК, обладающего гербицидными 

свойствами. Исследования проводили при концентрациях равных 0,4; 0,8; 1,6 и 

3,2 мл/л, времени экспозиции 7 суток. Параметрами фитотоксичности служили 

количество живых растений, морфологические изменения (обнаружение 

хлороза, обесцвечивание листецов, расслоении розеток). Эмирова Д.Э. отмечает 

снижение функционирования репродуктивной системы, выраженное в 

отсутствии вегетативного деления клеток. Результаты исследования показали, 
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что препарат в указанных концентрациях обладает фитотоксическим 

действием, морфологические изменения листецов зависимы от количества 

препарата в исследуемых растворах. 

В работе [125] описано исследование воздействия гербицида Раундап на 

Lemna minоr L при концентрациях в диапазоне 0,1 - 0,8 мл/л, времени 

экспозиции 7 суток. Автором статьи также отмечено негативное воздействие 

гербицида на тест-объект, которое выражалось в расслоении розеток, хлорозе и 

некрозе листецов, угнетении репродуктивной функции, отмирания корней, 

гибели растений. Гербицид в указанных концентрациях обладал 

фитотоксичным действием, которое возрастало с увеличением времени 

экспозиции. На основании морфологических изменений автор классифицирует 

исследуемые концентрации гербицида на слаботоксичные (Е10), 

среднетоксичные (Е50) и высокотоксичные (Е90). Аналогичные 

морфологические изменения описаны в работе [126] при биотестировании 

гербицида метазахлор. При концентрации 2,8 мг/л метазахлор проявлял слабую 

токсичность, время воздействия 7 дней; при концентрации более 48,6 мг/л 

наблюдался негативный эффект с некрозом листьев и гибелью растений. 

Биотестирование гербицидов с использованием растений 

сельскохозяйственного назначения необходимо с целью определения 

воздействия на организмы агроценозов, в том числе на культуры севооборота. 

К наиболее распространенным тест-объектам относятся: свекла, горчица, 

кукуруза, рис, соя, пшеница и ячмень, характеризующиеся различной 

чувствительностью [128]. 

Автор статьи [128] описывает результаты исследования воздействия 

гербицидов клопиралида, клетодима и их смеси, находящихся в почве через год 

после внесения, на тест-объекты кормовую свеклу и сою. Образцы почвы 

отбирались с тестируемых полей, в которые высевались семена тест-объектов. 

Критерием токсичности служили изменение надземной массы свеклы и длины 

проростков у сои по сравнению с семенами, выращенными в контрольной 
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почве, свободной от гербицидов. Результаты исследований показали 

незначительные морфологические изменения (длина отростков, снижение 

биомассы) у тестируемых культур. Автор сделал заключение о возможности 

использования кормой свеклы и сои в севообороте  на следующий год при 

применении в агротехнологии исследованных гербицидов. 

В работе [89, 129] представлены результаты биотестирования гербицидов 

с использованием тест-объектов редис красный с белым кончиком и кресс-

салат. Имидазолиноны в отношении редиса красного с белым кончиком 

проявили себя, как ауксины, показывая ростостимулирующие свойства. У 

данного тест-объекта наблюдался более интенсивное развитие корневой 

системы в сравнении с контрольным образцом. Противоположное воздействие 

оказали гербициды на кресс-салат, ингибируя развитие корешков проростков. 

Кресс-салат в отношении  имидазолинонов показал большую чувствительность 

[89]. 

Определение фитотоксичности гербицидов с использованием 

подсолнечника масличного описано в работе [97]. С этой целью в качестве 

тест-объектов служили семена Helianthus annuus L. Семена проращивали в 

почве, обработанной пестицидами при постоянной температуре и влажности. 

Критерием токсичности служили морфологические изменения в сравнении 

контрольной пробой (обработка почвы дистиллированной водой). 

Морфологический анализ включал следующие показатели: всхожесть, длина 

корней. Анализ результатов опыта показал, что все исследуемые пестициды 

ингибируют рост корневой системы и снижают показатели всхожести. 

Препараты в исследуемых концентрациях оказывали негативное влияние на 

проростки Helianthus annuus L. с выраженным фитотоксическим действием. В 

статье [130] описано влияние пестицида БИ-58 на морфологические показатели 

проростков Allium сера L и Zea Mays L. Семена выдерживали при 

концентрациях пестицида от 0,05 до 0,4 мл/л со временем экспозиции 6 часов. 

Параметрами фитотоксичности служили всхожесть, длина корешков. Пестицид 
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оказывал негативное воздействие с дозозависимым характером. Увеличение 

концентрации пестицида ингибировало корневой прирост и всхожесть семян.  

С целью определения токсичности ксенобиотиков также используют 

биотестирование, где в качестве тест-объектов используют генеративные 

органы растений микрогаметофиты, как самые чувствительные к токсическому 

воздействию [131 - 133]. Авторы работы [133] для определения токсичности 

пестицида использовали микрогаметофит подсолнечника масличного 

Helianthus annuus L. Семена H. annuus проращивали, проростки обрабатывали 

пестицидом различной концентрации, с последующей фиксацией, хранением 

соцветий и определением фертильности пыльцевых зерен. Критерием 

токсичности служили морфологические изменения структуры пыльцы. В 

контрольных растениях отсутствовали стерильные пыльцевые зерна, что 

показывает высокую фертильность мужских генеративных органов. В опытных 

образцах показатель фертильности снижался (от 1,1 до 1,2 раза) с увеличением 

концентрации пестицида (от 0,375 до 3,0 мл/л), что позволило авторам сделать 

вывод о гаметоцидном действии ксенобиотика, ингибирующее продуцирование 

фертильной пыльцы. Влияние гербицида ДНОК на показатель фертильности 

генеративного органа Zea Mays описано в работе [132]. Мужские соцветия 

кукурузы сахарной обрабатывали ксенобиотиком при концентрациях в 

диапазоне от 2 до 16 мг/л. Критерием токсичности служили морфологические 

изменения мужских гаметофит. Опытные данные показывают увеличение 

индекса стерильности гаметофитов с увеличением концентрации гербицида. 

Препарат при концентрации 2 кг/л не оказывал существенного влияния на 

генеративные органы Zea Mays, при концентрации 16 мг/л показатель 

фертильности снижался в 1,15 раза в сравнении с контрольным образцом. 

Воздействие на генеративные органы озимой мягкой пшеницы при 

биотестировании гербицидов описано в работе [131]. В качестве тест-объекта 

была использована пыльца пшеницы, фитотоксичность определялась по 

морфологическим изменениям: размер, фертильность, жизнеспособность тест-
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объекта. В пыльце обработанных растений присутствовали деформированные, 

крупные и мелкие пыльцевые зерна, содержание стерильных, аномальных 

пыльцевых зерен превышало в сравнении с контрольными образцами. По 

результатам исследований автором статьи Звягиной А.С. сделан вывод о 

негативном влиянии на репродуктивную систему пшеницы. 

1.6.2.5 Влияние гербицидов на млекопитающих 

Широкое изучение острой и хронической токсичности гербицидов для 

млекопитающих связано с возможным аналогичным воздействием 

ксенобиотиков на организм человека. Основными показателями, 

характеризующими воздействие гербицидных препаратов на организм 

млекопитающих, являются: изменение состава и свойств крови, ингибирование 

ферментов, связывание химических веществ с ДНК или РНК, негативное 

воздействие на внутренние органы и репродукцию животных.  

Высокая токсичность фосфорорганических соединений на организменном 

уровне объясняется химическим родством с ацетихолином, и возможностью 

взаимодействовать холинэстеразами [134]. Активный центр холинэстеразы 

представлен на рисунке 1.8. 

 

 

 

  

 

Рисунок 1.8 - Схема активного центра холинэстеразы 
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В результате конкурентного ингибирования, инактивация холинэстеразы 

является необратимой, что оказывает губительное действие на организм. 

Избыток негидролизованного ацетилхолина приводит сначала к ускорению 

проведения нервных импульсов и далее к блокированию передачи нервных 

импульсов (паралич). Кроме специфического действия, образование 

ковалентной связи со специализированным акцептором, для 

фосфорорганических соединений характерно неспецифическое воздействие 

(фосфорилирование) с различными радикалами аминокислот, преимущественно 

ферментных. Результатом таких воздействий является нарушение функции 

клеточных и субклеточных мембран, дезорганизация метаболизма, и гибель 

клеток [135]. 

Продукты метаболизма сложных молекул гербицидов могут 

накапливаться в органах, тканях и биологических жидкостях в виде молекул 

меньшего размера. Метаболиты могут участвовать в угнетении тканевого 

дыхания, подавляя процесс аккумуляции и трансформации энергии, 

ингибировании синтеза ДНК, а также участвовать в развитии вторичной 

иммунодепрессии и оказывать угнетающее действие на эритропоэз, синтез 

гемоглобина, влиять на структуру и функции клеточных мембран, обладать 

мутагенными и канцерогенными свойствами [116, 133, 135 - 143]. 

В работе [144] описано влияние глифосата при пероральном и подкожном 

введении гербицида лабораторным животным. Однократное пероральное 

введение гербицида в концентрациях от 3500 мг/кг до 10000 мг/кг не приводило 

к гибели животных. При концентрациях свыше 5000 мг/кг наблюдалось 

изменение в поведение белых мышей, выражающееся в снижении двигательной 

активности и развитии ступора, у большинства подопытных животных 

гербицид вызывал воспаление кишечника. При осмотре паренхиматозных 

органов подопытных животных наблюдалось изменение линейных размеров по 

отношению к размерам органов здоровых животных. Подкожное ведение 

гербицида в вышеуказанных концентрациях вызывало гибель животных при 
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концентрации токсиканта 3157 мг/кг. Автор работы делает заключение о 

негативном влиянии глифосата на организм млекопитающих и человека. 

В работе [21, 145] отмечено негативное влияние глифосата на 

репродуктивную функцию млекопитающих, угнетении выработки половых 

гормонов, нарушения сперматогенеза. Установлено, что глифосат снижает 

выработку половых гормонов у мышей на 90% [134]. 

Глифосат способствует изменению гематологических параметров в крови 

у животных в сторону уменьшения числа эритроцитов. Глифосат влияет на 

гуморальную иммунную систему организма животных, снижая концентрацию 

иммуноглобулинов в сыворотке крови [146]. 

Внутримышечное введение глифосата при концентрации 50 мг/кг 

показало достоверное изменение количества форменных клеток в сторону 

снижения числа эритроцитов и лимфоцитов, отклонение биохимических 

показателей крови лабораторных животных от физиологических норм [147]. 

Внутрижелудочное введение аминной соли 2,4-Д способствовало 

развитии лейкопении, уменьшению числа нейтрофилов в периферической 

крови лабораторных животных. Гербицид обладает иммуноподавляющим 

действием, изменяет количество форменных клеток в крови, нарушает 

функционирование нейтрофилов, вызывает свободно-радикальное окисление 

липидов, гепатотоксические эффекты, нарушение функционирований 

клеточной мембраны, энергетического обмена, снижает массу тимуса и 

численность клеток в органе [148 - 152]. Подкожное введение 

фосфорорганических соединений провоцирует состояние окислительного 

стресса в организме животных, активизируя перекисное окисление белков [153 

- 155]. Иммунотоксичность ксенобиотиков выражается на влияние развития 

клеток крови вплоть до полипотентной стволовой кроветворной клетки: 

ингибирование эритроидного ростка кроветворения (проэритробласты, 

эритробласты, незрелые клетки эритроцитов, эритроциты), угнетение 

миелоидного процесса кроветворения (клетки- предшественники нейтрофилов, 
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эозинофилов, базофилов, моноцитов), угнетение развития лимфатической 

стволовой клетки, дальнейшей ее пролиферации и дифференцировки в В2- и Т2- 

лимфоциты. Поражение естественных клеток киллеров (Т- лимфоцитов) 

нарушает иммунный гомеостаз, снижая защиту от различных антигенов. 

Фосфорорганические соединения вызывают супрессию основных гуморальных 

и клеточных иммунных реакций, снижая содержание антителообразующих 

клеток, нарушая основные механизмы регуляции иммуногенеза [156]. В работе 

[137] описано негативное влияние фосфорорганических соединений на 

фагоцитарную активность нейтрофилов и макрофагов. 

В работе [157] показана генотоксичность глифосата. При пероральном 

введении глифосата мышам в концентрациях 500, 1000 2000 мг/кг массы тела 

пестицид проявлял слабую мутагенную активность, вызывая разрушения ДНК 

в образцах костного мозга и печени. В работах [158, 159] изучено влияние 2,4-Д 

при концентрации 30 мг/кг на клетки гипофиза тиротропы и органы 

эндокринной системы. При пероральном введении в организм животных 

наблюдались однотипные изменения, сопровождающиеся дистрофическими и 

деструктивными процессами в цитоплазме клеток тиротропов, нарушение 

структуры гемомикроциркуляторного русла, возникновение стресс-реакций в 

системе аденогипофиз-щитовидная железа. Степень выраженности изменений 

зависит от возраста экспериментальных животных и длительности воздействия 

гербицидов. Кроме того, описано иммунодепрессивное воздействие 2,4-Д на 

лабораторных животных, которое выражается в нарушении созревания В- и Т- 

лимфоцитов, угнетении гуморального иммунитета, гистологических 

изменениях в иммунных органах, развитии аллергических реакций. 

Показано [160], что аминная соль 2,4-Д вызывала гистологические 

изменения печени у лабораторных животных при концентрации 120 мг/кг. 

Авторами работы [155] представлены результаты исследований биохимических 

показателей в биоматериале лабораторных мышей в зависимости от времени 

воздействия глифосата при концентрации 2 мг/кг массы тела. Достоверные 
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данные получены после 72-х часов воздействия ксенобиотика. Гербицид 

вызывал снижение уровня гликогена в печени и мышцах лабораторных 

животных, оказывал влияние на активность ферментов, и на содержание 

липидов и холестерина в сыворотки крови. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ ПО ПЕРВОЙ ГЛАВЕ 

На основании литературных источников можно сделать вывод, что 

гербициды при различных концентрациях, времени экспозиции и способах 

введения в организм млекопитающих способны ингибировать процессы 

кроветворения, проявлять канцерогенные свойства, негативно влиять на 

внутренние органы и репродукцию животных. В то же время влияние 

химических веществ в низких концентрациях и длительной интоксикации 

изучено недостаточно. В связи с этим представляет интерес дальнейшее 

изучение влияния остаточного количества пестицидов при длительной 

интоксикации. 
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2. ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Исследование проводилось на базе Федерального государственного 

бюджетного образовательного учреждения высшего образования «Тверской 

государственный технический университет», Федерального государственного 

бюджетного учреждения «Тверская межобластная ветеринарная лаборатория», 

Федерального всероссийского научно-исследовательского института 

мелиорированных земель - филиала Федерального государственного 

бюджетного научного учреждения Федерального исследовательского центра 

"Почвенный институт имени В.В. Докучаева" в период с 2018 по 2021 год.  

2.1 Объекты исследования 

В работе использовали: 2,4-Д (2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота), 

утвержденного типа стандартный образец (СО), аттестованное значение СО 

98,2%, изготовитель Общество с Ограниченной Ответственностью «Научно-

производственный и аналитический центр «Эколан»; клопиралид (3,6-

дихлорпиколиновая кислота), стандартный образец предприятия (СОП), 

аттестованное значение СОП 97,6%, изготовитель Научно-производственный 

кооператив «БЛОК-1»; глифосат (N-фосфонометилглицин), государственный 

стандартный образец (ГСО), аттестованное значение ГСО 99,6%, изготовитель 

ФГУП «Всероссийский Научно-исследовательский институт химических 

средств защиты растений». Тест-культура инфузории стилонихии (Stylonychia 

mytilus), белые лабораторные мыши. 

2.2 Материальная часть 

Реактивы и расходные материалы: натрий хлористый (ГОСТ 4233-77); 

калий хлористый (ГОСТ 4234-77); кальций хлористый 2-водный (СТП ТУ 

КОМП 2-472-11); магний хлористый 6-водный (ГОСТ 7209-77); натрий 

углекислый кислый (ГОСТ 4201-79); медь сернокислая 5-водная (ГОСТ 4165-

78); дрожжи хлебопекарные прессованные (ГОСТ Р 54731-2011); вода 

дистиллированная (ГОСТ 6709-72); этиловый спирт 95-% (ГОСТ 17299-78); 
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ацетон (ГОСТ 2603-79); ледяная уксусная кислота (ГОСТ 18270-72); 

метиленовый голубой (синий) (ТУ 6-09-29-76); поваренная соль (ГОСТ 4233-

77); фиксатор-красителя метиленовый синий по Май-Грюнвальду (ТУ 9398-

269-27428909-02); краситель азур-эозин по Романовскому (ТУ 9398-270-

27428909-02); формалин технический (ГОСТ 1625-89); эозин спиртовой 1-%; 

гематоксилин Эрлиха; зерно овса; почвы дерново-подзолистая 

легкосуглинистая, супесчаная, легкоглинистая; ацетонитрил (ТУ 6-09-3534-82); 

кислота соляная (ГОСТ 3118-77); натрия гидроксид (ГОСТ 4328-77); натрий 

тетраборнокислый (ГОСТ 4199-76); 9-флуоренилметилхлорформиат (Sigma, 

Германия). 

Оборудование: луночные микроаквариумы из органического стекла, 

рабочий объем лунки 0,4 см
3
; весы Sartorius AC-1218 (Германия); чашки Петри 

(биологические) (ГОСТ 23932-90); колбы конические с пришлифованными 

пробками (ГОСТ 1770-74); виалы (флаконы полипропиленовые) вместимостью 

50 см  с герметично закрывающимися пластмассовыми крышками; колбы 

мерные вместимостью 100 мл (ГОСТ 1770-74); сушильный шкаф ED115 

(Binder, Германия); дозатор механический одноканальный с варьируемым 

объемом BIOHIT (Sartorius, Германия); термостат электрический 

суховоздушный ТС-80М-2 (Одесское производственное объединение 

"Медлабприбор техника"); сито лабораторное С20/50 (Вибротехник, Россия); 

шейкер медицинский S-3-02M (Elmi, Латвия); водяная баня с перемешиванием 

Shaking water bath GFL 1092 (GFL, Германия); баня ультразвуковая УЗВ-28 

ТТЦ «Сапфир» (Россия); стекло предметное 25х75 мм (ГОСТ 9284-75); 

биологический микроскоп ВX43 OLYMPUS (Япония), оснащенный USB-

камерой DCM310 с программным обеспечением «Микро-Анализ база 

изображений»; пипетка прямая стеклянная (типа Сали); микроскоп Olympus 

CX21 (Япония), оснащенный камерой Olympus U-TV1X-2 (Филиппины); 

термоэлектрический охлаждающий столик ТОС-1 (Россия); микротом 
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замораживающий МЗ-2 (Россия); микроскоп с системой видео 

документирования LeicaDM 1000 (Германия); масс-спектрометр Autoflex 

(модификация MICROFLEX) (BRUKER DALTONIC GmbH, Германия); 

хроматограф жидкостной с диодно-матричным и флуоресцирующими 

детекторами Agilent Technologies 1200 Series (AGILENT, США). 

2.3 Методы исследования 

2.3.1 Культивирование стилонихий 

Культивирование стилонихий и подготовку суточной культуры 

осуществляли по ГОСТ 31674-2012 «Корма, комбикорма, кормовое сырье. 

Методы определения общей токсичности». Средой для выращивания клеток 

служил рабочий раствор Лозино-Лозинского, модельный токсикант - 5-водная 

сернокислая медь. Стилонихии культивировали в чашках Петри, чашки 

помещали в термостат при температуре от (23±0,5) 
0
С, в качестве корма 

использовали свежие хлебопекарные дрожжи, высушенные при температуре от 

(53±0,5) 
0
С. 

2.3.2 Проведение биотестирования со стилонихиями 

Для проведения биотестирования готовили основной стандартный 

раствор глифосата с содержанием 200 мг/л. Виалы помещали на водяную баню. 

Время и температуру подбирали экспериментально. Стандартные растворы 

готовили непосредственно перед проведением опыта. Аналогичным образом 

готовили растворы стандартов клопиралида, 2,4-Д. 

Анализ цитотоксичности производился при помощи биотестирования на 

стилонихиях (Stylonychia mytilus). Из основных стандартных растворов каждого 

вещества готовили рабочие растворы методом последовательного разведения. В 

лунки микроаквариума при помощи дозатора вносили по 100 мкл питательной 

среды с определенным количеством суточной культуры инфузорий, учет 

численности клеток производили при помощи микроскопа. После подсчета в 

лунки добавляли по 100 мкл рабочих растворов с гербицидом, в контрольную 
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лунку добавляли 100 мкл дистиллированной воды. Блок лунок микроаквариума 

накрывали стеклом для предотвращения испарения. Время экспозиции 

составляло до 72 часов при температуре (23±0,5) 
0
С. Кратность проведения для 

каждого гербицида составляла 12 раз. 

2.3.3 Подготовка почвы для биотестирования 

2.3.3.1 Заражение почвы гербицидом 

Для биотестирования готовили почву с необходимыми концентрациями 

глифосата. Почву ссыпали на полимерную поверхность, разравнивали тонким 

слоем от 0,5 до 1 см без просветов. Водный раствор гербицида вносили 

трехкратной обработкой почвы. Аккуратно распрыскивали посредством 

пульверизатора 1/3 часть рабочего раствора гербицида. Почву сушили в 

течение суток в защищенном от солнца месте при температуре окружающей 

среды до воздушно - сухого состояния. Высушенную почву тщательно 

перемешивали, повторно формировали слой, и снова обрабатывали водным 

раствором гербицида. 

Подготовленную пробу почвы в воздушно - сухом состоянии хранили в 

полимерном пакете при комнатной температуре. 

2.3.3.2 Приготовление водной вытяжки гербицидов 

Почву растирали в ступке пестиком, и просеивали через сито с диаметром 

отверстий 1 мм. Навеску почвы помещали в колбу, приливали 

дистиллированную воду, выдерживали на водяной бане от 1 до 3 часов, 

интенсивно перемешивая при температуре (60±0,1) 
0
С. Колбу с содержимым 

охлаждали до комнатной температуры. Раствор декантировали, 

центрифугировали в течении 5 минут при скорости 5000 оборотов в минуту, и 

использовали при биотестировании. 

2.3.4 Определение концентрации глифосата методом ВЭЖХ 

Определение остаточного количества глифосата в водной вытяжке и 

водных растворов методом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
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осуществляли по методики МУК 4.1.1978-05 «Определение остаточных 

количеств глифосата в зерне и масле сои, семенах и масле подсолнечника 

методом высокоэффективной жидкостной хроматографии». 

Подготовку, очистку реактивов и растворителей, приготовление 

растворов, подготовку подвижной фазы для ВЭЖХ, кондиционирование 

колонки, приготовление стандартных растворов глифосата, построение 

калибровочного графика, подготовку анионообменной смолы и колонки, 

подготовку катионообменной смолы осуществляли по МУК 4.1.1978-05 [161]. 

Водную вытяжку в количестве 25 мл центрифугировали 10 минут при 

скорости 5000 оборотов в минуту. Из супернатанта отбирали 5 мл водной 

вытяжки, помещали в мерную колбу емкостью 100 мл, приливали 80 мл 

деионизированной воды. Водную фазу подщелачивали 1 М NaOH рН 11,0 и 

доводили деионизированной водой до объема 100 мл.  

Очистку на ионообменных колонках, дериватизацию и условия 

хроматографирования осуществляли в соответствии с МУК 4.1.1978-05 [161]. 

При определении содержания глифосата, растворенного в воде, водный 

раствора в количестве 5 мл переносили в мерную колбу емкостью 100 мл, 

доводили деионизированной водой до объема 100 мл. Аликвоту в количестве 12 

мл упаривали досуха на роторном испарителе при температуре 40 
0
С.  

Дериватизацию, условия хроматографирования и расчет содержания 

глифосата в водных вытяжках осуществляли в соответствии с МУК 4.1.1978-05 

[161]. 

2.3.5 Компостирование торфонавозной смеси и почвы 

Исследования проводились на базе Федерального всероссийского научно-

исследовательского института мелиорированных земель - филиала 

Федерального государственного бюджетного научного учреждения 

Федерального исследовательского центра "Почвенный институт имени В.В. 

Докучаева" под руководством научного сотрудника лаборатории Фомичевой 
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Н.В. Эксперименты ставили в соответствии с Патентом России № RU 2520144 

С1 [162]. В качестве субстратов для торфонавозной смеси использовали 

переходный торф с влажностью 48 % и навоз крупного рогатого скота с 

содержание влаги 82 %, взятых в соотношении 50:50. Исходную смесь 

помещали в объемные полимерные емкости, смесь тщательно перемешивали.  

Глифосат предварительно растворяли в 50 мл дистиллированной воды, 

равномерно вносили в смесь и почву, перемешивали. Образцы загружали в 

параллельно работающие ферментеры объемом 1,5 л, подачу кислорода 

осуществляли дискретно, для установления и поддержания постоянной 

температуры использовали термостат. Средняя влажность полученной смеси и 

почвы составляла 38 - 40%, содержание гербицида - 200, 400, 600 мг/кг. В 

качестве контрольных образцов использовали почву и смесь свободные от 

гербицида. Отсутствие гербицида подтверждали исследованием водных 

вытяжек почвы и торфа методом ВЭЖХ.  

В основу проведения ускоренной твердофазной ферментации приняты 

условия быстрого сбраживания торфяно-навозной смеси, описанные в патенте 

[162]. Смесь и почву инкубировали в течении 48 часов при температуре 

(37±0,5) 
0
С. От образцов отбирали навески для микробиологического высева. 

Далее подвергали пастеризации при температуре (60±0,5) 
0
С. Через 48 часов 

инкубирования из каждого сосуда отбирались образцы для 

микробиологического высева. Далее образцы охлаждали до (37±0,5) 
0
С, 

выдерживали в течении 24 часов, затем дальнейшее охлаждение до комнатной 

температуры. Изучение микробного сообщества смеси и почвы проводили 

методов высева в чашках Петри на мясо-пептонном агаре, с последующим 

подсчетом выросших колоний и идентификацией видовой принадлежности с 

помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии. 
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2.3.6 Микробиологические исследование почвы, торфонавозной смеси 

В стерильные чашки Петри при помощи стерильного пинцета 

производили точечный отбор проб почвы и смеси по всей глубине ферментера. 

Из объединенной пробы отбирали необходимое количество для 

микробиологического посева. Анализируемую пробу переносили в 

плоскодонную колбу со стерильной жидкостью для разведения, и помещали на 

гомогенизатор. Встряхивание проводили в течении 15 минут, проведение 

исследования, который включает приготовление разведений, приготовление 

питательной среды мясо-пептонного агара, проведение посева и учет 

количества колоний осуществляли по ГОСТ 33379-2015 «Удобрения 

органические. Методы определения наличия патогенных и условно-

патогенных микроорганизмов». Идентификацию микроорганизмов проводили 

с помощью MALDI-TOF масс-спектрометра. 

2.3.7 Подготовка зерна овса, зараженного стандартным образцом 

глифосата 

Готовили рабочие растворы стандартного образца глифосата с 

определенными концентрациями. Стандарт растворяли в течение одного часа 

при температуре (60±0,1) 
0
С. Овес помещали в чистые поддоны, разравнивали 

тонким слоем от 0,5 до 1 см без просветов. Гербицид вносили трехкратной 

обработкой зерна. Аккуратно распрыскивали посредством пульверизатора 1/3 

часть рабочего раствора гербицида. Зерно сушили в течение суток в 

защищенном от солнца месте при температуре окружающей среды до 

воздушно-сухого состояния. Высушенное зерно тщательно перемешивали, 

повторно формировали слой, и снова обрабатывали гербицидом. 

Зерно на поддонах сушили в вытяжных шкафах до влажности не более 

15%. Влажность определяли по ГОСТ 13586.5-2015 «Зерно. Метод 

определения влажности». Высушенное зерно хранили в полиэтиленовых 

емкостях при комнатной температуре. 
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2.3.8 Определение хронической токсичности на лабораторных животных 

2.3.8.1 Биотестирование гербицидов на мышах 

Для оценки хронической токсичности in vivo были использованы 

лабораторные мыши, предоставленные из вивария ФГБУ «Тверская МВЛ». 

Исследование выполнено на 48 белых беспородных лабораторных мышах, 12 

самцах и 36 самках в возрасте 2-х месяцев средней стандартной массой 25 - 30г. 

Состояние животных оценивали визуально. Мыши содержались в соответствии 

с требованиями ГОСТ 33216-2014 «Руководство по содержанию и уходу за 

лабораторными животными. Правила содержания и ухода за лабораторными 

грызунами и кроликами», Приказа Министерства Здравоохранения СССР от 

12 августа 1977 года N 755 «О мерах по дальнейшему совершенствованию 

организационных форм работы с использованием экспериментальных 

животных». Условия содержания представлены на рисунке 2.1.  

  

Рисунок 2.1 - Условия содержания лабораторных животных 

 

Мышей содержали в специальных клетках для лабораторных животных 

при комнатной температуре от 20 
0
С до 24 

0
С, в условиях естественного 

освещения с затемненной верхней частью окна, принудительной вентиляции. В 

качестве подстилки использовали солому, прошедшую термообработку в 

сухожаровом шкафу при температуре не менее 80 
0
С в течении часа. 
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Эксперимент выполняли в два этапа. Первый этап предусматривал 

раздельное содержание самцов и самок до достижения возраста 3-х месяцев, 

продолжительность этапа 1 месяц. Второй этап исследования включал 

формирование семей из половозрелых лабораторных животных, и проведение 

основной части эксперимента. Семья состояла из 3 самок и 1 самца.  

Для наблюдения динамики воздействия гербицида на животных по 

истечении 3 месяцев ½ часть лабораторных животных умерщвлялась методом 

декапитации, другая часть - через 5 месяцев после содержания по схеме второго 

этапа. 

Проводили отбор крови для морфологического анализа, визуальный 

осмотр внутренних органов при патологоанатомическом вскрытии, взятие 

патологического материала для приготовления гистологических препаратов.  

В ходе эксперимента осуществлялся ежедневный визуальный осмотр 

состояния животных. Критериями хронической токсичности служили 

изменение поведенческих реакций, воспроизводство потомства, количество 

особей в потомстве и жизнеспособность детенышей, число павших животных и 

сроки их гибели, изменения в клетках крови и тканях органов. 

2.3.8.2 Приготовление цитологических препаратов крови 

Подсчет и расчет количества форменных элементов крови производили с 

помощью камеры с сеткой Горяева по стандартной методике [163]. Для 

подсчета лейкоцитов осуществляли отбор проб крови пипеткой прямой 

стеклянной (типа Сали) в количестве 0,02 мл. Кровь помещали в пробирки с 

раствором Тюрка. Для подсчета эритроцитов кровь объемом 0,02 мл 

переносили в пробирку с 3 % - ным раствором хлорида натрия. Приготовление 

цитологических препаратов крови осуществлялся по методике [163], окраска по 

Паппенгейму. 
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2.3.8.3 Приготовление гистологических препаратов 

Для гистологического исследования от каждого животного, при 

патологоанатомическом вскрытии, отбиралась печень, и помещалась в раствор 

формалина с массовой долей формальдегида 10%, взятый в десятикратном 

объеме к объему фиксируемых образцов, плотно укупоривали в стеклянных 

емкостях. Фиксированные образцы хранили при комнатной температуре. 

Приготовление фиксирующего раствора и фиксацию патологического 

материала проводили согласно методическим указаниям [164]. Приготовление 

гистологических препаратов проводилось по стандартной методике [165]. 

Отобранные образцы перед исследованием подвергали обработке в 

следующей последовательности: фиксация, промывка проточной водой, 

уплотнение образцов, изготовление срезов, окраска срезов, заключение срезов 

под покровное стекло. Замораживание образцов осуществляли с помощью 

термоэлектрического охлаждающего столика, срезы образцов осуществляли с 

помощью микротомного ножа микротома замораживающего, окрашивание 

гистосрезов осуществляли гематоксилин - эозином, гистологический препарат 

рассматривали с помощью светового микроскопа с системой видео 

документирования в комплекте с осветителем при 10, 20, 40-кратном 

увеличении. 

2.3.9 Формулы расчета 

2.3.9.1 Расчет изменения количества стилонихий 

Оценка воздействия гербицидов при определенных концентрациях на 

простейшие учитывалась по изменению количества инфузорий. Изменение 

количества клеток стилонихий в опытных образцах К(вэ), %, с соответствующим 

времен экспозиции, рассчитывали по формуле (1): 

К(вэ) = N(вэ)/N(но)*100%,          (1) 

где N(вэ) – средняя численность клеток в соответствующее время экспозиции, 

шт; 
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      N(но) - средняя численность клеток в начале опыта, шт. 

2.3.9.2 Расчет изменение количества лейкоцитов, эритроцитов 

Цитотоксичность глифосата определяли по качественному и 

количественному изменению форменных клеток периферической крови. 

Среднее уменьшение количества лейкоцитов ∆К(срл), %, рассчитывалось по 

формуле (2): 

∆К(срл) = 100% - К(ло)/К(лк)*100%,       (2) 

где К(ло) – количество лейкоцитов в опыте, шт; 

      К(лк) – количество лейкоцитов в контрольной пробе, шт. 

Среднее уменьшение количества эритроцитов ∆К(срэ), %, 

рассчитывалось по формуле (3): 

∆К(срэ) = 100% - К(эо)/К(эк)*100%,      (3) 

где К(эо) – количество эритроцитов в опыте, шт; 

      К(эк) – количество эритроцитов в контрольной пробе, шт. 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1 Обоснование концентрации гербицидов в модельных образцах 

С целью определения необходимых концентраций гербицидов при 

биотестировании, был произведен анализ наиболее часто используемых 

коммерческих препаратов в сельском хозяйстве, и рассчитано фактически 

возможное содержание действующих веществ в почве. Содержание глифосата в 

коммерческих препаратах колеблется от 360 г/л, 2,4-Д - от 600 г/л, клопиралида 

- от 300 г/л. Расчет проводился с учетом рекомендаций к применению на 

основании данных регламента применения гербицидов, указанных в 

«Справочнике пестицидов и агрохимикатов, разрешенных к применению на 

территории Российской Федерации 2017»:  

- глифосатсодержащий препараты: «Торнадо 500,ВР» (500 г/л глифосата 

кислоты), норма применения препарата: 1,5 - 3 л/га при обработке паровых 

полей, 3 - 4 л/га при обработке полей под посев яровых культур, 

обрабатываемая культура – зерновые культуры; 

- клопиралид содержащий препарат «Лорнет, ВР» (300 г/л), норма 

применения препарата – 0,16 - 0,66 л/га, обрабатываемая культура – зерновые 

культуры (пшеница озимая и яровая, ячмень, овес); 

- 2,4-Д содержащий препарат «Дикопур Ф, ВР» (600 г/л 2,4-д кислоты), 

норма применения препарата – 1 - 1,6 л/га, обрабатываемая культура – 

зерновые культуры (пшеница яровая и озимая, ячмень, овес, рожь). 

В сельскохозяйственной практике гербициды применяют двумя 

способами: путем опрыскиваем вегетирующих частей растений или путем 

непосредственной обработки почвы. Эффективность действия и расход 

пестицидов в первом случае зависит от ряда факторов. Расход рабочего 

раствора гербицидов может увеличиваться при обработке плохо 

смачивающихся растений, например листья с восковым налетом или 
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опушением, работе в сухую и жаркую погоду, а также задержки обработки 

посевов, которая снижает чувствительность сорняков [31].  

Расчет содержания гербицидов в почве производился при условии 

обработки растений путем опрыскивания, проникновение в почву принималось 

70 % от общего объема рабочей жидкости гербицида, данные представлены в 

таблице 3.1. В случае применения почвенного препарата гербицидная нагрузка 

на почву увеличивается. Плотность почвы зависит от минералогического и 

механического состава, структуры почвы и содержания органического 

вещества [31]. Оптимальная плотность пахотного горизонта для большинства 

культурных растений – 1,0 – 1,2 г/см
3
. 

При расчете содержания действующих веществ коммерческих препаратов 

в почве принимаем: плотность почвы – 1,2 г/см
3
, глубина проникновения 

гербицида, равную глубине пахотного слоя – 20 см [31]. 

 

Таблица 3.1 – Расчетные концентрации гербицидов  

Наименование 

препарата 

Наименование действующего 

вещества (гербицидов) 

Расчетная концентрация 

гербицидов в 1 кг почвы (Сmin, 

Cmax), мг/кг 

«Торнадо 500, ВР» Глифосат Сmin = 219; Cmax = 438 (паровые 

поля) 

Сmin = 438; Cmax = 583 (поля под 

посев) 

«Дикопур Ф, ВР» 2,4-Д Сmin = 175; Cmax = 280 

«Лорнет, ВР» Клопиралид Сmin = 14; Cmax = 58 

 

С учетом расчетных концентраций первый этап биотестирования водных 

образцов был проведен с содержанием гербицидов от 1 до 100 мг/л. 
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3.2 Определение оптимальных условий растворения гербицидов 

Для выбора условий пробопродготовки гербицидов был выполнен анализ 

растворимости пестицидов в воде. Данные по растворимости представлены в 

таблице 3.2 [22]. 

 

Таблица 3.2 - Справочные данные по растворимости пестицидов 

Наименование гербицида Растворимость в воде при 20 
0
С 

мг/л Пояснения 

Глифосат 10500 Высокая 

2,4-Д 23180 Высокая 

Клопиралид 143000 Высокая 

 

Все ГСО изготавливаются в ампулах в порошкообразном состоянии и 

растворяются без предварительного растирания. Представленные гербициды 

имеют высокую растворимость в воде, наименьший количественный показатель 

у глифосата. При выборе оптимальных условий пробоподготовки 

использовался глифосат.  

Для ускорения процесса растворения глифосата применялся ультразвук 

(УЗ), рабочая частота ультразвуковых колебаний 35 кГц. Выбор температуры, 

рабочего колебания обусловлены возможностями лабораторного 

оборудования. Температура 60 
0
С является максимальной для обеих водяных 

бань (с и без УЗ), температура 30 
0
С – средняя температура для оборудования 

и наиболее используемая в лабораторной практике. Визуальное наблюдение 

осуществлялось каждые 30 минут. Полное растворение глифосата 

подтверждалось методом ВЭЖХ. Растворимость глифосата при различных 

условиях представлена в таблице 3.3. 

Растворение глифосата при температуре 60 
0
С проводилось повторно с 

применение УЗ и без УЗ, визуальное наблюдение осуществлялось каждые 15 

минут.  
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Наименьшее время растворения глифосата без применения УЗ при 

температуре 60 
0
С составило 1 час 30 мин, с применение ультразвука – 45 

минут. 

 

Таблица 3.3 - Время растворения глифосата при различных условиях 

Длительность опыта Условия проведение опыта 

30 
0
С 30 

0
С УЗ 60 

0
С 60 

0
С УЗ 

30 минут в/н
1) в/н в/н в/н 

1 час в/н в/н в/н  н/н  

1 час 30 минут в/н в/н н/н  - 

2 часа в/н н/н
2) 

- - 

2 часа 30 минут в/н н/н - - 

Масса навесок глифосата, 

г/10 мл 

M1 = 0,0021 M1 = 0,0020 M1 = 0,0022 M1 = 0,0020 

M2 = 0,0022 M2 = 0,0021 M2 = 0,0021 M2 = 0,0021 

Концентрация глифосата 

в водных растворах, 

метод ВЭЖХ, мг/мл 

- - С1ср = 0,22 ± 

0,007 

С1ср = 0,20 ± 

0,006 

С2ср = 0,21 ± 

0,006 

С2ср = 0,21 ± 

0,006 

_________________ 

           
1) 

Твердые частицы глифосата визуально наблюдаются. 

           
2) 

Твердые частицы глифосата визуально не наблюдаются. 

 

3.3 Применение инфузорий при биотестировании на клеточном уровне 

В настоящее время инфузории, как тест-объекты, используют 

специалисты различных областей науки [166 - 170]. 

Для определения уровня токсичности гербицидов, в качестве тест-

объектов было выбрано биотестирование на стилонихиях (Stylonychia mytilus) 

при суточной экспозиции инфузорий. Использование простейших при 

биотестировании объясняется наличием стандартных методик 

культивирования, возможностью проверки чувствительности к токсичным 
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веществам, размножение происходит делением клетки, что обеспечивает 

генетическую однородность. 

Естественной средой обитания простейших являются почва и водоемы. 

Инфузории являются важнейшим звеном в пищевых цепях биосферы. 

Размножаясь в огромных количествах, простейшие влияют на формирование и 

плодородие почв, на химический состав океанических вод. Изменение 

количества или уничтожение простейших влияет на естественный биоценоз. 

Стилонихии – ресничные инфузории, имеющие наиболее сложное 

строение, по сравнению с простейшими других классов. Строение инфузории 

представлено на рисунке 3.1. В ходе изучения характеристики простейших 

установлено, что в качестве пищи для них служат органические частицы, 

микроорганизмы и растворенные в окружающей среде питательные вещества. 

Одноклеточные обладают способностью отличать друг от друга различные 

пищевые частицы. Однако избирательность такого рода у них редка, когда 

захватывается только перевариваемая пища. Процесс питания у стилонихий 

происходит, как за счет фагоцитоза, с образованием пищеварительной вакуоли 

(«клеточное заглатывание»), так и путем поглощения жидкости и ионов 

поверхностью тела.  

При фагоцитозе околоротовые реснички создают направленный ток воды, 

иногда мощный, который направляет пищевые частицы в сторону цистома. От 

клеточного рта идет узкий канал – цитофаринкс. Вследствие постоянства 

формы тела, у инфузории отсутствуют «запасные участки» плазматической 

мембраны, которые могли бы использоваться при образовании пищевых 

вакуолей. Поэтому составные части, очень мелкие везикулы, транспортируются 

из цитоплазмы вдоль лент микротрубочек к цистому. Здесь они сливаются с 

мембраной пищевой вакуоли, способствуя ее росту. При достижении 

необходимой величины вакуоль отрывается от глотки, и увлекается круговыми 

движениями цитоплазмы. Везикулы содержат пищеварительные ферменты, 

которые попадают таким образом в пищеварительные вакуоли. В процессе 
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движения в вакуолях происходит переваривание пищи, выделяя источники 

энергии и питания в цитоплазму [171].  

Таким образом, токсичные вещества попадают внутрь клетки двумя 

способами: заглатыванием клеточным ртом и всасыванием поверхностью тела. 

Одновременное попадание токсичных веществ в полость клетки дает в 

биотестировании ряд преимуществ. Во-первых, увеличивается скорость 

проникновения веществ внутрь клетки. Скорость поглощения пищи и 

вместительная способность пищеварительной структуры у стилонихий высокая 

– до 70-80 % объема клетки. Во-вторых, химические изменения веществ, 

протекающие в процессе пищеварения, могут способствовать увеличению 

токсичности исследуемого вещества [169].  

 

 

 

 

 

 

 

 

1 – перистом, 2 – цитостом, 3 – цитофаринкс, 4 – образующаяся пищеварительная вакуоль, 5 

– пищеварительные вакуоли, 6 – порошица, 7 – сократительная вакуоль, 8 – макронуклеос, 9 

– микронуклеус, 10 – реснички, 11 – пелликула 

Рисунок 3.1 - Строение инфузории 

 

Кроме того, инфузории интересны как тест-организмы вследствие того, 

что имеют малый жизненный цикл и высокую скорость размножения. Это 

позволяет оценить воздействие химических веществ на ряд поколений.  

В процессе фагоцитоза инфузории способны поглощать как пищевые, так 

и непищевые частицы. Подобный механизм пищеварения позволяет оценить 

токсичность как растворимых веществ, так и нерастворимых. Стилонихии 

обладают высокой чувствительностью к различным химическим веществам при 
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различных концентрациях. Благодаря относительно большим размерам клеток, 

этот визуальный метод позволяет оценить состояние простейших, а также 

является удобным, информативным, недорогим [167]. 

Простейшие являются эукариотическими организмами, обладающими 

свойствами отдельного организма. Это качество позволяет результаты, 

полученные на простейших, с высокой достоверностью сопоставлять с 

подобными исследованиями, результатами на лабораторных животных [166, 

167].  

При проведении биотестирования учитывалось физическое состояние 

клеток на момент исследования. Важным показателем является стадия 

жизненного цикла инфузории. Установлено [169], что наибольшей 

чувствительностью к токсичным веществам обладает только что разделившаяся 

клетка. По мере развития и дальнейшего деления устойчивость клетки к 

токсичным веществам возрастает до следующего деления. 

Для оценки результата биотеста была выбрана реакция ингибирования 

размножения или гибель инфузорий. Так как, инфузории поглощают все 

присутствующие в среде обитания растворимые вещества и мелкодисперсные 

частицы, это позволяет количественно определить ответную реакцию 

инфузорий на действие различных токсичных веществ [172]. 

3.4 Определение оптимального числа клеток простейших при 

биотестировании 

Для исследования использовалась суточная культура стилонихий, 

количество клеток в лунке варьировалось от 2 до 15 штук. Большое количество 

инфузорий (более 20 шт) в лунке затрудняет подсчет клеток, что делает его 

недостоверным в ходе дальнейшего исследования.  

Определение оптимального числа клеток стилонихий для проведения 

исследований путем тестирования, проводилось с растворами глифосата и 

временем экспозиции 24 часа. Для поискового эксперимента были выбраны 
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концентрации глифосата 120, 140, 160 мг/л, с учетом двукратного разведения 

концентрации в лунках при биотестировании составляли 60, 70, 80 мг/л.  

Опыт показал, что при концентрациях гербицида 70, 80 мг/л единичные 

клетки инфузорий погибали, при этом происходил полный лизис клеток 

(таблица 3.4). В объективе не были обнаружены опорного комплекса клетки 

простейших (пелликулы). При количестве клеток от 5 до 9 шт происходила 

частичная гибель изучаемых организмов, при большом количестве - 

увеличивался рост числа клеток практически в 1,5 раза. Данные эксперимента 

не давали однозначной интерпретации о токсичности гербицидов. При 

концентрации гербицида 60 мг/л ответная реакция при различной численности 

стилонихий была одинакова, в среднем рост клеток увеличился вдвое. 

 

Таблица 3.4 - Численность стилонихий в зависимости от концентрации 

глифосата в растворе (экспозиция 24 часа) 

Концентрация 

глифосата, мг/л 

Количество стилонихий в микролунке, шт 

Исходное значение 

простейших, шт 

2 3 5 6 8 9 15 

Контроль, через 24 часа 7 7 10 14 15 22 30 

60 5 7 9 11 15 18 20 

70 0 0 1 4 5 6 21 

80 0 0 0 1 2 3 22 

Исходя их вышеуказанных данных, оптимальное количество клеток для 

проведения исследования биомониторинга - 6-9 шт. 

С целью исключения возможного воздействия УЗ на результаты 

биотестирования, было проведено предварительное поисковое исследование 

при следующих условиях: глифосат растворяли с и без применения УЗ, 

концентрация - 60 мг/л, количество простейших в лунке от 6 до 9 клеток. 

Результаты исследования представлены в таблице 3.5. 
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Разные условия растворения глифосата не оказали существенного 

влияния на результаты биотестирования. Исходя из опытных данных, были 

выбраны следующие условия растворения гербицидов: время – 45 минут, 

температура - 60 
0
С, рабочая частота ультразвуковых колебаний - 35кГц. 

 

Таблица 3.5 - Результаты биотестирования глифосата при различных условиях 

растворения 

 

Условия растворения глифосата 

Количество стилонихий при различном времени 

экспозиции, шт 

0 

часов 

2  

часа 

6 

 часов 

24 

 часа 

72  

часа 

Время растворения 45 мин при 

температуре 60 
0
С с применением УЗ 

6 7 7 11 22 

Время растворения 1 час 30 мин при 

температуре 60 
0
С без применения УЗ 

8 8 9 16 31 

 

Разные условия растворения глифосата не оказали существенного 

влияния на результаты биотестирования. Исходя из опытных данных, были 

выбраны следующие условия растворения гербицидов: время – 45 минут, 

температура - 60 
0
С, рабочая частота ультразвуковых колебаний - 35кГц. 

Для оценки воздействия гербицидов на простейшие учитывались 

следующие тест-реакции: изменение количества инфузории (выживаемость, 

размножение). В зависимости от выживаемости стилонихий можно выделить 

следующие критерии токсичности: «нетоксичный», «токсичный». При 

выживаемости инфузорий в количестве менее 50% и времени экспозиции 24 

часа концентрацию гербицидов следует считать «токсичной», при 

выживаемости инфузорий в количестве более 50% и суточной экспозиции - 

«нетоксичной».  
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В работе для определения уровня токсичности были выбраны следующие 

химические вещества: клопиралид, глифосат, 2,4-Д. В качестве источников 

пестицидов использованы государственные стандартные образцы. 

3.5 Биотестирование глифосата 

Из основного раствора глифосата готовились модельные растворы с 

концентрациями от 2 до 200 мг/л, с учетом двукратного разбавления 

концентрации при биотестировании составляли от 1 до 100 мг/л. Изменение 

количества особей простейших в зависимости от концентрации глифосата и 

времени экспозиции представлены в таблице 3.6. 

 

Таблица 3.6 - Зависимость изменения количества простейших от времени 

экспозиции и концентрации гербицида глифосата 

Концентрация 

глифосата, 

мг/л 

Среднее количество стилонихий при различном времени экспозиции, шт 

0  

часов 

2  

часа 

6  

часов 

24  

часа 

72  

часа 

100 6 0 0 0 0 

90 6 0 0 0 0 

80 7 1 1 2 5 

70 8 3 3 5 12 

60 8 8 8 15 31 

50 9 9 10 19 38 

40 6 7 7 14 29 

30 7 8 8 16 34 

20 6 6 7 14 30 

10 8 8 8 19 38 

1 7 7 7 17 33 

Контроль 7 9 9 16 29 

 

Глифосат при концентрации 90, 100 мг/л показывает высокую 

токсичность по отношению к инфузориям, происходит полная гибель клеток, 
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выживаемость составляет 0%. Ингибирующая концентрация (частичная гибель 

клеток) составляет 70, 80 мг/л при времени экспозиции 24 часа, выживаемость 

инфузорий составляет 66, 25 % соответственно. Таким образом, концентрацию 

глифосата 70 мг/л можно интерпретировать «нетоксичной», прирост клеток 

через 72 часа увеличивался в 1,5 раза.  

Минимальная концентрация гербицида, которая не подавляет рост клеток 

60 мг/л. При концентрациях глифосата от 10 до 60 мг/л и времени экспозиции 

24, 72 часа наблюдается интенсивный рост клеток, в среднем количество клеток 

увеличилось по сравнению с началом опыта в 4,7 раза (время экспозиции 72 

часа).  

Количество клеток на конец опыта при концентрации гербицида 1 мг/л и 

в контрольном опыте составляют одинаковое количество, увеличение в 4,2 раза 

(время экспозиции 72 часа). 

3.6 Определение токсичности 2,4-Д 

Путем последовательных разведений из основного раствора 2,4-Д были 

получены рабочие растворы с содержанием гербицида от 2 до 200 мг/л, 

концентрации при биотестировании от 1 до 100 мг/л. Изменения числа клеток 

стилонихий в зависимости от концентрации гербицида 2,4-Д и времени 

экспозиции представлены в таблице 3.7. 

При тестировании растворов гербицида 2,4-Д зафиксированы летальные 

концентрации от 60 до 100 мг/л, выживаемость составляет 0%. Содержание 

гербицида 2,4-Д в количестве 50 мг/л также токсично, выживаемость 

составляет 42,8%. Ингибирующая концентрация, при которой происходит 

частичная гибель инфузорий, составляет 40 мг/л. В тоже время, данная 

концентрация не является токсичной, численность клеток при суточной 

экспозиции увеличивается в 1,3 раза. При дальнейшем исследовании, время 

проведения опыта 72 часа, наблюдается увеличение клеток в 1,9 раз. 
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Таблица 3.7 - Зависимость изменения численности инфузорий от времени 

экспозиции и концентрации гербицида 2,4-Д 

Концентрация 

2,4-Д, мг/л 

Среднее количество стилонихий при различном времени экспозиции, шт 

0 часов 2 часа 6 часов 24 часа 72 часа 

100 8 0 0 0 0 

90 8 0 0 0 0 

80 8 0 0 0 0 

70 7 0 0 0 0 

60 6 0 0 0 0 

50 7 1 1 3 4 

40 8 6 6 10 15 

30 8 8 9 16 22 

20 6 7 7 12 18 

10 9 9 9 18 27 

1 7 8 8 14 21 

Контроль 8 8 9 15 34 

 

Минимальная концентрация гербицида, которая не подавляет рост клеток 

- 30 мг/л. При концентрациях от 1 до 30 мг/л и суточной экспозиции 

численность стилонихий увеличивается в 2 раза. Данное содержание гербицида 

в водных растворах не является токсичным. Кроме того, при увеличении 

времени экспозиции до 72 часов наблюдался дальнейший прирост клеток. 

Количество клеток, по отношению к началу опыта (0 часов) увеличилось в 

среднем в 2,9 раза. Количество инфузорий в контрольном опыте увеличилось в 

4,3 раза. 

3.7 Оценка токсичности клопиралида 

Клопиралид показывает достаточно высокую токсичность для тест-

объекта Stylonychia mytilus. Результаты исследования токсичности клопиралида 

сопоставимы с результатами исследования токсичности 2,4-Д. Результаты 

проведенного исследования представлены в таблице 3.8. 
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Таблица 3.8 - Зависимость изменения количества клеток от времени экспозиции 

и концентрации гербицида клопиралида  

Концентрация 

клопиралида, 

мг/л 

Среднее количество стилонихий при различном времени экспозиции, шт 

0 часов 2 часа 6 часов 24 часа 72 часа 

100 7 0 0 0 0 

90 8 0 0 0 0 

80 8 0 0 0 0 

70 6 0 0 0 0 

60 6 0 0 0 0 

50 7 3 3 6 9 

40 9 8 8 13 20 

30 9 9 10 14 20 

20 7 7 7 12 21 

10 6 7 7 12 20 

1 7 7 7 15 23 

Контроль 6 6 7 14 24 

 

Растворы с содержанием клопиралида в количестве от 60 до 100 мг/л 

вызвали полную гибель клеток. Концентрации, подавляющие рост клеток, 

составляют 40, 50 мг/л. Выживаемость простейших при концентрации 50 мг/л и 

суточной экспозиции - 86 %, при содержании клопиралида в количестве 40 мг/л 

наблюдается увеличение количества инфузорий в 1,4 раза. Минимальная 

концентрация гербицида, которая не ингибирует рост клеток 30 мг/л. При 

концентрациях от 1 до 30 мг/л и суточной экспозиции увеличение количества 

стилонихий составляет более чем в 1,6 раза. Из опытных данных можно сделать 

вывод, что клопиралид при концентрациях менее 50 мг/л и при времени 

выдержки в течении 24 часов не является токсичным для Stylonychia mytilus, 

при дальнейшем увеличение времени биотестирования увеличение клеток 

составляет 1,3 раза. При продлении опыта до 72 часов, при концентрациях не 

ингибирующих рост инфузорий, наблюдался дальнейший прирост клеток. 
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Количество клеток, по отношению к началу опыта (0 часов) увеличилось в 

среднем в 2,9 раза. Количество инфузорий в контрольном опыте увеличилось в 

4 раза. 

3.8 Сравнительная оценка токсичности гербицидов 

При сравнении результатов исследований можно сделать вывод, что 

наибольшую токсичность для выбранных тест-организмов показывают 

гербициды 2,4-Д и клопиралид. Данные представлены в таблице 3.9. 

 

Таблиц 3.9.- Сравнительная характеристика гербицидов  

Показатели для сравнения Наименование гербицида 

Г
л
и

ф
о
са

т 

К
о
н

тр
о
л
ь 

2
,4

-Д
 

К
о
н

тр
о
л
ь 

К
л
о
п

и
р
ал

и
д

 

К
о
н

тр
о
л
ь 

Минимальная концентрация, которая не является 

токсичной С, мг/л 

70 - 40 - 50 - 

Минимальная концентрация, которая не 

ингибирует рост инфузорий Сmin, мг/л 

60 - 30 - 30 - 

Среднее увеличение количества клеток при Сmin 

и суточной экспозиции 

в 2,2 

раза 

в 2,3 

раза 

в 2 

раза 

в 2,8 

раза 

в 1,8 

раза 

в 2,9 

раза 

 

Среднее увеличение количества инфузорий при концентрации Сmin, не 

подавляющей рост простейших, и суточной экспозиции является сопоставимым 

для всех гербицидов.  

Результаты проведенного исследования показывают, что ответная 

реакция простейших наблюдалась не только в больших, но в малых 

концентрациях пестицидов. Кроме того, ответная реакция наблюдалась для 

всех гербицидов различного строения. Это позволяет использовать Stylonychia 

mytilus в качестве тест-объекта для оценки воздействия различных токсичных 
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веществ на клеточный организм, как при высоких, так и при низких 

концентрациях.  

С учетом опытных данных при биотестировании токсичности водных 

образцов дальнейшее увеличение концентраций гербицидов не проводилось. 

3.9 Влияние гербицидов на размер и форму клеток стилонихий 

В ходе проведения опыта при подсчете клеток инфузорий, было выявлено 

изменение размеров стилонихий. Микроскопические исследования проводили 

при увеличении окуляра х10, объектива х40. Данные представлены на рисунках 

3.2, 3.3. 

   

 

Рисунок 3.2 – Форма и размер клетки 

инфузории в начале опыта 
 

  

Рисунок 3.3 – Форма и размер клетки 

инфузории с временем экспозиции 72 часа 

в глифосате при концентрации 40 мг/л 

 

При подсчете количества клеток в разное время экспозиции было 

обнаружено, что при времени экспозиции 72 часа в лунках микроаквариума 

наблюдалось большое количество особей стилонихий в 10 - 15 раз меньше, чем 

материнские. Изменение размера клеток инфузорий происходило при 

добавлении всех гербицидов (глифосата, клопиралида, 2,4-Д) при 

концентрациях от минимальной, не подавляющей рост клеток, и до 1 мг/л. 

Особенностью инфузорий является относительно быстрая изменчивость, 

что позволяет простейшим адаптироваться к различным условиям. В процессе 

адаптации к условиям среды простейшие перестраивают свои жизненные 
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функции, что влияет на скорость размножения, движения, форму и размеры 

тела клетки [173]. Черемных Е.Г., в статье [168] при биотестирование пищевого 

сырья на инфузориях, отметила морфологические изменения простейших в 

сторону увеличения размера клеток. 

Фосфорорганические соединения (ФОС) способны образовывать 

комплексы с ферментами, локализованными во внутренней мембране 

митохондрий. Ингибируя энзимы, ФОС нарушают процесс окислительного 

фосфорилирования, негативно влияя на процесс дыхания клетки, т.е. 

нарушается синтез молекул АТФ [174].  

В работах [64, 116] изучена ингибирующая активность гербицидов в 

отношении НАФН-оксидоредуктазы. Установлено, что глифосат содержащие 

препараты способны неконкуренто ингибировать фермент, уменьшая скорость 

ферментативной реакции. Клопиралид, входящий в состав коммерческого 

препарата Лонтрел, способен конкурентно ингибировать редуктазу, с 

образованием непродуктивного комплекса. В результате, нарушаются 

биологические окислительные и восстановительные процессы, происходящие в 

организме (перенос атомов, водорода и электронов). Это приводит к 

блокировки жизненно важных процессов в клетке. Кроме того авторы показали, 

что гербициды и их соли способны к комплексообразованию с АТФ и ДНК 

клетки, проявляя техногенную токсичность. Химические связи в комплексах 

между гербицидами и ДНК могут вызывать генные мутации. Таким образом, на 

клеточном уровне токсичность гербицидов выражается в снижении 

репродуктивной способности инфузорий, энергодефиците в клетке и 

мутагенном эффекте. 

Можно предположить, что гербициды при более высоких концентрациях 

подавляли энергетический метаболизм и окислительно-восстановительные 

процессы в клетке, вызывая ее гибель. Более низкие концентрации токсикантов 

не оказывали летального воздействия. Вследствие адаптивных процессов, в 

условиях дефицита энергии в организме, стилонихии перестраивали свои 
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жизненные функции, в результате чего произошло изменение морфологических 

параметров клетки. 

Минимальная концентрация, которая является нетоксичной по 

отношению к инфузориям, для 2,4-Д и клопиралида составляет 40, 50 мг/л 

соответственно, для глифосата – 70 мг/л. Таким образом, клопиралид и 2,4-Д 

являются более токсичными, чем глифосат. Можно предположить, что больший 

токсический эффект 2,4-Д и клопиралида связан с конкурентным 

ингибированием фермента с образованием неактивного комплекса. 

3.10 Биотестирование почвы 

3.10.1 Обоснование выбора гербицида для биотестирования почвы 

В ходе проведенного биотестирования гербицидов выявлено, что 

инфузории обладают ответной реакцией на содержание токсикантов, 

находящихся в различных концентрациях. В связи с этим представляет интерес 

о возможности использования Stylonychia mytilus в качестве тест-объекта для 

оценки токсичности почвы зараженной гербицидом. 

Ранее, в п. 3 1 расчетным путем было определено содержание гербицидов 

в почве. При применении в сельскохозяйственной практике глифосата и 2,4-Д 

содержание их в почве превышает «нетоксичные» концентрации в 3 - 4 и 4 – 7 

раз соответственно. Содержание клопиралида в почве, при добросовестной 

практике с учетом требований к применению, сопоставимо с «нетоксичной» 

концентрацией. 

ФГБУ «Россельхозцентр» опубликовало данные [175] о наиболее 

востребованных гербицидсодержащих препаратах в России в 2018 году. Из 

пяти коммерческих препаратов три содержат глифосат в качестве активного 

ингредиента, а один - 2,4-Д. По общему объему использования 

глифосатсодержащие препараты почти вдвое превышают объем использования 

2,4-Д. 
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Длительное применение 2,4-Д способствовало изменению видового 

сообщества сорных растений. В результате естественной селекции в регионах 

южнее Московской области из 30 наиболее часто встречающихся сорняков 19 

устойчивы к 2,4-Д. Таким образом, в России есть регионы, где применять 2,4-Д 

либо не целесообразно, либо его применяют в смесях с другими гербицидами 

[176]. В тоже время, глифосатсодержащие препараты являются 

неселективными. Его применяют в паровых полях, при вводе залежных земель 

и непосредственно перед посевом. Для повышения эффективности препарата 

его можно использовать несколько раз в сезон. Кроме того, глифосат 

применяют в качестве десиканта в предуборочный период [177]. Агентство по 

охране окружающей среды США (US EPA) классифицирует его как «мало 

токсичен», что также способствует более широкому применению гербицида. 

Дальнейшее биотестирование почвы проводили с использованием глифосата. 

3.10.2 Биотестирование почвы различного гранулометрического состава 

Анализ литературных данных показал, что взаимосвязь глифосата с 

почвой сложна, варьируется от почвы к почве. Глифосат растворим в воде, но 

он так же связывается с частицами почвы при определенных условиях, 

особенно в глинах. Гербицид способен взаимодействовать с катионами 

поливалентных металлов, образуя комплексы (хемосорбция), либо 

взаимодействовать с разнородной поверхностью твердой фазы почвы в 

результате молекулярной сорбции (физическое поглощение). Поэтому глифосат 

может вымываться водой из песчаных почв или годами храниться в почвах с 

высоким содержанием глины. Даже связанный с частицами почвы, он может 

диссоциировать назад в грунтовые воды позже, а также быть доступным для 

коневой системы растений, оказывая губительное воздействие, либо 

накапливаться в частях растений. 

На основании литературного обзора представляет интерес проведение 

биотестирования почвы различного гранулометрического состава. Опытные 
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образцы почвы предоставлены ФГБУ «Тверская МВЛ», механический состав 

почвы определялся по ГОСТ 12536-2014 «Грунты. Методы лабораторного 

определения гранулометрического (зернового) и микроагрегатного состава». 

По агрохимическим показателям образцы представляют собой три типа 

почвы: 

 - I тип почвы дерново-среднеподзолистая легкосуглинистая, 

наиболее часто встречающийся тип почвы в сельском хозяйстве при 

возделывании культурных растений, содержание физической глины 28,1 %; 

 - II тип почвы супесчаная, по гранулометрическому составу 

представляет собой осадочную горную породу, содержание физической глины 

15,8 %; 

 - III тип почвы, содержащая процент глинистых включений 57,2 %, 

легкоглинистая. 

Биотестирование проводилось на образцах почвы, зараженной 

глифосатом с концентрацией 200 мг/кг. Результаты исследований водных 

вытяжек, полученных из легко суглинистой почвы, представлены в таблице 

3.10. 

 

Таблица 3.10 - Численность стилонихий при биотестировании почвы I типа 

Времени выдержки 

почвы на водяной бане, 

ч 

Среднее количество стилонихий при различном времени 

экспозиции, шт 

0 часов 2 часа 6 часа 24 часа 72 часа 

1 8 8 8 14 27 

2 6 7 7 10 19 

3 9 9 10 15 27 

Контроль 1
 

6 6 6 13 22 

Контроль 2
** 

7 7 8 15 28 

__________________ 

    
* 
-
 
Контрольная лунка с дистиллированной водой. 

  
**

 - Контрольная лунка с водной вытяжкой почвы, свободной от глифосата. 
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Согласно экспериментальным данным, численность стилонихий при 

суточной экспозиции в опытных образцах в среднем увеличилась в 1,6 раз, в 

контрольных - в 2 раза. При увеличении времени экспозиции до 72 часов 

происходит интенсивный рост инфузорий как в опытных, так и контрольных 

образцах. 

Результаты исследований водных вытяжек, приготовленных из 

супесчаной почвы, представлены в таблице 3.11. 

 

Таблица 3.11 - Количество простейших при биотестировании почвы II типа 

Времени выдержки 

почвы на водяной бане, 

ч 

Среднее количество стилонихий при различном времени 

экспозиции, шт 

0 часов 2 часа 6 часа 24 часа 72 часа 

1 6 7 7 10 20 

2 7 7 9 12 24 

3 7 7 8 11 23 

Контроль 1* 9 10 10 18 31 

Контроль 2** 8 8 10 17 26 

__________________ 

    
* 
-
 
Контрольная лунка с дистиллированной водой. 

  
**

 - Контрольная лунка с водной вытяжкой почвы, свободной от глифосата. 

 

При исследовании водных вытяжек супесчаной почвы получены 

следующие результаты. Прирост клеток при суточной экспозиции в опытных 

образцах увеличился в среднем 1,7 раза, в контрольных – в 2 раза. Дальнейшее 

увеличение времени эксперимента способствовало интенсивному росту клеток. 

Опытные данные при биотестировании легкоглинистой почвы, 

представлены в таблице 3.12. 
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Таблица 3.12 - Численность инфузорий при биотестировании почвы III типа 

Времени выдержки 

почвы на водяной бане, 

ч 

Среднее количество стилонихий при различном времени 

экспозиции, шт 

0 часов 2 часа 6 часа 24 часа 72 часа 

1 8 8 9 13 28 

2 6 7 7 10 20 

3 6 6 6 11 20 

Контроль 1* 6 6 8 11 21 

Контроль 2** 8 8 9 14 28 

__________________ 

    
* 
-
 
Контрольная лунка с дистиллированной водой. 

  
**

 - Контрольная лунка с водной вытяжкой почвы, свободной от глифосата. 

 

Аналогичные результаты были получены при биотестировании 

легкоглинистой почвы. Численность клеток в опытных образцах увеличилась в 

1,7 раз, в контрольных – 1,8 раз при времени проведения опыта 24 часа. При 

времени экспозиции 72 часа, также наблюдался интенсивный рост инфузорий.  

Опытные данные, полученные в ходе биотестирования, наглядно 

показывают, что почвы различного гранулометрического состава с 

концентрацией глифосата 200 мг/ кг не являются токсичными. В тоже время, 

предполагаемая концентрация гербицида в водной вытяжке при 

биотестировании почв составляла 200 мг/л, с учетом двукратного разбавления 

100 мг/л, которая является токсичной, согласно ранее проведенным 

исследованиям. 

 

3.10.3 Алгоритмы подготовки проб водных вытяжек почв и 

биотестирование на инфузориях 

Культивирование простейших, способы подготовки проб водных 

вытяжек, биотестирование, изложенные в предыдущих разделах, 

сформулированы, и представлены в алгоритмах подготовки проб (рисунок 3.4). 
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Культивирование стилонихий и подготовка суточной культуры по ГОСТ 31674-

2012 «Корма, комбикорма, кормовое сырье. Методы определения общей 

токсичности» 

 

Растирание почвы в ступке, просеивание через сито с диаметром отверстий 1 

мм 

 

Экстракция в воде 1 час на шейкере. Соотношение почва: вода 1: 1 

 

Центрифугирование 5 минут при 5000 об / мин 

 

Внесение надосадочной жидкости  в лунки микроаквариума в количестве 100 

мкл 

 

Добавление 100 мкл питательной среды с суточной культурой инфузорий в 

количестве от 6 до 9 клеток 

 

Подсчет количества инфузорий через 24 часа. Сравнение полученного 

результата с контрольным опытом 

 

Определение токсичности 

Рисунок 3.4 – Алгоритм подготовки  водных вытяжек почвы и биотестирования 

3.10.4 Определение концентрации глифосата в вытяжках методом ВЭЖХ 

Для дальнейшего проведения исследования были приготовлены повторно 

водные вытяжки со всех типов почв, зараженных глифосатом при 

концентрации 200 мг/кг, и различном времени экспозиции. Количественное 

определение глифосата в водных вытяжках проводили с помощью 

высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) в обращено-

фазовом режиме с флуоресцентным детектором. Результаты представлены в 

таблице 3.13. 

Экспериментальные данные показали, что благодаря способности почвы 

связывать гербицид, концентрация глифосата, в результате диссоциации в 
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водные вытяжки, не является токсичной. С учетом двукратного разбавления 

вытяжки при биотестировании, ответная реакция простейших в опытных 

образцах практически совпадала с ответной реакцией инфузорий в 

контрольных образцах при постановки опыта в течении 24 часов. 

 

Таблица 3.13 - Содержание глифосата в водных вытяжках 

Тип почвы Время экспозиции 

при 60 
0
С, ч 

Средняя концентрация глифосата в 

водной вытяжке, мг/л 

 

Легкосуглинистая почва 

1 34,80 ± 1,04 

2 33,54 ± 1,01 

3 34,53 ± 1,04 

 

Супесчаная почва 

1 33,83 ± 1,01 

2 33,90 ± 1,02 

3 35,48 ± 1,06 

 

Легкоглинистая почва 

1 29,56 ± 0,89 

2 31,08 ± 0,93 

3 32,03 ± 0,96 

 

Учитывая, что расчетное содержание глифосата на 1 кг почвы составляет 

от 200 до 600 мг, для дальнейшего биотестирования были подготовлены пробы 

почвы различного гранулометрического состава с концентрациями глифосата 

400, 600 мг/кг, время выдержки для приготовления водной вытяжки - 1 час при 

температуре 60 
0
С. Результаты биотестирования представлены в таблице 3.14. 

При анализе экспериментальных данных видно, что в условиях данного 

опыта и с учетом высокой сорбционной способности глифосата, ответная 

реакция стилонихий наблюдается при концентрации гербицида в почве от 600 

мг/кг.  
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Таблица 3.14 - Численность простейших при биотестировании почв 

Тип почвы Содержание 

глифосата в 

почве, мг/кг 

Численность клеток (шт) при времени 

экспозиции, (ч) 

0 2 6 24 72 

Легко 

суглинистая 

400 8 8 10 14 22 

600 8 5 5 7 12 

Контроль 1* - 7 7 8 15 23 

Контроль 2** - 6 6 8 14 29 

Супесчаная 400 7 7 9 13 21 

600 9 5 5 7 14 

Контроль 1* - 9 9 10 18 33 

Контроль 2** - 8 8 10 15 28 

Легкоглинистая 400 7 7 7 13 22 

600 9 6 6 7 12 

Контроль 1* - 8 8 8 16 23 

Контроль 2** - 6 7 8 14 31 

______________ 

     
* 
-
 
Контрольная лунка с дистиллированной водой. 

     
**

 - Контрольная лунка с водной вытяжкой почвы, свободной от глифосата. 

 

Водные вытяжки, полученные из почвы с содержанием глифосата 400 

мг/кг, не являлись токсичными. При суточной экспозиции численность 

стилонихий увеличилась в среднем в 1,7 раз, в контрольных образцах – в 2 раза, 

при экспозиции 72 часа наблюдался активный рост инфузорий.  

При биотестировании почвы с содержанием гербицида 600 мг/кг, время 

эксперимента 24 часа, наблюдалось уменьшение количества клеток в среднем 

до 81 % относительно начала опыта (0 часов), в контрольных опытах 

численность стилонихий увеличилась в среднем в 2,1 раза. При дальнейшем 

проведении опыта во все лунках наблюдался прирост клеток.  
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На основании экспериментальных данных можно сделать вывод, что 

глифосат при содержании в почве на уровне 600 мг/кг оказывает 

ингибирующее воздействие на развитие инфузорий. Кроме того, при 

биотестировании почвы при различных концентрациях (200, 400, 600 мг/кг) 

наблюдались морфологические изменения дочерних клеток инфузорий в 

сторону уменьшения размеров.  

По расчетам, в зависимости от назначения поля, разовое внесение 

гербицида может составлять от 313 до 833 мг/кг. В условиях современной 

сельскохозяйственной практики, при ежегодном и многократном применении 

гербицида (до двух раз в сезон), а также зависимости количества применяемых 

препаратов от погодных условий, содержание глифосата в почве увеличивается 

в несколько раз. 

3.11 Изучение влияния глифосата на микробное сообщество почвы и 

торфонавозной смеси 

Для обработки почвы и торфонавозной смеси использовали минимальную 

и максимальную рабочие концентрации глифосата, используемые в сельском 

хозяйстве. Содержание гербицида в почве и смеси составляло 200, 400, 600 

мг/кг. В качестве контрольных образцов использовали почву и смесь свободные 

от гербицида. 

Остатки гербицидов в почве относят к загрязняющим веществам, но их 

влияние на почвенные бактерии малоизучено. Интересно изучение воздействия 

глифосата на микробное биоразнообразие в почве и торфонавозной смеси. 

Исследование торфонавозной смеси проводилось с учетом видового 

разнообразия микробного сообщества.  

В целях максимально возможного получения видового разнообразия 

почвенной микроорганизмов на первой стадии процесса почву и смесь 

инкубировали 48 часов при температуре (37±0,5) 
0
С. Микробиологическое 

исследование почвы и смеси проводили согласно [178].  
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При анализе посевов, опытных и контрольных образцов, торфонавозной 

смеси наблюдается активный (сплошной) рост многих представителей 

мезофильных микроорганизмов. Микробное сообщество было представлено 

бактериями семейства Enterococcaceae, Escherichia coli, плесневыми грибами 

рода Aspergillus spp., Mucor spp., бактериями рода Proteus и Citrobacter. При 

микробиологическом посеве почвы наблюдался менее активный рост 

мезофильных культур, с гораздо меньшим разнообразием микрофлоры. 

Почвенная флора была представлена небольшим количеством колоний 

плесневые грибы рода Aspergillus spp, единичными колониями Escherichia coli 

и большей частью представителями спорообразующих почвенных бактерий 

Bacillus cereus. 

Для исследования влияния глифосата на термофильных представителей 

почвенной флоры опытные и контрольные образцы почвы и смеси подвергали 

термостатированию при температуре (60±0,5) 
0
С в течение 48 часов. В 

результате процесса пастеризации часть микробного сообщества погибло, 

включая патогенную микрофлору. Установление пастеризационного периода в 

процессе ускоренной твердофазной ферментации способствовало уменьшению 

общей численности микроорганизмов в смеси. Микробное сообщество почвы и 

смеси представлено термофильными спорообразующими палочковидными 

бактериями Bacillus spp. Дальнейшее снижение температуры до (37±0,5) 
0
С 

слабо влияло на рост и видовое разнообразие почвенной биоты. Видовой состав 

микроорганизмов в торфонавозной смеси и почве при различных условиях 

ферментирования приведен в таблице 3.15. 

Опытные данные показывают, что глифосат при различных 

концентрациях не оказывал выраженной негативной реакции на видовой состав 

и численность микроорганизмов. Подобное воздействие на микробное 

сообщество представлено в ряде исследований [69, 179]. Горленко М.В. В 

работе [69] отмечается, что глифосат в количестве от 0,5 до 50 мг/кг в опытных 
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образцах почвы не оказывал токсического воздействия по отношению к 

сообществу почвенных микроорганизмов. 

Таблица- 3.15 - Видовой состав микроорганизмов 

Содержание 

глифосата 

в образцах, 

мг/кг 

Условия культивирования, численность и наименование колоний 

микробного сообщества 

48 часов при температуре 

37 
0
С 

48 часов при температуре 

60 
0
С 

 Легкосуглинистая почва 

200 Е. coli*, плесневые грибы рода 

Aspergillus spp.*, Bacillus cereus, 

численность колоний 3,2^10
3 

КОЕ/г 

бактерии Bacillus cereus, B. 

licheniformic, B. megaterium, 

численность колоний 2,4^10
2 

КОЕ/г 

400 Е. coli*, плесневые грибы рода 

Aspergillus spp.*, численность 

колоний 2,8^10
3 

КОЕ/г 

бактерии Bacillus cereus, B. 

licheniformic, B. Megaterium, 

численность колоний 2,5^10
2 

КОЕ/г 

600 Е. coli*, плесневые грибы рода 

Aspergillus spp.*, Bacillus cereus, 

численность колоний 2,8^10
3 

КОЕ/г 

бактерии Bacillus cereus, B. 

licheniformic, B. megaterium, 

численность колоний 2,4^10
2 

КОЕ/г 

 Торфонавозная смесь 

200 бактерии рода Citrobacter и Proteus, 

Е. coli, Enterococcaceae, плесневые 

грибы рода Aspergillus spp., Mucor 

spp., более 8^10
4 

КОЕ/г  

бактерии Bacillus subtilis, B. 

megaterium, B. pumilus, численность 

колоний 1^10
3 

КОЕ/г 

400 бактерии рода Proteus, Е. coli, 

Enterococcaceae, плесневые грибы 

рода Aspergillus spp., Mucor spp., 

более 8^10
4 

КОЕ/г 

бактерии Bacillus licheniformic, B. 

megaterium, B. pumilus, численность 

колоний 7^10
2 

КОЕ/г 

600 бактерии рода Citrobacter и Proteus, 

Е. coli, Enterococcaceae, плесневые 

грибы рода Aspergillus spp., Mucor 

spp., более 8^10
4 

КОЕ/г 

бактерии Bacillus licheniformic, B. 

megaterium, B. pumilus, численность 

колоний 8^10
2 

КОЕ/г 

 Легкосуглинистая почва 

Контроль Е. coli*, плесневые грибы рода 

Aspergillus spp.*, Bacillus cereus, 

3,2^10
3 

КОЕ/г 

бактерии Bacillus cereus, B. 

licheniformic, B. megaterium, 

численность колоний 3,2^10
2 

КОЕ/г  

 Торфонавозная смесь 

Контроль бактерии рода Citrobacter и Proteus, 

Е. coli, Enterococcaceae, плесневые 

грибы рода Aspergillus spp., Mucor 

spp., более 1^10
7 

КОЕ/г 

бактерии Bacillus licheniformic, B. 

megaterium, B. pumilus, B. altitudini, 

численность колоний 5,8^10
2 

КОЕ/г 

______________ 

         * - Единичные колонии. 

 

С учетом ранее полученных данных при биотестировании почвы, и 

определения содержания глифосата в водной вытяжке, можно предположить, 



86 
 

что свободный глифосат в остаточных количествах не оказывал негативного 

воздействия на микробное сообщество почвы и торфонавозной смеси. Кроме 

того, в работах [38, 39, 180] представлены данные о способности бактерий рода 

Е. coli, Proteus, Bacillus spp.к биодеградации фосфорорганических гербицидов. 

Кононова С.В. [180] описала механизм разрушения фосфорорганических 

соединений по С-Р лиазному пути различными штаммами Е. coli. 

3.12 Лабораторная мышь как тест-объект при биотестировании на 

организменном уровне 

Исследования при помощи лабораторных животных является одним из 

важнейших видов исследований. Существует широкий спектр животных для 

научных (лабораторных) экспериментов, который включает млекопитающих 

(крысы, мыши, хомяки, кошки, собаки, свиньи, морские свинки, приматы), 

лягушек, птиц и др. Исследования на организменном уровне позволяют 

определить воздействия токсикантов на отдельные органы, организм в целом, а 

также возможность наблюдать за несколькими поколениями животных при 

постановке опыта [181]. 

Классическими тест-объектами для лабораторного биомоделирования 

являются мыши. Использование лабораторных мышей объясняется наличием 

стандартных требований к размещению, содержанию и уходу за 

лабораторными грызунами, используемых в экспериментальных целях. 

Лабораторная мышь обладает высоким уровнем метаболизма (обменом 

веществ), малой массой тела, высокой интенсивностью развития организма. 

Кроме того, грызуны адаптируются к условиям жизни в неволе, дают 

многочисленное потомство, отличаются непродолжительным сроком 

беременности и выкармливания детенышей [182]. При постановке опыта с 

помощью лабораторных мышей можно визуально наблюдать поведенческие 

реакции животных без причинения беспокойства. 
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Выведение инбредных (чистых) линий лабораторных грызунов позволило 

проводить исследования по выявлению наследственных нарушений функций 

организма, и выявлять основные закономерности болезни, характерные для 

животных, в том числе и для человека [181, 183]. 

3.13 Изучение влияния остаточных количеств глифосата на лабораторных 

животных  

Следующим этапом работы было определение хронической токсичности 

глифосата путем биотестирования на белых мышах. Присутствие глифосата в 

остаточных количествах в продуктах питания и кормах для животных 

объясняет актуальность изучения воздействия остаточного количества 

гербицида на млекопитающих. 

Хроническую токсичность гербицида исследовали на лабораторных 

животных, содержащихся по схеме № 1, 2. На первом этапе животные были 

распределены на 16 групп, и помещались в индивидуальные клетки следующим 

образом: четыре клетки по 3 самца, двенадцать клеток по 3 самки. Схема №1 

кормления и содержания животных представлена в таблице 3.16. Вода 

подавалась из поилок, кормление осуществлялось раз в сутки без ограничения. 

Таблица 3.16 - Схема №1 кормления и содержания животных 

№ клетки Схема 

содержания 

животного 

Схема кормления 

1 Самцы Зерно овса, необработанное препаратом 

2 Самцы Зерно овса, обработанное препаратом (7 мг/кг) 

3 Самцы Зерно овса, обработанное препаратом (14 мг/кг) 

4 Самцы Зерно овса, обработанное препаратом (28 мг/кг) 

5-7 Самки Зерно овса, необработанное препаратом 

8-10 Самки Зерно овса, обработанное препаратом (7 мг/кг) 

11-13 Самки Зерно овса, обработанное препаратом (14 мг/кг) 

14-16 Самки Зерно овса, обработанное препаратом (28 мг/кг) 
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На втором этапе исследования мыши были распределены на 12 групп 

(семей) и помещены в индивидуальные клетки. Схема кормления № 2 

представлена в таблице 3.17. Вода подавалась из поилок, кормление 

осуществлялось раз в сутки без ограничения. 

 

Таблица 3.17 - Схема №2 кормления и содержания животных 

№ клетки Схема 

содержания 

животного 

Схема кормления 

К(1) 1самец, 3 самки Зерно овса необработанное глифосатом 

К(2) 1самец, 3 самки Зерно овса необработанное глифосатом 

К(3) 1самец, 3 самки Зерно овса необработанное глифосатом 

7(1) 1самец, 3 самки Зерно овса, содержание гербицида 7 мг/кг 

7(2) 1самец, 3 самки Зерно овса, содержание гербицида 7 мг/кг 

7(3) 1самец, 3 самки Зерно овса, содержание гербицида 7 мг/кг 

14(1) 1самец, 3 самки Зерно овса, содержание гербицида 14 мг/кг 

14(2) 1самец, 3 самки Зерно овса, содержание гербицида 14 мг/кг 

14(3) 1самец, 3 самки Зерно овса, содержание гербицида 14 мг/кг 

28(1) 1самец, 3 самки Зерно овса, содержание гербицида 28 мг/кг 

28(2) 1самец, 3 самки Зерно овса, содержание гербицида 28 мг/кг 

28(3) 1самец, 3 самки Зерно овса, содержание гербицида 28 мг/кг 

 

На всем протяжении эксперимента гибель мышей не зарегистрирована. За 

время проведения опыта животные всех групп были активные, хорошо поедали 

корм. Клиническая картина у мышей не имела признаков отравления, 

изменения в поведении животных не наблюдалось. 

3.13.1 Изучение влияния гербицида на репродуктивную систему мышей 

Фертильность мышей в контрольных и опытных подгруппах существенно 

отличались. Рождение первого потомства в контрольных подгруппах 

зарегистрировано в период от 20-23 дней после начала второго этапа 
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эксперимента. Количество детенышей варьировало от 6 до 9 особей, 

выживаемость потомства составляло 100%. Жизнеспособное потомство самки 

опытной группы представлено на рисунке 3.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.5 - Потомство самки из клетки № 14(2) 

 

В ходе исследования было отмечено снижение фертильности и 

жизнеспособности потомства опытных животных по сравнению с 

контрольными. В подгруппе лабораторных животных, кормление которых 

осуществлялось зерном овса, содержащим гербицид 7 мг/кг, потомство 

воспроизвела одна самка. Количество детенышей в потомстве зафиксировано 6 

особей, продолжительность жизни составила от 1 до 3 дней, период до 

воспроизводства потомства составил 68 дней, с задержкой от 48 до 46 дней по 

сравнению с контрольной подгруппой лабораторных животных.  

При наблюдении за лабораторными животными, кормление которых 

осуществлялось зерном овса, содержащим глифосат 14 мг/кг, зарегистрированы 

следующие данные. Потомство воспроизвела одна самка, количество 

детенышей в потомстве составило 7 особей, продолжительность жизни от 1 до 

4 дней, период до воспроизводства потомства составил 80 дней, с задержкой от 
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60 до 58 дней по сравнению с контрольной подгруппой лабораторных 

животных. Гибель потомства составляла 100 процентов. 

В ходе дальнейшего исследования при патологоанатомическом вскрытии 

обнаружено 7 эмбрионов в рогах матки самки, кормление которой 

осуществлялось зерном овса, содержащим глифосат 28 мг/кг. Вскрытие 

данного животного осуществляло по истечении 5 месяцев после начала второго 

этапа эксперимента. 

В результате выполненных исследований изучено действие хронической 

интоксикации гербицида глифосат на репродуктивную систему белых мышей. 

Установлено, что гербицидная интоксикация вызывает угнетение функции 

репродуктивной системы опытных животных, негативно воздействует на 

жизнеспособность потомства. Продолжительность жизни потомства в опытной 

группе лабораторных животных составляла от 1 до 4 дней. 

3.13.2 Изучение влияния гербицида на органы мышей 

В ходе эксперимента осуществлялся ежедневный визуальный осмотр 

состояния животных, проводилось наблюдение поведенческих реакций. 

Клиническая картина у мышей не имела признаков отравления, изменения в 

поведении животных не наблюдалось. При патологоанатомическом вскрытии 

мышей, перенесших хроническую интоксикацию, наблюдались основные 

изменения печени, тонкого и толстого отделов кишечника. Результаты 

патологоанатомического вскрытия представлены в таблице 3.18. Вскрытие 

животных и патологоанатомическое исследование проводилось согласно 

рекомендациям [164]. При осмотре паренхиматозных органов учитывались 

следующие параметры: положение органа, цвет, консистенция, размер, форма, 

рисунок поверхности.  
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Таблица 3.18 - Описание паренхиматозных органов 

Номер 

опыта 

Печень Почки Селезенка Тонкий и толстый 

отделы кишечника 

Контроль- 

ный опыт 

Бордово-

коричневого 

цвета, 

консистенция 

упругая, края 

тонкие, орган 

естественного 

размера, 

капсула легко 

снимается, 

рисунок 

строения на 

поверхности и 

при разрезе 

отчетливо 

виден 

Бобовидной 

формы, светло 

вишневого цвета, 

капсула хорошо 

отделяется, на 

разрезе гладкая 

паренхима, граница 

мозгового и 

коркового слоев 

отчѐтливо видна 

без видимых 

изменений, 

накопления 

жировой ткани 

умеренные 

Ланцетовидной 

формы, края 

острые, 

капсула легко 

снимается  

Серозная оболочка 

тонкого отдела 

кишечника 

кремового цвета,  

толстого отдела 

кишечника 

кремового цвета, 

слоистость 

строения хорошо 

просматривается, 

слизистая оболочка 

светло розового 

цвета, упругая, без 

видимых 

изменений 

4 месяца 

Зерно овса, 

обработанное 

препаратом 

(7 мг/кг) 

Капсула 

печени 

хорошо 

отделяется. 

Печень 

коричневого  

цвета, 

консистенция 

дряблая, края 

закруглены, 

размер 

существенно  

Почки бобовидной 

формы, светло 

вишневого цвета. 

Граница мозгового 

и коркового слабо 

различимы. 

Поверхность 

разреза сочная, 

светло вишневого 

цвета. Накопления 

жировой ткани в 

капсуле умеренные 

Селезѐнка 

правильной 

формы, 

уменьшена в 

размерах 

капсула 

вишневого 

цвета. 

Консистенция 

дряблая. 

Поверхность 

разреза ровная.  

Стенка тонких 

отделов кишечника 

упругая. Серозная 

оболочка его 

светло серого 

цвета. Слизистая 

оболочка слегка 

набухшая, светло 

коричневого цвета, 

без повреждения 

целостности.  
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Продолжение таблицы 3.18 

Номер 

опыта 

Печень Почки Селезенка Тонкий и толстый 

отделы кишечника 

 не изменился, 

рисунок 

строения с 

поверхности и 

на разрезе 

различим. 

Соскоб с 

поверхности 

разреза 

обильный, 

вязкий 

коричневого 

цвета 

 Рисунок 

строения 

различим. 

Соскоб 

скудный 

Стенка толстого  

кишечника не 

истончена, не 

просматривается 

слоистость еѐ 

строения, 

слизистая 

оболочка без 

повреждения 

целостности, 

светло 

коричневого цвета 

Зерно овса, 

обработан-

ное 

препаратом 

(14 мг/кг) 

Капсула 

печени 

хорошо 

отделяется. 

Печень светло 

коричневого  

цвета, 

консистенция 

дряблая, края 

закруглены, 

размер 

существенно 

не изменился. 

Рисунок 

строения с 

поверхности и 

на разрезе 

Почки шаровидной 

формы, светло 

вишневого цвета. 

Граница мозгового 

и коркового не 

различимы. 

Поверхность 

разреза сочная, 

светло вишневого 

цвета. Накопления 

жировой ткани в 

капсуле умеренные 

Селезѐнка 

правильной 

формы, 

уменьшена в 

размерах 

капсула 

вишневого 

цвета. 

Консистенция 

дряблая. 

Поверхность 

разреза ровная. 

Рисунок 

строения 

различим. 

Соскоб 

скудный 

Стенка тонких 

отделов 

кишечника 

упругая. Серозная 

оболочка его 

светло серого 

цвета. Слизистая 

оболочка слегка 

набухшая, светло 

коричневого цвета, 

без повреждения 

целостности. 

Стенка толстого 

кишечника 

истончена, не 

просматривается 

слоистость еѐ 
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Продолжение таблицы 3.18 

Номер 

опыта 

Печень Почки Селезенка Тонкий и толстый 

отделы кишечника 

различим. 

Соскоб с 

поверхности 

разреза 

обильный, 

вязкий 

коричневого 

цвета 

строения, 

слизистая 

оболочка без 

повреждения 

целостности, 

светло 

коричневого цвета 

Зерно овса, 

обработан-

ное 

препаратом 

(28 мг/кг) 

Капсула 

печени 

хорошо 

отделяется. 

Печень светло 

коричневого  

цвета, 

консистенция 

дряблая, края 

закруглены, 

размер 

существенно 

не изменился. 

Рисунок 

строения с 

поверхности и 

на разрезе 

различим. 

Соскоб с 

поверхности 

разреза 

обильный, 

Почки шаровидной 

формы, светло 

вишневого цвета. 

Граница мозгового 

и коркового не 

различимы. 

Поверхность 

разреза сочная, 

светло вишневого 

цвета. Накопления 

жировой ткани в 

капсуле умеренные 

Селезѐнка 

правильной 

формы, 

уменьшена в 

размерах 

капсула 

вишневого 

цвета. 

Консистенция 

дряблая. 

Поверхность 

разреза ровная. 

Рисунок 

строения 

различим. 

Соскоб 

скудный 

Стенка тонких 

отделов 

кишечника 

дряблая. Серозная 

оболочка его 

серого цвета. 

Слизистая 

оболочка 

набухшая, светло 

коричневого цвета, 

местами 

слущивается. 

Стенка толстого 

кишечника 

истончена, не 

просматривается 

слоистость еѐ 

строения, 

слизистая 

оболочка местами 

слущивается, 

светло 
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Продолжение таблицы 3.18 

Номер 

опыта 

Печень Почки Селезенка Тонкий и толстый 

отделы кишечника 

вязкий 

коричневого 

цвета 

коричневого цвета 

6 месяцев 

Зерно овса, 

обработан-

ное 

препаратом 

(7 мг/кг) 

Капсула 

печени 

хорошо 

отделяется. 

Печень светло 

коричневого  

цвета, 

консистенция 

дряблая, края 

закруглены, 

размер 

существенно 

не изменился. 

Рисунок 

строения с 

поверхности и 

на разрезе не 

различим. 

Соскоб с 

поверхности 

разреза 

обильный, 

вязкий 

коричневого 

цвета 

Почки шаровидной 

формы, светло 

коричневого цвета. 

Граница мозгового 

и коркового не 

различимы. 

Поверхность 

разреза сухая, 

светло 

коричневого цвета. 

Накопления 

жировой ткани в 

капсуле 

отсутствуют 

Селезѐнка 

правильной 

формы, 

уменьшена в 

размерах. 

Консистенция 

дряблая. 

Поверхность 

разреза 

вогнутая. 

Рисунок 

строения 

различим. 

Соскоб 

скудный 

Стенка тонких 

отделов 

кишечника 

дряблая. Серозная 

оболочка его 

серого цвета. 

Слизистая 

оболочка 

набухшая, светло 

коричневого цвета, 

местами 

слущивается. 

Стенка толстого 

кишечника 

истончена, не 

просматривается 

слоистость еѐ 

строения, 

слизистая 

оболочка местами 

слущивается, 

светло 

коричневого цвета 

Зерно овса, Капсула Почки шаровидной Селезѐнка Стенка тонких 
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Продолжение таблицы 3.18 

Номер 

опыта 

Печень Почки Селезенка Тонкий и толстый 

отделы кишечника 

обработан-

ное 

препаратом 

(14 мг/кг) 

печени 

хорошо 

отделяется. 

Печень светло 

коричневого  

цвета, 

консистенция 

дряблая, края 

закруглены, 

размер 

существенно 

не изменился. 

Рисунок 

строения с 

поверхности и 

на разрезе не 

различим. 

Соскоб с 

поверхности 

разреза 

обильный, 

вязкий 

коричневого 

цвета 

формы, светло 

коричневого цвета. 

Граница мозгового 

и коркового не 

различимы. 

Поверхность 

разреза сухая, 

светло 

коричневого цвета. 

Накопления 

жировой ткани в 

капсуле 

отсутствуют 

правильной 

формы, 

уменьшена в 

размерах. 

Консистенция 

дряблая. 

Поверхность 

разреза 

вогнутая. 

Рисунок 

строения 

различим. 

Соскоб 

скудный 

отделов 

кишечника 

дряблая. Серозная 

оболочка его 

серого цвета. 

Слизистая 

оболочка 

набухшая, светло 

коричневого цвета, 

местами 

слущивается. 

Стенка толстого 

кишечника 

истончена, не 

просматривается 

слоистость еѐ 

строения, 

слизистая 

оболочка местами 

слущивается, 

светло 

коричневого цвета 

Зерно овса, 

обработан-

ное 

препаратом 

(28 мг/кг) 

Капсула 

печени 

хорошо 

отделяется. 

Печень светло 

коричневого  

Почки шаровидной 

формы, светло 

коричневого цвета. 

Граница мозгового 

и коркового не 

различимы. 

Селезѐнка 

правильной 

формы, 

уменьшена в 

размерах. 

Консистенция 

Стенка тонких 

отделов 

кишечника 

дряблая. Серозная 

оболочка его 

серого цвета. 
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Продолжение таблицы 3.18 

Номер 

опыта 

Печень Почки Селезенка Тонкий и толстый 

отделы кишечника 

цвета, 

консистенция 

дряблая, края 

закруглены, 

размер 

существенно 

не изменился. 

Рисунок 

строения с 

поверхности и 

на разрезе не 

различим. 

Соскоб с 

поверхности 

разреза 

обильный, 

вязкий 

коричневого 

цвета 

Поверхность 

разреза сухая, 

светло 

коричневого цвета. 

Накопления 

жировой ткани в 

капсуле 

отсутствуют 

дряблая. 

Поверхность 

разреза 

вогнутая. 

Рисунок 

строения 

различим. 

Соскоб 

скудный 

Слизистая 

оболочка 

набухшая, светло 

коричневого цвета, 

местами 

слущивается, на 

подслизистом слое 

имеются 

отдельные 

точечные 

кровоизлияния.  

Стенка толстого 

кишечника 

истончена, не 

просматривается 

слоистость еѐ 

строения, 

слизистая 

оболочка местами 

слущивается, 

светло 

коричневого цвета 

 

В ходе патологоанатомического исследования наибольшие изменения 

обнаружены в печени, тонком и толстом отделе кишечника. У лабораторных 

животных контрольного опыта паренхиматозные органы соответствуют 

здоровому животному. Печень без видимых изменений, цвет - бордово-

коричневый, консистенция – упругая, края тонкие, естественного размера. 

Серозная оболочка тонкого и толстого отделов кишечника кремового цвета, 
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слоистость строения хорошо просматривается, слизистая оболочка светло 

розового цвета, консистенция упругая, без видимых изменений. У всех 

опытных лабораторных животных при визуальном осмотре наблюдалось 

изменение цвета, консистенции печени и кишечника. Печень слегка увеличена, 

края слегка закруглены, ровные, четкие, цвет – светло коричневый, 

консистенция – дряблая. Стенки тонкого и толстого отделов кишечника серого 

цвета, консистенция дряблая, слизистая оболочка светло коричневого цвета, 

циркулярно расположенные складки не просматриваются, местами слизистая 

оболочка слущивается. Патологические изменения в стенке кишечника у 

мышей, поедающих зерно с концентрацией гербицида 28 мг/кг, более ярко 

выражены, и появляются более тяжелые повреждения: точечные кровоизлияния 

под слизистой оболочкой тонкого кишечника. 

3.13.3 Изучение гематоксичности глифосата 

В дальнейшем были проведены микроскопические исследования 

препаратов крови. Результаты подсчета форменных элементов крови 

представлены в таблице 3.19. За средний показатель состава крови у здоровых 

животных приняты справочные данные [184]. 

 

Таблица 3.19 - Результаты подсчета форменных клеток крови 

Время 

исследования 

4 месяца 6 месяцев 

Номер 

образца крови 

Количество 

эритроцитов 

(млн) 

Количество 

лейкоцитов 

(тыс) 

Количество 

эритроцитов  

(млн) 

Количество 

лейкоцитов (тыс) 

Средний 

показатель: 

9,5; предел 

колебаний: 

8,0-11,0 

Средний 

показатель: 

9,5; предел 

колебаний: 

6,0-13,0 

Средний 

показатель: 9,5; 

предел 

колебаний: 8,0-

11,0 

Средний 

показатель: 9,5; 

предел 

колебаний: 6,0-

13,0 

К(1)-1 9,16 7,0 8,91 7,8 
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Продолжение таблицы 3.19 

Время 

исследования 

4 месяца 6 месяцев 

Номер 

образца крови 

Количество 

эритроцитов 

(млн) 

Количество 

лейкоцитов 

(тыс) 

Количество 

эритроцитов  

(млн) 

Количество 

лейкоцитов (тыс) 

Средний 

показатель: 

9,5; предел 

колебаний: 

8,0-11,0 

Средний 

показатель: 9,5; 

предел 

колебаний: 6,0-

13,0 

Средний 

показатель: 9,5; 

предел 

колебаний: 8,0-

11,0 

Средний 

показатель: 9,5; 

предел 

колебаний: 6,0-

13,0 

К(1)-2 9,03 6,6 9,15 6,5 

К(2)-1 8,09 7,7 9,01 7,05 

К(2)-2 10,05 8,0 9,2 6,93 

К(3)-1 8,37 7,4 9,16 7,31 

К(3)-2 9,0 6,4 9,75 7,21 

Среднее 

значение 

8,95 7,18 9,2 7,13 

7(1)-1 6,42 4,6 5,35 2,6 

7(1)-2 7,37 5,23 6,23 2,8 

7(2)-1 7,18 4,8 5,28 2,2 

7(2)-2 6,2 4,89 6,08 1,95 

7(3)-1 6,54 5,62 5,67 2,39 

7(3)-2 7,4 4,93 5,43 2,53 

Среднее 

значение 

6,85 5,01 5,67 2,41 

14(1)-1 6,0 5,4 5,25 2,8 

14(1)-2 5,37 4,4 4,3 1,9 

14(2)-1 5,18 4,2 4,05 1,6 

14(2)-2 6,26 5,8 5,57 3,6 

14(3)-1 5,98 5,21 5,31 3,21 

14(3)-2 5,54 5,14 5,0 2,98 
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Продолжение таблицы 3.19 

Время 

исследования 

4 месяца 6 месяцев 

Номер 

образца крови 

Количество 

эритроцитов 

(млн) 

Количество 

лейкоцитов 

(тыс) 

Количество 

эритроцитов  

(млн) 

Количество 

лейкоцитов (тыс) 

Средний 

показатель: 

9,5; предел 

колебаний: 

8,0-11,0 

Средний 

показатель: 9,5; 

предел 

колебаний: 6,0-

13,0 

Средний 

показатель: 9,5; 

предел 

колебаний: 8,0-

11,0 

Средний 

показатель: 9,5; 

предел колебаний: 

6,0-13,0 

Среднее 

значение 

5,72 5,03 4,91 2,68 

28(1)-1 5,03 4,6 5,01 2,0 

28(1)-2 5,31 4,68 4,21 2,9 

28(2)-1 4,91 4,4 3,03 1,4 

28(2)-2 5,40 4,86 2,75 2,4 

28(3)-1 5,2 4,31 3,83 1,6 

28(3)-2 4,98 3,95 3,68 1,4 

Среднее 

значение 

5,14 4,47 3,75 1,95 

 

Данные опыта показали количественное изменение форменных клеток 

периферической крови. Уменьшение количества лейкоцитов в крови. 

Лейкопения, наблюдается у животных в ходе всего опыта. Токсическое 

воздействие гербицида выражалось в подавлении лимфоцитообразовании. 

Результаты опыта представлены на рисунке 3.6.  

Среднее уменьшение количества лейкоцитов в крови в группе у 

животных кормление, которых осуществлялось зерном с содержанием 

гербицида 7 мг/кг, составило 30% и 66% через 4 и 6 месяцев соответственно, у 

животных кормление, которых осуществлялось зерном с содержанием 
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гербицида 14 мг/кг, составило 30% и 62% через 4 и 6 месяцев соответственно, у 

животных кормление, которых осуществлялось зерном с содержанием 

гербицида 28 мг/кг, составило 38% и 73% через 4 и 6 месяцев соответственно. 
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Рисунок 3.6 - Количество лейкоцитов в крови у животных период кормления 4 месяца 

(а) и период кормления 6 месяца (б). 

 

Количественное уменьшение эритроцитов крови у животных, анемия, 

также наблюдалась в ходе всего опыта. Результаты опыта наглядно 

представлены на рисунках 3.7, 3.8. Микроскопические исследования 

препаратов крови проводили при увеличении окуляра х10, объектива х40. 

Среднее уменьшение количества эритроцитов в крови в группе у 

животных кормление, которых осуществлялось зерном с содержанием 

гербицида 7 мг/кг, составило 23% и 38% через 4 и 6 месяцев соответственно, у 

животных кормление, которых осуществлялось зерном с содержанием  
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Рисунок 3.7 - Количество эритроцитов в 

крови контрольных животных в сетке 

камеры Горяева (номер образца крови 

К(1)-1) 

 

 Рисунок 3.8 - Количество эритроцитов в 

крови подопытных животных в сетке 

камеры Горяева (номер образца крови 

28(2)-2 ) 

 

 

гербицида 14 мг/кг, составило 36% и 47% через 4 и 6 месяцев соответственно, у 

животных  кормление, которых осуществлялось зерном с содержанием 

гербицида 28 мг/кг, составило 43% и 59% через 4 и 6 месяцев соответственно. 

Результаты экспериментальных данных в виде диаграмм представлены на 

рисунке 3.9. Наблюдается отклонение количественных и качественных 

показателей крови лабораторных животных от физиологических норм. В ряде 

работ так же показано, что одним из негативных эффектов глифосата при 

острой интоксикации лабораторных животных, является отклонение 

гематологических и биохимических показателей крови [145 - 147]. 

При исследовании цитологических препаратов крови получены 

следующие результаты. Большинство эритроцитов нормохромные, имеют 

одинаковую форму, центральную зону просветления. В тоже время в мазках 

крови опытных животных наблюдались качественные изменения эритроцитов. 

Анизоцитоз и пойкилоцитоз выражаются в изменениях величины и формы 

эритроцитов. 
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Рисунок 3.9 - Количество эритроцитов в крови у животных, период кормления 4 месяца (а) и 

период кормления 6 месяца (б). 

 

В крови животных, кормление которых осуществлялось зерном с 

концентрацией гербицида 28 мг/кг, анизоцитоз проявляется более интенсивно 

15-35 анизоцитов в поле зрения (п.з.) с более выраженным изменением формы 

эритроцитов 5-15 пойкилоцитов в п.з., при кормлении животных зерном с 

концентрацией гербицида 14мг/кг – 3-18 анизоцитов в п.з., при кормлении 

животных зерном с концентрацией гербицида 7 мг/кг наблюдалась небольшая 

вариация анизоцитов 0-5 в п.з., в мазках крови всех подопытных животных 

наблюдались незрелые эритроциты, полихроматофилы, 5-25 в п.з. 

Микроскопические препаратов крови представлены на рисунках 3.10, 3.11, 

3.12, 3.13, исследования проводили при увеличении окуляра х10, объектива 

х40. 
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Рисунок 3.10 - Эритроциты 

нормальные контрольные животные, 

номер образца крови К(2)-2, период 

кормления 4 месяца 

  

Рисунок 3.11 - Эритроциты 

патологические, номер образца крови 

7(3)-1, концентрация гербицида в зерне 7 

мг/кг, период кормления 4 месяцев 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Рисунок 3.12 - Эритроциты 

патологические, номер образца крови 

14(1)-1, концентрация гербицида в 

зерне 14 мг/кг, период кормления 4 

месяца 

  

Рисунок 3.13 - Эритроциты 

патологические, номер образца крови 

28(3)-2, концентрация гербицида в зерне 

28 мг/кг, период кормления 4 месяца 

 

Снижение лейкоцитов в крови опытных животных показало слабую 

зависимость «доза-эффект». При кормлении опытных животных зерном, 

обработанным препаратом с концентрациями гербицида 7 и 14 мг/кг, 

существенных отличий между результатами исследований не обнаружено на 

протяжении всего периода эксперимента.  
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Снижение количества лейкоцитов при периоде кормления 4 месяца 

составило 30% и 30%, при периоде кормления 6 месяцев составило 66% и 62% 

соответственно. При повышении концентрации гербицида в зерне до 28 км/кг 

наблюдалось незначительное снижение количества лейкоцитов в крови по 

сравнению с вышеуказанными концентрациями, и составило 38% при периоде 

кормления 4 месяца, 73% при периоде кормления 6 месяцев. 

Снижение эритроцитов в крови опытных животных показало большую 

зависимость «доза-эффект» по сравнению с лейкоцитами. При увеличении 

содержания гербицида в зерне и времени кормления животных происходит 

существенное снижение эритроцитов в крови мышей.  

3.13.4 Гистологические исследования печени экспериментальных 

животных 

Результаты гистологических исследований представлены в таблице 3.20. 

В ходе эксперимента установлено, что глифосат при концентрации в зерне 28 

мг/кг оказывал наибольшее негативное воздействие. В гистологических 

препаратах органов животных, скармливание которых осуществлялось зерном с 

содержанием гербицида 7, 14 мг/кг, наблюдалось расширение синусоидных 

капилляров, в протоках просматривались единичные лимфоциты. Балочно-

радиальное строение печеночных долек сохранено, прослеживается четко, 

полигональная форма клеток естественного размера. В гистологических 

препаратах органов животных, скармливание которых осуществлялось зерном с 

содержанием гербицида 28 мг/кг, в протоках капилляров наблюдалось 

значительное количество лейкоцитов, балочно-радиальное строение 

печеночных долек не четкое, прослеживается, форма гепатоцитов изменена - 

полигональная, вытянутая, клетки увеличены в размерах.  
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Таблица 3.20 - Описание гистологических препаратов 

Номер опыта Описание гистологического препарата 

Контроль- 

ный опыт 

Состояние синусоидных капилляров в норме, соответствует здоровому 

животному. Балочно-радиальное строение печеночных долек сохранено, 

четкое, прослеживается. Цитоплазма гепатоцитов зернистого вида, 

вакуолей не обнаружено, форма клеток – полигональная. Гепатоциты 

имеют выраженную сохранную мембрану. Портальные тракты не 

расширены. Количество двухъядерных гепатоцитов в поле зрения +.   

4 месяца 

Зерно овса, 

обработанное 

препаратом (7 

мг/кг) 

Состояние синусоидных капилляров – слегка расширены. Балочно-

радиальное строение печеночных долек сохранено, четкое, прослеживается. 

Цитоплазма гепатоцитов зернистого вида, без видимых изменений, 

вакуолей не обнаружено, форма клеток – полигональная. Гепатоциты 

имеют выраженную сохранную мембрану. Портальные тракты не 

расширены. Количество двуядерных гепатоцитов в поле зрения +.    

Зерно овса, 

обработанное 

препаратом (14 

мг/кг) 

Состояние синусоидных капилляров – слегка расширены. В поле зрения 

просматриваются единичные лимфоциты. Балочно-радиальное строение 

печеночных долек сохранено, четкое, прослеживается. Цитоплазма 

гепатоцитов зернистого вида, без видимых изменений, вакуолей не 

обнаружено, форма клеток – полигональная. Гепатоциты имеют 

выраженную сохранную мембрану. Портальные тракты не расширены. 

Количество двуядерных гепатоцитов в поле зрения ++.   

Зерно овса, 

обработанное 

препаратом (28 

мг/кг) 

Состояние синусоидных капилляров – расширены, в поле зрения 

значительное количество лимфоцитов.  Балочно-радиальное строение 

печеночных долек не четкое, слабо прослеживается. Форма клеток 

изменена - полигональная, вытянутая. Портальные тракты не расширены. 

Количество двуядерных гепатоцитов в поле зрения +++.   

6 месяцев 

Зерно овса, 

обработанное 

Состояние синусоидных капилляров – расширены, в поле зрения 

значительное количество лимфоцитов. Балочно-радиальное строение 
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Продолжение таблицы 3.20  

Номер опыта Описание гистологического препарата 

препаратом (28 

мг/кг) 

печеночных долек не четкое, слабо прослеживается. Форма клеток 

изменена - полигональная, вытянутая. Портальные тракты не расширены. 

Количество двуядерных гепатоцитов в поле зрения +++.   

6 месяцев 

Зерно овса, 

обработанное 

препаратом (7 

мг/кг) 

Состояние синусоидных капилляров – слегка расширены. В поле зрения 

просматриваются единичные лимфоциты. Балочно-радиальное строение 

печеночных долек сохранено, четкое, прослеживается. Цитоплазма 

гепатоцитов зернистого вида, без видимых изменений, вакуолей не 

обнаружено, форма клеток – полигональная. Гепатоциты имеют 

выраженную сохранную мембрану. Портальные тракты не расширены. 

Количество двуядерных гепатоцитов в поле зрения +.    

Зерно овса, 

обработанное 

препаратом (14 

мг/кг) 

Состояние синусоидных капилляров –  расширены. В поле зрения 

просматриваются единичные лимфоциты. Балочно-радиальное строение 

печеночных долек сохранено, четкое, прослеживается. Цитоплазма 

гепатоцитов зернистого вида, без видимых изменений, вакуолей не 

обнаружено, форма клеток – полигональная. Гепатоциты имеют 

выраженную сохранную мембрану. Портальные тракты не расширены. 

Количество двуядерных гепатоцитов в поле зрения +.   

Зерно овса, 

обработанное 

препаратом (28 

мг/кг) 

Состояние синусоидных капилляров – расширены, в протоках капилляров 

значительное количество лейкоцитов. Балочно-радиальное строение 

печеночных долек не четкое, прослеживается. Форма клеток изменена - 

полигональная, вытянутая. Портальные тракты не расширены. Количество 

двуядерных гепатоцитов в поле зрения +++.    

__________________ 

+ - Количество двухъядерных гепатоцитов в поле зрения от 1 до 3. 

++ - Количество двухъядерных гепатоцитов в поле зрения от 3 до 6. 

+++ - Количество двухъядерных гепатоцитов в поле зрения от 6 до 10. 

 

Микроскопические исследования гистологических препаратов проводили 

при увеличении окуляра х10, объектива х40 методом фазового контраста. 

Изображения гистосрезов представлены на рисунках 3.14, 3.15, 3.16, 3.17.  
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Рисунок 3.14 - Гистологический препарат печени, контрольные животные (номер образца  

К(3)-1), период кормления 4 месяца 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.15 - Гистологический препарат печени, (номер образца 7(3)-1), концентрация 

гербицида в зерне 7 мг/кг, период кормления 4 месяцев 
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Рисунок 3.17 - Гистологический препарат печени, (номер образца 14(1)-2), концентрация 

гербицида в зерне 14 мг/кг, период кормления 4 месяца 

 

 

Рисунок 3.17 - Гистологический препарат печени, (номер образца 28(3)-2), концентрация 

гербицида в зерне 28 мг/кг, период кормления 4 месяца 
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Для определения ширины синусоидных капилляров использовали 

биологический микроскоп с программным обеспечением «Микро-Анализ база 

изображений». В таблице 3.21 приведены некоторые значения ширины 

синусоидных капилляров лабораторных животных различных групп. 

 

Таблица 3.21 – Ширина синусоидов печени  

Номер образца Ширина синусоидного капилляра, мкм 

К(3)-1 (животное из контрольной 

подгруппы) 

3,8; 3,9; 4,2; 4,4; 4,7; 4,9; 4,9; 5,3; 5,2; 5,8; 6,2; 6,9; 7,4; 

7,8; 8,2 

7(3)-1 (животное из опытной подгруппы, 

содержание глифосата в зерне 7 мг/кг) 

6,7; 6,8; 7,2; 7,3; 7,3; 7,4; 7,4; 7,7; 7,9; 8,2; 8,6; 8,9; 9,1; 

9,5; 9,7 

14(1)-2 (животное из опытной подгруппы, 

содержание глифосата в зерне 14 мг/кг) 

5,8; 6,2; 6,5; 6,5; 6,9; 7,1; 7,2; 7,3; 7,4; 8,1; 8,5; 8,9; 

10,7; 13,3; 15,1 

28(3)-2 (животное из опытной подгруппы, 

содержание глифосата в зерне 28 мг/кг) 

5,8; 5,9; 6,1; 6,3; 7,7; 7,9; 9,4; 10,3; 10,9; 11,3; 12,1; 

12,5; 12,5; 12,6; 14,6 

 

Исследования показали, что остаточное количество глифосата в зерне с 

концентрациями 7, 14, 28 мг/кг способно вызывать количественное и 

качественное изменение форменных клеток крови, негативно воздействия на 

кроветворную систему. Установлено, что происходит угнетение функции 

репродуктивной системы опытных животных и изменение структуры 

паренхиматозных органов. Опытные данные свидетельствуют о хронической 

токсичности глифосата при низких концентрациях.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Широкое применение гербицидов способствовало накоплению их в 

объектах окружающей среды. Основная опасность химических веществ 

заключается в конкурентном необратимом ингибировании ферментов. Так 

например, глифосат ингибирует холинэстеразные центры, вызывая поражения 

нервной системы [134]. В тоже время, глифосат содержащие препараты 

способны неконкурентно ингибировать ферменты клеток, уменьшая скорость 

ферментативных реакций [116, 185]. 

Гербицид угнетает активность микросомальных монооксидаз 

внутреннего эндоплазматического ретикулума. Оксидазы участвуют в 

окислительно-восстановительном метаболизме ксенобиотиков и катаболизме 

стероидных гормонов. Нарушение функционирования ферментов негативно 

воздействует на репродуктивную систему организма [174]. 

Фосфорорганические соединения являются митохондриальными 

ингибиторами, нарушающие механизм окислительного фосфорилирования, 

аккумулирования энергии в клетках АТФ [116, 174]. Снижение активности 

митохондриальной электронно-транспортной системы и развитие 

энергодефицита в клетке приводит к развитию более 40 заболеваний [186]. 

На основании полученных опытных данных можно сделать следующие 

выводы: 

1) Широкое распространение получили методы биотестирования, 

основанные на изучении одноклеточных и низших животных, т.к. они 

характеризуются непродолжительным жизненным циклом развития, хорошей 

выживаемостью в условиях in vitro и позволяют получать экспресс 

информацию. Экспериментальные животные являются удобным тест-объектом 

для оценки токсического потенциала гербицидов. При биоиндикации на 

организменном уровне используются лабораторные мыши, крысы. 

2) Оптимальное количество простейших для проведения биомониторинга 

- 6-9 клеток Stylonychia mytilus. 
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3) Ответная реакция простейших наблюдалась при концентрациях 

гербицидов (глифосата, клопиралида, 2,4-Д) от 1 до 100 мг/л. Биоиндикатор 

проявил быструю ответную реакцию. Это позволяет использовать стилонихии в 

качестве тест-объекта для оценки воздействия гербицидов при различных 

концентрациях. 

4) При биотестировании почвы различного гранулометрического состава 

при концентрациях глифосата 200, 400, 600 мг/кг ответная реакция стилонихий 

наблюдается при содержании гербицида в почве 600 мг/кг. Снижение 

количества клеток составляет в среднем до 81 % относительно начала опыта, в 

то время как контрольных опытах численность простейших увеличивается в 

среднем в 2,1 раза. Кроме того, при биотестировании почвы при различных 

концентрациях от 200 до 600 мг/кг наблюдается ответная реакция стилонихий в 

виде морфологических изменений в сторону уменьшения размеров клеток. 

5) Глифосат при концентрациях от 200 до 600 мг/кг не оказывал 

негативного воздействия на микробное сообщества почвы и торфонавозной 

смеси. Кроме того, в экспериментальных образцах идентифицированы 

бактерии рода Е. coli, Proteus, Bacillus, которые способны осуществлять 

биодеградацию фосфорорганических гербицидов. 

6) На всем протяжении эксперимента гибель мышей не зарегистрирована. 

За время проведения опыта животные всех групп были активны, хорошо 

поедали корм. В ходе длительной интоксикации глифосатом при 

концентрациях 7, 14, 28 мг/кг было отмечено снижение фертильности и 

жизнеспособности потомства опытных животных по сравнению с 

контрольными. 

7) При патологоанатомическом вскрытии мышей, перенесших 

хроническую интоксикацию, наблюдались изменения печени, тонкого и 

толстого отделов кишечника. Патологические изменения в стенке кишечника у 

мышей, поедающих зерно с концентрацией гербицида 28 мг/кг, более ярко 
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выражены, и появляются более тяжелые повреждения: точечные кровоизлияния 

под слизистой оболочкой тонкого кишечника. 

8) Данные опытов показали количественные и качественные изменения 

форменных клеток крови. Наблюдалось снижение количества лейкоцитов и 

эритроцитов у опытных животных на всем протяжении опыта. Качественные 

изменения клеток крови выражались в виде анизоцитоза и пойкилоцитоза. 
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