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AM. ПОТАПОВИЧ, Е.Н. СТРИГУНОВА, И.К. МАРЧИК, В.А. КОСТЮК

ИССЛЕДОВАНИЕ ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ 
СИММ-ТРИАЗИНОВЫХ ГЕРБИЦИДОВ НА КЛЕТКИ КРОВИ 

И ИММУННОЙ СИСТЕМЫ

The in vitro cytotoxic action of s triazine herbicides prometryn and simazine on erythrocytes and 
cells of immune system (peritoneal macrophages) was studied. These herbicides were found to- 
produce hemolysis of erythrocytes, and prometryn was more strong hemolytical agent than simazine. 
It was shown that incubation of red blood cells with prometryn as well as simazine does not result in 
methemoglobin formation. The results of this study demonstrate that peritoneal macrophages more 
sensitivity to the injury action of s triazine herbicides prometryn and simazine than erythrocytes.

Интенсивная технология выращивания зерновых и овощных продоволь
ственных культур включает применение химических средств защиты расте
ний, среди которых ведущее место занимают гербициды, в частности про
изводные симм-триазина (симазин, прометрин, атразин, пропазин и др.) 
[1, 2]. Перспективность использования симм-триазиновых гербицидов обу
словлена их высокой эффекгивностью против сорняков, относительно ма
лой токсичностью, слабо выраженными кумулятивными свойствами, незна
чительными раздражающим и кожно-резорбтивным действием [2, 3]. Вме
сте с тем вследствие высокой устойчивости в окружающей среде создаются 
условия для поступления и депонирования гербицидов в организме челове
ка. По данным ВОЗ, в мире ежегодно регистрируется около 500 тыс. случа
ев отравлений пестицидами, из них около 5 тыс. со смертельным исходом 
[4]. Известно, что симм-триазиновые гербициды способны вызвать функ
циональные нарушения нервной системы, печени, почек, изменение мор
фологического состава крови, оказывать эмбриотоксическое действие, сти
мулировать развитие аутоиммунных реакций [5, 6]. Поскольку клетки крови 
и иммунной системы являются одними из первых мишеней действия нега
тивных факторов внешней среды на организм, в данной работе было изуче
но цитотоксическое действие симм-триазиновых гербицидов прометрина и 
симазина на эритроциты и перитонеальные макрофаги.

Материал и методика
Были использованы симм-триазиновые гербициды: прометрин (50 % сма

чивающий порошок), действующее вещество 2-метилтио-4,6-бис-(изопропи- 
ламино)-симм-триазин; симазин (80 % смачивающий порошок), действую
щее вещество 2-хлоро-4,6-бис-(этиламино)-симм-триазин.

Эритроциты отделяли центрифугированием при 1500 g в течение 5 мин 
и трижды отмывали в 0,9 % растворе хлорида натрия. Для оценки гемоли
тического действия гербицидов использовали 0,3 % суспензию эритроцитов 
в 0,05 M фосфатном буфере, pH 7,4. Исследуемые гербициды вносили в 
среду инкубации в виде суспензии в дистиллированной воде или этиловом
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спирте в диапазоне концентраций, позволяющих определить их цитотокси
ческое действие. Контрольная проба содержала аналогичный объем рас
творителя. Пробы инкубировали в течение 60 мин при комнатной темпера
туре, затем центрифугировали при 1500 g в течение 5 мин и использовали 
супернатант для последующего анализа. Степень гемолиза определяли 
спектрофотометрически по поглощению при 577 нм. 100 % гемолиз вызы
вали добавлением эритроцитов к дистиллированной воде. Процесс метге- 
моглобинобразования в присутствии гербицидов контролировали спектро
фотометрически в диапазоне длин волн 450-700 нм (Specord М-40).

Перитонеальные макрофаги крыс получали модифицированным мето
дом Коркиной [7]. Повреждение макрофагов гербицидами проводили в 9 мМ 
фосфатном буфере, pH 7,3, содержащем 3,5 млн кл./мл в конечном объеме
1,0 мл. Исследуемые гербициды вносили в среду инкубации в виде суспен
зии в дистиллированной воде. Пробы инкубировали при 37 °С в течение 
60 мин. Повреждение и лизис кпеток оценивали по выходу лактатдегидро
геназы (ЛДГ), активность которой определяли спектрофотометрически, по 
скорости потребления НАДН в катализируемой ферментом реакции пре
вращения пирувата в лактат.

Результаты и их обсуждение
При исследовании влияния симм-триазиновых гербицидов на клетки 

крови установлено, что прометрин и симазин уже через 2 мин после добав
ления в среду инкубации, содержащую эритроциты, оказывают гемолитиче
ское действие, которое усиливается по мере увеличения концентрации ис
следуемых гербицидов (табл. 1,2). Полученные данные свидетельствуют, 
что прометрин по сравнению с симазином обладает более выраженным ге
молитическим действием. Как известно [2], острая пероральная токсичность 
для крыс (Jlfl50) составляет 3150-3750 мг/кг для прометрина и более 
5000 мг/кг -  для симазина. В данном исследовании in vitro прометрин в кон
центрации 1,6 мМ, примерно соответствующей 1/10 ЛД50, вызывает гемолиз 
более 60 % эритроцитов. Тогда как в присутствии симазина в концентрации 
2,6 мМ, примерно соответствующей 1/10 ЛД50, эритроциты практически не 
повреждались.

Т а б л и ц а  1
Степень гемолиза эритроцитов в присутствии водной 

суспензии прометрина, %
концентрация Воемя гемолиза, мин
прометрина,

мМ 2 20 40 60

0 4,9 ±2,1 6,4 ±1,1 7,0 ±1,7 8,0 ±1,5
0,2 12,9 ±4,8 13,9 ±5,4 14,9 ±5,5 19,8 ±12,4
0,4 24,2 ± 8,9 25,0 ± 9,3 25,6± 8,8 27,2 ±8,9
0,8 39,1 ±18,8 39,4 ± 16,0 41,4 ± 14,8 43,7 ± 13,8
1,6 62,5 ± 23,4 67,1 ±22,1 69,2 ±18,4 70,6 ± 16,4
4,0 90,4 ±14,6 94.8 ± 8.4 95.8 ±7.1 96.4 ± 5.8

Следует отметить, что 
прометрин и симазин пло
хо растворимы в воде 
(растворимость прометри
на при 20 °С составляет 
48 мг/л, симазина -  5 мг/л), 
достаточно хорошо -  в ор
ганических растворителях 
(метанол, этиловый эфир)
[2, 8]. Для того чтобы оце
нить влияние растворимо
сти исследуемых герби
цидов на их гемолитиче
скую активность, сравни
вали степень гемолиза 
эритроцитов, вызываемо
го водной и спиртовой 
(C2H5OH) суспензиями пре
паратов. Как следует из 
рис. 1, спиртовая суспен
зия прометрина оказывает более выраженное гемолитическое действие по 
сравнению с водной, что может быть обусловлено лучшей растворимостью 
гербицида в этиловом спирте. Аналогичные данные получены и для сима
зина.

Т а б л и ц а  2
Степень гемолиза эритроцитов в присутствии водной 

суспензии симазина, %
концентрация Воемя гемолиза, мин
симазина, мМ 2 20 40 RO

0 8,5 ±1,6 6,8 ±2,0 7,8 ±0,6 7,8 ± 1,2
1,3 7,3 ±2,1 6,6 ±1,5 7,8 ±2,5 6,8 ±1,5
2,6 6,6 ±1,2 6,4 ±2,1 7,4 ± 1,9 8,5 ±2,6
6,5 13,3 ±4,0 24,4 ±11,8 50,7 ± 16,5 78,6 ± 12,6
13 49,4 ±36.7 95.7 ± 8.6 99.3 ± 1.3 100.0 ±0.05
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Рис. 1. Гемолитическое действие вод
ной (■) и спиртовой (п) суспензий про- 

метрина (время инкубации -  2 мин)

Способность симм-триазиновых герби
цидов прометрина и симазина к метгемо- 
глобинобразованию оценивалась спектро
фотометрически в диапазоне длин волн 
450-700 нм. На рис. 2 представлены спек
тры поглощения гемоглобина, содержаще
гося в супернатантах проб, инкубируемых 
без и в присутствии различных концентра
ций водной суспензии прометрина (время 
инкубации -  60 мин). Выход гемоглобина в 
супернатант был минимальным в отсутст
вие прометрина и увеличивался с ростом 
концентрации гербицида. Анализируя спек
тры поглощения гемоглобина в присутствии 
прометрина, можно сделать вывод о том, 
что данный гербицид не обладает способ
ностью к метгемоглобинобразованию, по
скольку отсутствуют характерная для элек
тронного поглощения метгемоглобина де

формация Q-полос и полоса поглощения при 620-630 нм. Спектры погло
щения гемоглобина в присутствии водной суспензии симазина аналогичны 
спектрам, представленным на рис. 2, и также свидетельствуют об отсутст
вии у симазина способности к метгемоглобинобразованию.

Исследование цитотокси
ческого действия промет
рина и симазина на клетки 
иммунной системы выпол
нено с использованием пе
ритонеальных макрофагов. 
Полученные данные свиде
тельствуют, что гербициды 
вызывают значительное 
повреждение клеток, оце
ниваемое по выходу цито
плазматического фермента 
лактатдегидрогеназы в сре
ду инкубации. Степень по
вреждения перитонеаль
ных макрофагов в присут
ствии прометрина и сима
зина в концентрации 0,1 мМ 
составляет 33,6±8,5 % и 
35,7±7,1 % соответственно, 
что свидетельствует о бо
лее высокой чувствитель
ности к действию симм- 
триазиновых гербицидов 
кле-ток иммунной системы 
по сравнению с эритроцита
ми. Вместе с тем 10-кратное 
увеличение концентрации 

гербицидов в среде инкубации практически не приводит к усилению их ци
тотоксического действия на перитонеальные макрофаги.

Таким образом, эритроциты и перитонеальные макрофаги, обладающие 
достаточно вьюокой чувствительностью к повреждающему действию про
метрина и симазина, могут быть удобным объектом для разработки мето

Рис. 2. Спектры поглощения гемоглобина из эритроцитов 
крыс, инкубируемых без и в присутствии водной суспензии 

прометрина:
1 -  6 -  концентрация прометрина 0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 и 4,0 мМ соответственно
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дов оценки токсического влияния на организм гербицидов группы симм- 
триазина.
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УДК 575:579.841.24

С.Л. ВАСИЛЕНКО, Н.П. МАКСИМОВА, М.А. ТИТОК

ОПТИМИЗАЦИЯ УСЛОВИЙ МУТАГЕНЕЗА ДЛЯ БАКТЕРИЙ 
PSEUDOMONAS MENDOCINA*

The conditions for receiving of mutant of bacteria P. mendocina were optimized. Using N-methyl- 
N'-nitro-N-nitrosoguanidine the representative collection of stable polyauxotrophic strains (was 
selected 26 different mutations) was allowed which are suitable for using as a recipients for genome 
mapping of bacteria P. mendocina.

Генетический анализ организма невозможен без получения наследст
венно различающихся форм, сравнение признаков которых с признаками 
дикого типа позволяет установить природу генетического материала. В свя
зи с этим любой генетический эксперимент, какую бы конечную цель он не 
преследовал, всегда начинается с выбора мутагенного фактора и подбора 
условий, когда повреждающий агент с необходимой частотой вносит же
лаемые изменения в молекулу ДНК. Особенно остро данная задача ставит
ся при изучении новых объектов, о которых отсутствуют сведения, позво
ляющие в короткий срок и в большом количестве получить разнообразные 
изменения наследственного материала.

Настоящая статья посвящена исследованию малоизученных в генетиче
ском отношении бактерий Р. mendocina. Конечной целью работы будет яв
ляться построение генетической карты данных микроорганизмов, что в свою 
очередь невозможно без наличия полимаркированных реципиентных штам
мов. Цель настоящего исследования -  оптимизация условий мутагенеза, 
позволяющих в достаточно короткий срок получить представительную кол
лекцию полиауксотрофных штаммов, пригодных для конъюгационного кар
тирования.

Материал и методика
В качестве исходного использовался прототрофный штамм Р. mendocina 

ВКМВ1299, полученный из Всесоюзной коллекции микроорганизмов и виру
сов (г. Москва).

‘ Авторы статьи -  сотрудники кафедры генетики.
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