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ВАРИАТИВНОСТЬ ТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ ТЕТРАХЛОРМЕТАНА  
В УСЛОВИЯХ СЕЗОННЫХ БИОРИТМОВ
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телей и благополучия человека, 141014, Московская область, Мытищи

Введение. Являясь генетически закреплёнными, биологические ритмы представляют собой универсальную 
форму адаптации к циклически изменяющимся факторам внешней среды. К числу органов и систем организ-
ма, функционирующих в колебательном режиме, относится печень. Её центральная роль в процессах дезин-
токсикации может определять вариативность токсических реакций при метаболизме ксенобиотиков. Вклю-
чение хронобиологических закономерностей в процедуры токсиколого-гигиенических исследований позволит 
более корректно оценить свойства тестируемых веществ. 
Цель работы – выявление закономерностей в сезонной хронореактивности теплокровных животных к гепа-
тотоксическому воздействию модельного яда – тетрахлорметана. 
Материал и методы. Исследования проведены на крысах линии Wistar, разделённых на опытную (CCl4-
индуцированный токсический гепатит) и контрольную группы в зимний, весенний, летний и осенний периоды. 
Стандартными лабораторно-диагностическими методами изучались ключевые параметры, характеризую-
щие функциональное состояние печени и антиоксидантный статус организма (прямой и общий билирубин, 
холестерин, щелочная фосфатаза, АлАТ, АсАТ, гидроперекиси, малоновый диальдегид, каталаза в тканях 
печени). 
Результаты. Согласно результатам проведённых исследований сезонные биоритмы оказывают модулиру-
ющий эффект на организм теплокровных животных, причём амплитуда выявленных колебаний отмечалась 
значительно шире в условиях патологии. Расчёт границ вариативности численных показателей свидетель-
ствует, что у контрольных животных флуктуации наблюдались в диапазоне 10–60%, а на фоне патологии – 
в пределах 60–300%. Наиболее лабильным параметром оказалась каталаза, что с позиций механизма гепато-
токсического действия тетрахлорметана, опосредуемого через активацию процессов свободнорадикального 
окисления, может объяснять наблюдаемые феномены сезонной хронореактивности. 
Заключение. Учёт модулирующей роли биоритмов в протоколах испытаний позволит оптимизировать су-
ществующую процедуру оценки токсических свойств химических веществ и снизить риски для здоровья че-
ловека.
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тан; химические риски здоровью; хронореактивность.
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Biological rhythms are genetically fixed as a universal form of adaptation to cyclically changing environmental 
factors. Many organs including the liver and body systems function in an oscillatory mode. Its central role in the 
process of detoxification may determine the variability of toxic effects in the metabolism of xenobiotics. The including 
of chronobiological patterns in the procedures of toxicological and hygienic studies will allow more accurate 
assessing of the properties of tested substances. The aim of the study was to identify variations in the seasonal chrono-
reactivity of warm-blooded animals to the hepatotoxic effects of carbon tetrachloride. In studies there were used 
Wistar rats, divided into experimental (CCl4-induced toxic hepatitis) and control groups in the winter, spring, summer, 
and autumn. Standard laboratory diagnostic methods studied key indices characterizing the functional activity of the 
liver and the antioxidant status of the organism (direct and total bilirubin, cholesterol, alkaline phosphatase, ALAT, 
ASAT, hydroperoxide, malonic dialdehyde, catalase in the liver tissues). According to the results of the conducted 
research, seasonal biorhythms have a modulating effect on the organism of warm-blooded animals, and the amplitude 
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of the detected fluctuations was observed to be wider in terms of modeled pathology. The calculation of the variation 
values of numerical indices shows fluctuations to take place in the range of 10-60% in control group, and within the 
range of 60-300% in the pathology. The most labile index was catalase. Since the mechanism of carbon tetrachloride 
toxicity is mediated through the initiation of lipid peroxidation, this may explain the observed phenomena of seasonal 
chronoreactivity. Thus, taking into account the modulating role of biorhythms in protocols for toxicity testing can 
optimize the currently used procedures of human health risk assessment.
K e y w o r d s :    carbon tetrachloride; chemical risks for health; chronoreactivity; liver pathology; modulation of toxic effects; 

seasonal biorhythms.
For citation: Rakitskii V.N., Skupnevskii S.V. The seasonal variations of carbon tetrachloride toxicity. Gigiena i Sanitaria (Hygiene and 
Sanitation, Russian journal) 2019; 98(3): 324-327. (In Russ.). DOI: 10.18821/0016-9900-2019-98-3-324-327
For correspondence: Sergey V. Skupnevskii, MD, Ph.D., Researcher of the F.F. Erisman Federal Scientific Center for Hygiene named after of 
the Federal Service for Supervision in Protection of the Rights of Consumer and Man Wellbeing, Mytishchi, Moscow Region, 141014, Russian 
Federation. E-mail: dreammas@yandex.ru; pesticidi@fferisman.ru
Information about the author: 
Rakitskii V.N. https://orcid.org/0000-0002-9959-6507; Skupnevskii S.V. http://orcid.org/0000-0002-6233-5944
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Acknowledgments. The study had no sponsorship. 
Received:  01 February 2019
Accepted: 06 February 2019

DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0016-9900-2019-98-3-324-327
Original article

Введение
Зарождение и становление жизни на Земле происходило в 

условиях циклической смены внешних факторов, среди которых 
центральная роль принадлежит суточной и сезонной ритмике. 
В результате наиболее адаптированными оказались биосисте-
мы, сумевшие оптимальным образом приспособить работу соб-
ственных биологических часов к регуляторному воздействию 
извне [1–4]. Описано свыше 300 процессов, протекающих в ор-
ганизме и подчинённых определённым временны́м закономер-
ностям [5], и в их числе – обменные реакции, осуществляемые 
печенью [6–10]. Изучение механизмов хронореактивности в ра-
боте центрального метаболического органа открывает перспек-
тивы к более корректной оценке рисков для здоровья человека 
со стороны химических загрязнителей. Так, например, введение 
мышам канцерогена в полдень или в полночь определяет вы-
ход индуцированных гепатокарцином в диапазонах от 0 до 40% 
соответственно [11]. Это выводит роль временно́го фактора в 
разряд важных модулирующих воздействий, которые должны 
учитываться при проведении токсиколого-гигиенических иссле-
дований.

Удобной моделью для изучения особенностей метаболизма 
печенью ксенобиотиков является тетрахлорметан (ТХМ), кото-
рый на микросомальном аппарате гепатоцитов трансформирует-
ся в реактогенные формы [12–14], инициирующие перекисное 
окисление – один из наиболее универсальных механизмов по-
вреждения органа [15, 16]. Дополнительным аспектом, обуслов-
ливающим интерес к данному веществу, является то, что люди 
контактируют с ним и с подобными ему галогеналканами не 
только на производстве [17], но и широко в быту [18, 19]. Углу-
бление представлений о механизмах отравления химическими 
загрязнителями с позиций хронотоксикологии актуально, по-
скольку направлено на совершенствование системы санитарных 
норм.

Цель работы – выявление закономерностей в сезонной хро-
нореактивности теплокровных животных к гепатотоксическому 
воздействию тетрахлорметана.

Материал и методы
Исследования проведены на 64 самцах крыс линии Wistar 

в возрасте 90 ± 5 дней. Животные содержались в естественных 
условиях освещения на стандартной диете вивария и соста-
вили контрольную и опытную группы по 8 особей в каждой. 
Все эксперименты проводились в середине соответствующих 
сезонов года (зима, весна, лето, осень). Опытным группам жи-
вотных зондом вводился внутрижелудочно 25%-ный раствор 
ТХМ в оливковом масле из расчёта 0,2 мл/100 г массы тела в 
течение четырёх дней [20] в 11:00. Контрольным крысам вво-
дилось эквиобъемное количество растворителя. Кормление 
осуществлялось в 13:00. Через 24 ч после последнего введения 

гепатотоксина животные усыплялись (внутрибрюшинное введе-
ние «Золетил», Франция), из сердца отбиралась кровь в объеме  
3–4 мл, в плазме которой на автоматическом биохимическом ана-
лизаторе определялись показатели печёночного комплекса. Для 
определения прямого и общего билирубина (по методу Мэллой–
Эвелина), общего холестерина (энзиматическим колориметри-
ческим методом) использовались стандартные биохимические 
наборы фирмы Vital Diagnostics (Россия), щелочной фосфатазы 
(ЩФ) – наборы фирмы ERBA Lachema (Чехия). Измерение ала-
нин- и аспартат-трансаминаз осуществлялось по методу Райтма-
на–Френкель (с помощью наборов фирмы Vital Diagnostics), но 
в модификации. Её суть заключалась в том, что время инкуба-
ции было значительно сокращено – до 15 мин, а рекомендуемый 
объём субстратов для АлАТ и АсАТ увеличен – таким образом, 
чтобы линейность сохранялась до 15 мккат/л.

Гидроперекиси (ГП) определялись в плазме крови по Гав-
рилову с использованием наборов фирмы «Агат-Мед» (Россия), 
малоновый диальдегид (МДА) в эритроцитах – по реакции с 
тиобарбитуровой кислотой после предварительного осаждения 
белков трихлоруксусной кислотой [21]. Активность каталазы 
(КТ) в гомогенате тканей печени изучалась по методу Beutler 
[22] на основании прямого измерения скорости разложения пе-
рекиси водорода при длине волны 230 нм (кинетический режим 
на спектрофотометре Shimadzu 1650 PC).

Принципы работы с животными строились на учёте ре-
комендаций, изложенных в правилах этического (гуманного) 
обращения. Статистическая обработка результатов проводи-
лась в программе Excel с приложением (надстройкой) AtteStat. 
Рассчитывалось среднее значение (M) и стандартная ошибка 
среднего (±m). Сравнение гипотиз основывалось на принципах 
непараметрической статистики – по критерию Манна–Уитни. 
Корреляционный анализ осуществлялся на основании расчётов 
соответствующих коэффициентов по Пирсону. Для этого пред-
варительно по методу Шапиро–Уилка подтверждалась гипотеза 
о нормальности распределения массивов данных при величине 
порогового значения 0,05.

Результаты
Введение животным в течение года одной и той же концен-

трации гепатотоксина сопровождалось различным по силе ток-
сическим проявлением (см. таблицу).

Из таблицы следует, что во все периоды между группами 
«контроль/опыт» наблюдаются достоверные отличия, свиде-
тельствующие о сформированности модели токсического гепа-
тита у подопытных животных в условиях четырёхкратной ин-
токсикации тетрахлорметаном. Низкие значения коэффициента 
де Ритиса на фоне повышенных величин АлАТ и АсАТ диагно-
стируют острую фазу патологического процесса [23].

Биологические ритмы оказали модулирующий эффект на ис-
следуемые системы организма как у животных контрольных, так и 
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опытных групп. Это видно по результатам из табли-
цы, согласно которым смена сезонов года сопрово-
ждается достоверным изменением биохимических 
параметров, характеризующих основные функции 
печени и антиоксидантный статус организма. 

Для крыс контрольных групп наиболее глубо-
кие сдвиги наблюдаются при переходе зима–весна, 
в результате которого с высокой степенью досто-
верности (до p < 0,001) изменяется 7 из 11 пред-
ставленных в таблице показателей. Они отражают 
перестройки, затрагивающие как функциональ-
ную активность гепатоцитов (обмен билирубина, 
холестерина), так и дисбаланс в системе перекис-
ное окисление–антиоксидантная защита.

В условиях модельной патологии характер 
сезонных флуктуаций имеет свой собственный 
колебательный контур, отличный от животных 
контрольных групп. Об этом свидетельствует от-
сутствие значимых корреляций между сравнивае-
мыми группами. Величина рассчитанного коэффи-
циента по Пирсону не превысила 0,6.

Максимальной степени выраженности ток-
сический эффект тетрахлорметана наблюдался 
в зимний период, что проявлялось повышенным 
содержанием в крови билирубина, щелочной фос-
фатазы и продуктов перекисной деструкции кле-
точных мембран – гидроперекисей и малонового 
диальдегида. Усугубляющими общую картину не-
гативных изменений явились результаты изучения 
активности каталазы. Её показатель зимой ока-
зался самым низким за весь год (4,69 ± 0,30 ∙ 106 
МЕ/г ткани), повышая вероятность оксидативного 
стресса – ведущего патогенетического механизма 
при интоксикации ТХМ. Окисляясь на микросо-
мальном аппарате клеток печени, молекулы CCl4 
трансформируются в трихлорметильные радика-
лы, инициирующие процессы прооксидантной на-
правленности.

Если сравнивать численные показатели ла-
бораторных исследований крови, то выявляется 
следующая закономерность: в условиях патологии 
модулирующий эффект биоритмов на функцио-
нальную (метаболическую) активность печени 
оказывается более выраженным, чем в норме. Так, 
если расчёт отношений максимального значения 
показателя к минимальному для контрольных жи-
вотных выявил колебания в пределах 10–60% (за 
весь период эксперимента), для опытных живот-
ных вариативность отмечалась в более широком 
диапазоне – от 30 до 300%, при этом самым хро-
номодулируемым параметром оказалась каталаза.

Важным результатом, следующим из анализа 
данных таблицы, служит то, что под воздействи-
ем сезонных биоритмов диагностические пока-
затели изменяются не только количественно, но 
и качественно. Это видно по таким ключевым с 
позиций механизма действия выбранного гепато-
токсина маркерам, как ГП и МДА. Весной содер-
жание ГП в крови интоксицированных животных в 
сравнении с контрольными достоверно выше (5,89 
и 4,29 мкмоль/л соответственно); летом эффект 
обращается (достоверно) приводя к превалирова-
нию первичных продуктов деструкции мембран 
в крови контрольных крыс над опытными (5,10 и 
4,56 мкмоль/л соответственно). Такие же измене-
ния фиксировались в динамике показателей МДА, 
выявляя внутреннюю тенденцию, но без достовер-
ных отличий.

Обсуждение 
Согласно результатам экспериментальных ис-

следований в условиях сезонных биоритмов была 
замечена вариативность биохимических параме-
тров, отражающая колебательные процессы, про-
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текающие в организме. Их характерной особенностью является 
то, что амплитуда выявленных флуктуаций оказывается значи-
тельно шире в условиях модельной патологии печени в сравне-
нии с нормой. Учитывая механизм гепатотоксического действия 
модельного яда, можно предположить, что модулирующему воз-
действию могут быть подвержены ферменты микросомальной 
фракции, осуществляющие конверсию тетрахлорметана в высо-
кореактивные интермедиаты. Последние, являясь индукторами 
перекисного окисления липидов, инициируют каскад патологи-
ческих реакций в клетке. Отмеченное событие наблюдается на 
фоне трехкратного ингибирования активности одного из клю-
чевых ферментов антирадикальной защиты – каталазы, лока-
лизованной внутриклеточно. Описанные в научной литературе 
результаты исследования хроноэффектов лекарственных препа-
ратов и химических загрязнителей [24–27] представлены с по-
зиций циркадианной ритмики, практически не затрагивая роль 
сезонной временно́й структуры организации биосистем. В этой 
связи выявленная вариативность порогов токсического действия 
в отношении галогеналканов является основанием к научно обо-
снованным рекомендациям для учёта в процедурах оценки без-
опасности химических веществ биоритмологического фактора.

Заключение
Существующие представления о механизмах токсического 

действия химических веществ могут быть углублены с позиций 
учёта сезонной хронореактивности, что позволит усовершен-
ствовать систему установления допустимых уровней воздей-
ствия (недействующих, пороговых и предельно допустимых) и, 
как следствие, проявится в снижении рисков для здоровья че-
ловека.
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