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Экспериментальное исследование биохимических маркеров  
гепатотоксического действия Мангистауской нефти

Статья посвящена изучению влияния нативной нефти на лабораторных крыс в эксперименте для вы-
явле-ния биохимических маркеров её токсического действия. Установлено, что экспериментальная 
интоксикация крыс сырой нефтью (месторождение Каракудук) в течение 8 суток приводит к немед-
ленной индукции фермен-тов биотрансформации и сопровождается усилением процессов перекис-
ного окисления липидов. 
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Л. Сутуева,   А. Ондасынова, М. Суворова, Б. Абдуллаева, Т. Шалахметова 
Маңғыстау  мұнайына  гепатотоксикалық әсердің  биохимиялық көрсеткіштерін  

экспе-рименттік зерттеу

Мақалада тәжірибелік егеуқұйрықтың эксперименттік жағдайда биохимиялық мәлімет-тер алу ба-
рысында  мұнайдың токсикалық әсері зерттелген. Эксперимент нәтижесінде  егеу-құйрық шикі 
мұнаймен (Қарақұдықтағы) 8 тәулікте  аздап биотасымалдау ферменттерінің біршама индукцияға 
ұшырауы жүреді және  липидтердің тотығуы процесіне әкеледі. 
Түйін сөздер: егеуқұйрық, шикі мұнай, улану, детоксикация, антиоксиданттық жүйе.  

L. Sutuyeva, А. Ondasynova, M. Suvorova, B. Abdullayeva, T. Shalakhmetova 
Experimental study of biochemical markers of Mangystau oil’ hepatotoxic action

The article is dedicated to investigation of crude oil experimental exposure of rats to reveal the biochemical 
markers of those xenobiotic toxic action. It was established, that experimental exposure of rats to crude oil 
(Karakuduk oil field) for 8 days leads to immediate induction of detoxication enzymes accompanied by 
increased lipid peroxidation in rats liver. 
Keywords: rats, crude oil, intoxication, detoxication, antioxidant system.

Ежегодно в окружающую среду выбрасывает-
ся огромное количество загрязняющих веществ. 
Особое внимание уделяется загрязнению среды 
нефтью и тяжелыми металлами, так как они пло-
хо подвергаются химической и биологической 
деградации, а в повышенных концентрациях 
оказывают пагубное влияние на водные и назем-
ные экосистемы. Загрязнение почвы, многочис-
ленные нефтяные амбары и скважины на побере-
жье, отсутствие на предприятиях нефтедобычи 
эффективной системы утилизации сточных вод, 

а также танкерный флот являются главными ис-
точниками нефтяного загрязнения [1]. Для оцен-
ки биологических эффектов нефтяного загряз-
нения необходимо знать основные механизмы 
токсичности нефти и биологические маркеры 
нефтезагрязнения. Подобная оценка осложняет-
ся тем, что химический состав нефти варьирует 
в зависимости от месторождения и сама нефть 
представляет собой сложную смесь углеводоро-
дов, большинство которых обладает собствен-
ной токсичностью. Поступление ксенобиотиков 
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в организм млекопитающих сопровождается ак-
тивацией системы детоксикации в печени, кото-
рая направлена на биохимическое превращение 
гидрофобных веществ в гидрофильные через 
реакции гидроксилирования (цитохром р450) и 
последующее связывание метаболитов с конъю-
гатами (например, глутатионтрансфераза и глу-
татион) или элиминацию с почками и желчью 
[2]. В некоторых случаях гидроксилирование 
цитохромом р450 сопровождается токсифика-
цией, то есть усилением токсичности вещества. 
Кроме того, избыточная активность цитохрома 
р450 нередко сопровождается образованием сво-
бодных радикалов и активных форм кислорода, 
провоцируя или усиливая окислительный стресс 
в печени. Исследование процессов детокскации 
и уровня антиоксидантной защиты тканей позво-
лит не только выявить механизмы токсичности 
нефти, но и определить биохимические маркеры 
повреждения печени и почек при действии изу-
чаемого ксенобиотика. Целью данного исследо-
вания, таким образом, явилось изучение влияния 
нативной нефти на грызунов в эксперименте для 
выявления биохимических маркеров токсиче-
ского действия ксенобиотиков. 

Материалы и методы исследования
Исследования проводились на белых бес-

породных крысах, самцах, массой 200 – 250 г. 
Крысы содержались в условиях вивария, в вен-
тилируемых клетках, при комнатной темпера-
туре и получали стандартный рацион питания 
и воду ad libitum. Сырая нефть (месторожде-ние 
Каракудук) вводилась крысам внутрибрюшинно. 
Животные были разделены на 14 групп: 1 – кон-
трольные животные; 2 – получали сырую нефть 
в дозе 0,75 мл/кг м.т. в течение 8 суток; 3 – полу-
чали сырую нефть в дозе 1,5 мл/кг м.т. в тече-
ние 8 суток; 3 – получали сырую нефть в дозе 
3,0 мл/кг м.т. в течение 8 суток. Забой животных 
проводили под эфирным наркозом. Образцы пе-
чени немедленно перфузировали охлажденным 
буферным раствором. Для получения гомогена-
та тканей кусочки печени и почек измельчали на 
льду и гомогенизировали в 10 объемах ледяного 
0,1 М фосфатно-солевого буфера с помощью го-
могенизатора Potter-Eljevhem, затем центрифуги-
ровали при 6000 в течение 40 минут, супернатант 
отбирали и хранили при -70°С до последующего 
анализа. Содержание малоновогодиальдегида 
определяли в супернатантегомогената печени, 
используя метод с тиобарбитуровой кислотой 

[3]. Определение активности глутатион–S– 
трансферазы (GST) проводили согласно прото-
колу для определения  активности GST (набор 
CaymanTechnologies) [4]. Для изоляции микро-
сом использовали модифицированный метод 
Шенкмана и Цинти [5]. Для дальнейшего ис-
следования полученную фракцию микросом со-
храняли при температуре -70оС ((Plarinum 500  V, 
Angelantony Industrie). Содержание цитохрома 
Р450 определяли по методу Омура и Сато. Ак-
тивность супероксиддисмутазы в печени опреде-
ляли на основании количественного измерения 
красного формазана, который образуется в ре-
зультате восстановления нитросинеготетразолия 
и супероксидных радикалов генерируемых ксан-
тиноксидазой. 50% ингибирования этой системы 
соответствуют 1 условной единице активности 
данного фермента [6]. Результаты количествен-
ных исследований подвергались статистической 
обработке. Во всех случаях определяли средние 
значения и ошибку средней величины. Досто-
верность различий средних величин оценивали, 
используя t-критерий Стьюдента. Различия счи-
тались достоверными при доверительной веро-
ятности равной 0,95.

Результаты исследований и их обсуждение
Химически нефть представляет собой слож-

ную смесь ароматических и алифатических угле-
водородов, состав её варьирует в зависимости от 
месторождения. Поступление сырой нефти в ор-
ганизм млекопитающих возможно с загрязнен-
ной водой и пищей, через контакт с кожей и ин-
галяционно [7]. Поскольку нефть представляет 
собой сложную смесь веществ, данные относи-
тельно абсорбции, распределения, метаболизма 
и детоксикации нефти огра-ничены. Большин-
ство компонентов нефти при контакте со слизи-
стой  довольно быстро про-никают в кровоток. 
Компоненты сырой нефти довольно токсичны и 
обладают системными и тератогенным эффекта-
ми [7]. Некоторые компоненты нефти обладают 
способностью к аккумуляции в гидробионтах 
и могут передаваться по пищевым цепям. Для 
изучения влияния нативной нефти на млекопи-
тающих и выявления маркеров токсического 
действия ксенобиотиков нами был проведен ряд 
острых экспериментов на лабораторных кры-
сах. Животные, отобранные для контрольных 
групп, в течение всего эксперимента сохраняли 
хороший аппетит, адекватное поведение, шерсть 
оставалась чистой и блестящей. При недельной 
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интоксикации сырой нефтью у животных не на-
блюдалось выраженных признаков интоксика-
ции, за исключением несколько заторможенной 
реакции. 

Печень является центральным органом де-
токсикации, осуществляя энзиматическое пре-
вращение жирорастворимых экзогенных или 
эндогенных соединений в полярные водо-рас-
творимые метаболиты, легко выводимые из орга-
низма. Нередко промежуточные продук-ты био-
трансформации могут быть более токсичными, 
обладать более выраженной мутаген-ной, канце-
рогенной и даже тератогенной активностью, чем 
исходные соединения. Прежде всего, в печени 
крыс определяли маркерные ферменты деток-
сикации  – цитохром р450, осу-ществляющий 
гидроксилирование ксенобиотиков, и глутатион-
трансферазу – фермент конъ-югации. Важным 
свойством цитохрома р450 является способность 
к индукции под действи-ем внешних стимулов, в 
роли которых могут выступать различные фак-
торы окружающей среды, особенно химические 
вещества [9]. Увеличение содержания и/или ак-
тивности фер-ментов биотрансформации может 
служить индикатором химического воздействия 
на орга-низм. Более того, избыточная активность 
цитохрома р450 сопровождается усилением про-
цессов перекисного окисления липидов и на-
равне с токсификацией ксенобиотиков является 
механизмом цитотоксического действия многих 
токсических веществ. На рисунке 1-А пред-
ставлены результаты определения содержания 
общего цитохрома р450, а на рисунке 1-Б – ре-
зультаты определения активности глутатион-S-
трансферазы в печени крыс, получавших сырую 

нефть внутрибрюшинно в течение недели в до-
зах 0,75, 1,5 и 3,0 мл/кг массы тела.

Глутатионтрансфераза использует восста-
новленный глутатион для трансформации  ксено-
биотиков, участвуя, таким образом, в процессах 
конъюгации. Усиление активации глутатион-
трансфераз увеличивает способность организма 
приспосабливаться к возрастающему загрязне-
нию внешней среды. Активность глутатион-S-
трансферазы достоверно повышалась на 1 сутки 
воздействия при всех исследуемых концентра-
циях, при этом четко прослеживается дозозави-
симый эффект индукции фермента при введении 
сырой нефти. 

Введение крысам сырой нефти в дозе 0,75  мл/
кг массы тела приводит к заметной ин-дукции ци-
тохрома р450 в печени на 1 и 3 дни введения (в 1,8 
и 1,5 раз, соответственно, р≤0,0001). В последу-
ющие пять дней воздействия уровень цитохрома 
р450 возвращается к контрольному, несмотря на 
введения токсиканта. При увеличении дозы сы-
рой нефти до 1,5 мл/кг массы тела уровень цитох-
рома р450 сходным образом увеличивается на 1 и 
3 сутки и достоверно не отличается от контроля на 
5 и 8 сутки воздействия. Введение сырой нефти в 
организм крыс приводит, таким образом, к немед-
ленной индукции ключевого фермента биотранс-
формации. Химически нефть представляет слож-
ную смесь различных углеводородов, и вероятно, 
все они в той или иной степени ответственны за 
индукцию фермента. Наиболее опасные аромати-
ческие фракции нефти, доказано, метаболизиру-
ются системой цитохрома р450 с образованием 
токсичных метаболитов и свободных радикалов 
[10]. Образовавшиеся в процессе биотрансформа-
ции гидроперекиси и активные формы кислорода 

Рисунок 1 – Уровень общего цитохрома р450 (А) и активность глутатионтрансферазы (Б) в печени крыс при 
многократном в/б введении сырой нефти в течение 8 суток, М±м
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повреждают, в первую очередь, мембраны ЭПР 
гепатоцитов, несущих мембранные ферменты де-
токсикации, что, вероятно, и является причиной 
снижения уровня цитохрома р450 при непрерыв-
ном введении сырой нефти. 

Активация процессов ПОЛ является неспец-
ифическим механизмом токсического дей-ствия 
большинства ксенобиотиков. В результате по-
явления в гидрофобном слое мембран гидро-
фильных зон за счёт образования гидроперок-
сидов жирных кислот в клетки могут проникать 
вода, ионы натрия, кальция, что приводит к на-
буханию клеток, органелл и их разрушению. 
Избыточное переокисление мембран вызывает 
повреждение и мембраносвязанных белков. По-
врежденные мембраны утрачивают энергетиче-
ский потенциал, электровозбудимую функцию, 
контроль за ионными потоками и медиаторными 
системами, возникают патологические (воспа-
лительные, нейродегенеративные, злокачествен-
ные) изменения в тканях, что, в конце концов, 
приводит ткань к гибели. Усиление каталитиче-
ской активности монооксигеназ также может со-
провождаться активацией окислительного стрес-
са. Определение уровня продуктов ПОЛ играет 
исключительную роль в оценке повреждений в 
клетке. 

Степень ПОЛ можно определить по содержа-
нию в тканях продукта переокисления ли-пидов 
– малоновогодиальдегида (МДА). Результаты 
определения уровня МДА в печени и почках 
крыс при кратковременном введении крысам сы-
рой нефти в дозах 0,75, 1,5 и 3,0 мл/кг массы тела 
представлены на рисунке 2-А. Достоверное пре-
вышения уровня МДА в печени по сравнению с 
контролем наблюдалось в концентрациях 0,75 и 

1,5 мл/кг массы тела только на 5 (р≤0,001) и 8 
сутки введения нефти (р≤0,001). Ведение нефти 
в дозе 3,0 мл/кг массы тела приводит к достовер-
ному повышению уровня МДА, начиная с 3 дня 
воздействия. 

Повреждающему действию свободных ради-
калов и активных форм кислорода проти-востоит 
система антиоксидантной защиты клеток, пред-
ставленная антиоксидантами и фер-ментами. 
Основной линией антиоксидантной защиты яв-
ляется активация антиоксидантных ферментов 
– супероксиддисмутазы и каталазы. Нами была 
изучена активность главного ан-тиоксидантного 
фермента – супероксиддисмутазы (СОД) в пе-
чени крыс, подвергнутых кратковременному 
воздействию сырой нефти. Результаты биохи-
мического исследования активности СОД в пе-
чени крыс при кратковременном введении сырой 
нефти многократно в дозах 0,75, 1,5 и 3,0  мл/кг 
веса тела представлены на рисунке 2-Б. Во всех 
исследуемых концентрациях после кратковре-
менного повышения активности, на 3 сутки воз-
действия наблюдается достоверное снижение 
активности СОД во всех изучаемых концентра-
циях, затем активность фермента возвращается 
к норме и на 8 сутки даже несколько превышает 
контрольное значение. 

Печень как центральный орган биотранс-
формации ксенобиотиков наиболее подверже-
на действию самих веществ и их метаболитов. 
В большинстве случаев гибель гепатоцитов об-
условлена нарушением целостности клеточных 
мембран в результате повреждающего действия 
свободных радикалов. Последние при интокси-
кации нефтью появляются в резуль-тате метабо-
лизма алифатических и ароматических углеводо-

Рисунок 2 – Содержание МДА (А) и активность супероксиддисмутазы (Б) в печени крыс при многократном в/б 
введении сырой нефти в течение 8 суток, М±м
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родов нефти [11]. Бензены и по-лициклические 
ароматические углеводороды являются одними 
из наиболее токсичных ком-понентов нефти, 
обладая также мутагенным и канцерогенным 
свойствами. Сходные резуль-таты по активации 
процессов ПОЛ и угнетению антиоксидантных 
ферментов при экспози-ции крыс сырой нефтью 
наблюдались при исследованиях и на других 
грызунах и в других концентрациях [12, 13]. 

По результатам наших исследований, экс-
периментальная интоксикация крыс сырой 

нефтью (месторождение Каракудук) в течение 
8 суток приводит к немедленной индукции 
ферментов биотрансформации – цитохрома 
р450 и глутатионтрансферазы. При кратко-
вре-менном введении сырой нефти в печени 
крыс определяется повышенная концентра-
ция про-дукта ПОЛ – малонового диальдеги-
да. Усиление процессов ПОЛ сопровождает-
ся угнетени-ем активности антиоксидантных 
ферментов в печени крыс при введении сырой 
нефти. 
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