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ИЗУЧЕНИЕ ГЕНОТОКСИЧНОСТИ ТЕХНИЧЕСКИХ ПРОДУКТОВ ПЕСТИЦИДА – 
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и благополучия человека, 141014, Мытищи Московской обл. 

Введение. В настоящее время в Российскую Федерацию поступает большой объём пестицидов-аналогов, кото-
рые производят после окончания срока патентной защиты оригинального действующего вещества. Для под-
тверждения их безопасности необходимо проведение токсиколого-гигиенической оценки, основанной на данных 
целого ряда испытаний, в том числе исследований мутагенности (генотоксичности). 
Материал и методы. Проведено изучение генотоксической активности трёх произведённых на разных заводах 
технических продуктов действующего вещества пестицида, являющегося производным бензоилциклогексан-
1,3-диона. Исследования осуществляли с использованием метода оценки обратных генных мутаций у бактерий 
(теста Эймса) и микроядерного теста in vivo на эритроцитах костного мозга мышей. 
Результаты. В тесте Эймса выявлены статистически значимые и зависимые от дозы генотоксические эф-
фекты трёх исследуемых образцов на штаммах бактерий Salmonella typhimurium TA97, ТА102, ТА100. При 
этом кратность увеличения числа ревертантов во всех случаях, за исключением штамма TA97, была мень-
ше двух. Слабые, но биологически значимые эффекты обнаружены на культуре TA97 (кратность превыше-
ния уровня ревертантов ≥ 2 относительно отрицательного контроля). В микроядерном тесте статисти-
чески значимое повышение частоты полихроматофильных эритроцитов с микроядрами вызвали только два 
из трёх образцов. Один из образцов индуцировал значимый генотоксический эффект только при высокой дозе 
(2000 мг/кг м. т.), а другой (с наименьшим содержанием действующего вещества) – при всех уровнях доз.  
В обоих случаях выявлена линейная зависимость эффектов от дозы. При этом цитогенетические эффекты 
были низкими, на уровне верхней границы исторического отрицательного контроля в лаборатории. 
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о том, что способность исследованных технических про-
дуктов производного бензоилциклогексан-1,3-диона индуцировать генные и хромосомные нарушения возраста-
ет с уменьшением концентрации действующего вещества в технических продуктах, что может быть обуслов-
лено увеличением доли примесей, обладающих мутагенной активностью. Таким образом, технические продукты 
пестицидов-аналогов не всегда эквивалентны оригинальным действующим веществам по своей биологической 
активности, что подтверждает необходимость проведения токсиколого-гигиенических испытаний, и, в част-
ности, оценки генотоксичности всех пестицидов-дженериков, поступающих на рынок.
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Introduction. Currently, a large number of pesticide analogues manufactured past the expiration date of the patent protection 
of the original active ingredients are imported in the Russian Federation. The toxicological-hygienic examinations based 
on numerous trials, including mutagenicity (genotoxicity) studies, is necessary to confirm their safety. 
Material and methods. The study of the genotoxic activity of three technical products of the pesticide active ingredient, 
a benzoylcyclohexane-1,3-dione derivative, produced in the various factories was carried out.
research was performed using the bacterial reverse mutation method (Ames test) and the in vivo mouse bone marrow 
micronucleus test.
Results. Statistically significant and dose-dependent genotoxic effects of the test samples were observed in the strains of 
Salmonella typhimurium of TA 97, TA 102, TA 100. However, the increase in the number of revertants in the experiment 
versus the negative control was less than two in all cases, with the exception of strain TA 97. Weak but biologically significant 
outcomes were found in TA 97 culture (the increase in the number of revertants in comparison to spontaneous level was ≥ 2.
In the micronucleus test only two of the three samples produced a statistically significant increase in the incidence of 
micronucleated polychromatophilic erythrocytes. One of the samples induced the significant genotoxic effect only at 
the high dose (2000 mg/kg b.w.), and another one (with the lowest active substance content) at all dose levels. In both 
cases, a linear dose-effect dependence was found. The cytogenetic effects were low, at the level of the upper limit of the 
laboratory's historical negative control 
Conclusion. The obtained data indicate that the ability of the tested technical products of the benzoylcyclohexane-1,3-
dione derivative to induce the gene and chromosomal damages increases with decreasing concentration of the active 
ingredient in technical products, probably due to the enhancement of the genotoxic impurity level. Thus, the technical 
products of analogue pesticides are not always equivalent to the original active substances in terms of their biological 
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Арохлора 1254 (35 мг/кг) самцам белых крыс со средней массой 
150–180 г ежедневно в течение пяти суток. Животных умерщ-
вляли, используя СО2 . 

В качестве отрицательного контроля использовали варианты 
с растворителем – диметилсульфоксидом (ДМСО). Положитель-
ными контролями служили 2-аминоантрацен, 2-нитрофлуорен, 
азид натрия, метилметансульфонат и 9-аминоакридин. В ис-
следовании использовали 5 концентраций каждого образца тех-
нического продукта в диапазоне 0,05–5,0 мг на чашку с шагом 
приблизительно в половину log (Ö10). Для каждого уровня доз 
испытываемых образцов использовали три повтора. Учёт числа 
ревертантных колоний осуществляли после инкубации бактерий 
в течение 48–72 часов при температуре 37 ± 2 °С. Мутагенную 
активность в тесте Эймса оценивали по кратности превышения 
среднего числа ревертантов на чашку в опытном варианте по 
сравнению с отрицательным контролем и наличием статисти-
чески значимого зависящего от дозы эффекта. В качестве кри-
терия биологической значимости результатов использовали по-
казатель кратности превышения среднего числа ревертантных 
колоний на чашку в опыте к контролю в 2 или более раз в случае 
штаммов ТА97, ТА98, ТА100, ТА102 и в 3 или более раз в случае 
ТА1535 [18, 20].

Хромосомные нарушения выявляли с помощью микроядер-
ного теста in vivo на эритроцитах костного мозга мышей линии 
CD-1 обоих полов [21]. Животных получали из питомника фили-
ала «Андреевка» ФГБУН «НЦБМТ» ФМБА России. 

Использовали по 5 мышей на группу. Исследуемые образ-
цы технических продуктов вводили внутрижелудочно в 1%-ном 
крахмале в дозах 500, 1000 и 2000 мг/кг массы тела (максимальная 
доза, согласно руководству OECD, № 474) 2 раза с интервалом в 
24 ч. Одновременно в качестве отрицательного контроля вводили 
наполнитель (1% крахмал). В качестве положительного контроля 
использовали циклофосфамид, который вводили внутрижелудоч-
но в дозе 40 мг/кг один раз, одновременно со вторым введением 
исследуемых образцов. Животных умерщвляли методом церви-
кальной дислокации через 22 часа после второго введения.

Костный мозг вымывали из бедренных костей эмбриональ-
ной сывороткой теленка и готовили по 2 микропрепарата кост-
ного мозга от каждого животного в соответствии с общеприня-
той методикой [22]. Микропрепараты красили, используя набор 
Leuсodif 200 (Erba Lachema s.r.o., CZ), независимо кодировали 
и исследовали микроскопически (микроскоп Nikon Eclipse Ci-L, 
Япония), подсчитывая по 4000 полихроматофильных эритроци-
тов (ПХЭ) в случае оценки частоты микроядер, а также опреде-
ляли долю ПХЭ от общего числа эритроцитов, подсчитывая не 
менее 500 эритроцитов для каждого животного.

Статистическую обработку проводили с помощью программы 
SPSS Statistics v.22.0 (Корпорация IBM, Нью-Йорк, США). Для 
оценки результатов, полученных в тесте Эймса, использовали 
критерий Даннетта t и ранговый метод Спирмена. Значения пло-
щадей под кривыми зависимости кратности превышения средне-
го числа ревертантов от дозы технических продуктов (AUC) опре-
деляли методом трапеций, используя MS Excel 2013 [23]. 

Обработку данных микроядерного теста осуществляли с по-
мощью построения обобщённой лог-линейной модели для рас-

Введение
В настоящее время в Российскую Федерацию в основном 

из стран Азии возрастает поток пестицидов-аналогов (джене-
риков), которые производят после окончания срока патентной 
защиты оригинального действующего вещества [1, 2]. Все пре-
параты на основе таких дженериков должны пройти испытания 
для подтверждения их эффективности и безопасности и должны 
быть зарегистрированы в установленном порядке [3–6].

Одним из важных критериев, учитываемых при регистрации 
химических средств защиты растений, является их генотоксич-
ность, т. е. способность повреждать генетический материал в 
клетках живых организмов [7–9]. При разработке действующих 
веществ пестицидов новые молекулы подвергают тщательным 
испытаниям и не допускают к применению в случае выявления 
генетической опасности [10, 11]. Однако аналогичные техниче-
ские продукты действующих веществ иногда содержат новые 
примеси, отсутствующие в оригинальном продукте, которые 
могут приводить к нарушению генетического материала в клет-
ках и возникновению мутаций даже в небольших концентраци-
ях [12, 13]. Для выявления генотоксической активности пести-
цидов используют несколько методов на разных тест-объектах 
[14]. Целью настоящего исследования была оценка потенци-
альной генотоксичности трёх разных технических продуктов 
действующего вещества пестицида, являющегося производным 
бензоилциклогексан-1,3-диона, в тесте in vitro, оценивающем 
обратные мутации на бактериях (в тесте Эймса), и в микроядер-
ном тесте на эритроцитах костного мозга мышей in vivo.

Материал и методы
Исследовали 3 технических продукта пестицида, являюще-

гося производным бензоилциклогексан-1,3-диона, с содержа-
нием действующего вещества согласно сертификатам анализов 
98,80% (образец I), 98,15% (образец II) и 97,01% (образец III), 
соответственно.

Оценку обратных мутаций у бактерий проводили, используя 
стандартный чашечный тест (тест Эймса) без метаболической 
активации и в присутствии микросомной активирующей смеси 
(20–30%) [15–17]. В качестве тест-объектов использовали штам-
мы Salmonella typhimurium TA97, TA98, TA1535, TA100 и TA102, 
полученные из Всероссийской коллекции промышленных ми-
кроорганизмов (ВКПМ).

Штаммы бактерий поддерживали на твёрдой LB-среде, хра-
нили при температуре 4–6 °С и подвергали периодическому ге-
нетическому анализу [18, 19].

Перед началом эксперимента бактерии высевали в жидкую 
среду LB (15–20 мл) и инкубировали в термостате при 37 °С ± 2 
в течение 3–4 час (при встряхивании 120–130 об/мин) до плот-
ности приблизительно 109/мл. Определение мутности суспензии 
проводили с помощью денситометра DEN-1B (BioSan, Латвия) и 
стандартов мутности 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 единиц Мак-Фарланда 
(Pro-Lab Diagnostics, США).

Для получения постмитохондриальной фракции печени крыс 
(S9, концентрация белка составила 20–22 мг/мл) печёночные ок-
сигеназы индуцировали внутрибрюшинным введением раствора 
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со спонтанным уровнем мутаций была в диапазоне 1,7–2,9, что 
свидетельствует о слабой мутагенности (табл. 1).

Было проведено сравнение площадей под кривыми зависи-
мости кратности превышения среднего числа ревертантов от 
дозы технических продуктов для разных штаммов. Наиболь-
шие площади под кривыми были получены для образца III на 
трёх штаммах (TA1535 в присутствии и в отсутствие S9; ТА97 в 
присутствии S9; ТА102 в отсутствие S9); для образца II на двух 
штаммах ТА102 (в присутствии S9) и ТА100 (в присутствии и 
в отсутствие S9), для образца I – на штамме ТА97 только в от-
сутствие S9 (табл. 2).

Таким образом, в тесте Эймса установлено, что образец III 
с наименьшим содержанием действующего вещества (97,01%) 
проявлял более высокую активность на большем количестве 
штаммов по сравнению с другими техническими продуктами. 

В микроядерном тесте обнаружено, что два из трёх тести-
рованных технических продуктов проявляли генотоксичность. 
Образец II вызывал статистически значимое повышение часто-
ты индукции образования микроядер в ПХЭ только при высокой 
дозе (2000 мг/кг м. т.). Кроме того, выявлена линейная зависи-
мость тестируемого показателя от дозы технического продукта. 
Образец III оказался более генотоксичным. Обнаружено, что он 
проявляет статистически значимую зависимую от дозы цитоге-
нетическую активность при всех уровнях доз. В случае образца 
I не выявлено ни значимого повышения частоты ПХЭ с микро-
ядрами, ни линейного тренда значений исследуемого показателя 
в зависимости от дозы (табл. 3, рисунок).

Сопоставление содержания действующего вещества в раз-
ных технических продуктах и наблюдаемых эффектов в костном 
мозге мышей показало, что чем чище продукт, тем меньше его 
цитогенетическая активность.

Следует отметить, что все эффекты, отмеченные в микро-
ядерном тесте, были низкими, и, несмотря на статистическую 
значимость в случае образцов технических продуктов II и III, 
значения частоты ПХЭ с микроядрами были только на уровне 
верхней границы исторического отрицательного контроля в ла-
боратории и составляли при высоких дозах у самок 0,19–0,20% 
(средние значения исторического контроля в лаборатории для 
самок 0,09 ± 0,05% (минимум 0,00%, максимум 0,20%), у самцов 
– 0,18–0,25% (средние значения исторического контроля в лабо-
ратории для самцов 0,10 ± 0,07% (минимум 0,00%, максимум 
0,22%). Поэтому с биологической точки зрения обнаруженные 
эффекты мало значимы. 

Обсуждение
В тесте Эймса при использовании штаммов бактерий S. 

typhimurium ТА102, ТА97, ТА100 наблюдали статистически зна-
чимое зависящее от дозы технических продуктов превышение 
числа ревертантов по сравнению с отрицательным контролем. 
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пределения Пуассона [24]. Линейную зависимость эффектов от 
дозы проверяли методом Мантеля – Хензеля [25].

Результаты
При изучении потенциальной генотоксичности трёх 

технических продуктов пестицида-аналога, производного 
бензоилциклогексана-1,3-диона в тесте Эймса на бактериях, вы-
явлены разные уровни эффектов в зависимости от штаммов. 

При использовании бактерий штамма ТА98 ни один из об-
разцов не индуцировал генные мутации как в отсутствии, так и 
в присутствии системы метаболической активации.

Все исследуемые технические продукты вызывали стати-
стически значимое зависимое от дозы превышение числа ре-
вертантных колоний в случае тест-штамма ТА102 по сравнению 
со спонтанным фоном мутирования. При этом наблюдаемый 
уровень превышения среднего числа ревертантов в максималь-
ной дозе составил 1,5 (-S9) /1,5 (+S9) для образцов I и III; и  
1,9 (-S9) /1,6 (+S9) для образца II. 

В случае использования штаммов, позволяющих выявлять 
мутации типа замены пар оснований (ТА100, ТА1535), установ-
лено, что образцы I и II индуцировали статистически значимое 
превышение числа ревертантов по сравнению с отрицательным 
контролем только в культуре ТА100 при высоких дозах. Крат-
ность превышения числа ревертантов при внесении исследу-
емых образцов в максимальной дозе 5 мг на чашку составила  
1,5 (-S9) /1,4 (+S9) для образца I и 1,7 (-S9) /1,4 (+S9) – для об-
разца II. 

Экспозиция бактериальных клеток штамма ТА97 с образ-
цами трёх пестицидов приводила к индукции мутаций в дан-
ной культуре. При внесении максимальной дозы (5 мг/чашку) 
кратность увеличения количества ревертантов по сравнению 

Т а б л и ц а  1
Оценка мутагенной активности производного циклогекан-1,3-
диона в тесте Эймса на культуре S. typhimurium В-5291 (ТА97)

Доза, мг/чашку

Кратность превышения среднего 
числа ревертантов в опыте  
по отношению к контролю

+S9 –S9
Образец I (98,8%)

0,05 0,8 1,0
0,125 0,9 0,9
0,5 1,0 1,1
1,25 1,3 1,7
5,0 2,5 2,9
ДМСО – –
9-аминоантрацен, 20 мкг/чашку 5,2 –
9-аминоакридин, 50 мкг/чашку – 18,0

Образец II (98,15%)
0,05 0,9 0,9
0,125 1,0 1,1
0,5 1,0 1,0
1,25 1,3 1,3
5,0 1,9 1,8
ДМСО – –
9-аминоантрацен, 10 мкг/чашку 2,2 –
9-аминоакридин, 25 мкг/чашку – 6,0

Образец III (97,01%)
0,05 1,1 1,0
0,16 1,1 0,9
0,5 1,4 1,1
1,6 1,6 1,4
5,0 2,0 1,7
ДМСО – –
9-аминоантрацен, 10 мкг/чашку 3,2 –
9-аминоакридин, 25 мкг/чашку – 2,9

Т а б л и ц а  2
Площади под кривыми (AUC) зависимости генотоксической 
активности образцов от дозы технических продуктов  
производного бензоилциклогексан-1,3-диона в тесте Эймса 
(кратность превышения количества ревертантных колоний 
(опыт/контроль) • доза (мг/чашку)

Штаммы Образец I 
(98,8%)

Образец II 
(98,15%)

Образец III 
(97,01%)

TA1535:
+S9 AUC* 3,10 4,19 6,28
-S9 AUC 4,74 6,03 7,10

TA97:
+S9 AUC 8,30 7,36 8,57
-S9 AUC 9,78 7,10 7,05

TA102:
+S9 AUC 5,88 7,38 6,30
-S9 AUC 5,87 6,73 7,20

TA100:
+S9 AUC 6,38 6,70 5,24
-S9 AUC 3,50 7,57 5,22
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При этом кратность увеличения числа ревертантов во всех слу-
чаях, за исключением штамма TA97, была меньше двух, что с 
биологической точки зрения считается незначимым. Слабые, но 
биологически значимые эффекты обнаружены только на бакте-
риях штамма TA97 (кратность превышения уровня ревертантов 
≥ 2 относительно отрицательного контроля). Однако статисти-
ческие значимые и дозозависимые эффекты на других штаммах 
также могут свидетельствовать о наличии в технических про-
дуктах небольших количеств мутагенных примесей, которые не 
дают высокой кратности превышения частоты обратных мута-
ций из-за их низкой концентрации. 

Разная степень выраженности мутагенного эффекта в тесте 
Эймса, наблюдаемая на одном и том же штамме при исследова-
нии разных технических продуктов, вероятно, может быть след-
ствием неодинаковой чувствительности используемых штаммов 
к действию различных примесей в их составе.

При оценке биологической значимости генотоксического 
действия химических веществ с использованием бактериально-
го теста Эймса обычно применяют такие критерии, как наличие 
дозовой зависимости и кратность превышения числа ревертант-
ных колоний по сравнению с отрицательным контролем. При 
этом, если наличие дозовой зависимости единодушно принима-
ется в качестве однозначного критерия для выявления положи-
тельного мутагенного эффекта, то в отношении применимости 
правила «кратности» не достигнуто полного согласия [26]. Так, 
пороговая величина превышения ревертантов для одного и того 
же штамма бактерий может отличаться. Например, для ТА100, 
как показал анализ литературы, мутагенный эффект считался 
значимым, если кратность превышения ревертантов составляла 
2 [15]; 1,8 [27] и даже 1,5 [19].

Учитывая сложность сопоставления мутагенных эффектов 
нескольких исследуемых образцов, обладающих слабой ак-
тивностью в тесте Эймса, по кратности эффекта в отдельных 

точках, а также небольшие различия в используемых концен-
трациях технических продуктов (см. табл. 1), было решено ис-
пользовать интегральный показатель – площади под кривыми 
зависимости (AUC) кратности превышения среднего числа ре-
вертантов от дозы технических продуктов для разных штаммов. 
Оказалось, что образец III с наименьшим содержанием действу-
ющего вещества (97,01%) и, следовательно, содержащий боль-
ше примесей, проявлял более высокую активность на большем 
количестве штаммов в разных условиях (± S9), по сравнению с 
другими техническими продуктами. 

В микроядерном тесте на эритроцитах костного мозга мышей 
исследуемые образцы также проявляли разную активность. Со-
поставление содержания действующего вещества в технических 
продуктах (на основании сертификатов анализа) и наблюдаемых 
цитогенетических эффектов, показало, что степень генотоксич-
ности повышается с уменьшением содержания действующего 
вещества, производного бензоилциклогексан-1,3-диона, и ве-
роятно, с увеличением содержания примесей, поэтому разные 
уровни наблюдаемых цитогенетических эффектов могут быть 
следствием воздействия не действующего вещества как таково-
го, а генотоксичных примесей, присутствующих в технических 
продуктах в разных концентрациях. 

Таким образом, проведённые исследования показа-
ли, что технические продукты исследуемого производного 
бензоилциклогексан-1,3-диона могут обладать слабой геноток-
сической активностью. Наблюдаемые в эксперименте различия 
в генотоксических эффектах исследуемых технических про-
дуктов предположительно обусловлены наличием в них разных 
уровней примесей, обладающих мутагенной активностью. При-
чём содержание примесей невысоко, поэтому обнаруженные 
генотоксические эффекты биологически мало значимы. Следо-
вательно, исследуемые технические продукты можно отнести 
только к третьему классу опасности по критерию «мутаген-
ность» [28].

Согласно литературным данным [29, 30], исследуемое про-
изводное бензоилциклогексан-1,3-диона не обладает геноток-
сичностью. Однако технические продукты могут содержать в 
качестве релевантных примесей:

• 1,2-дихлорэтан, известный канцероген, содержание которо-
го в техническом продукте не должно превышать 1 г/кг;

• 1-циан-6-(метилсульфонил)-7-нитро-9H-ксантен-9-он, мута-
генная активность которого была выявлена в тесте Эймса в 
отсутствие и в присутствии системы метаболической акти-
вации; содержание данной примеси в продукте регламенти-
ровано на уровне не более 2 мг/кг;

• 6-(метилсульфонил)-9-оксо-9H-ксантен-1-карбонитрил, по-
казавший позитивный ответ в тесте Эймса в отсутствие ме-
таболической активации и содержание которого не должно 
превышать 2 г/кг.
Для подтверждения вклада примесей в генотоксичность ис-

следованных нами технических продуктов необходим полный 
химический анализ их состава и изучение влияния отдельных 
компонентов на наследственные структуры in vitro и in vivo .

Таким образом, технические продукты пестицидов-аналогов 
могут быть не в полной мере эквивалентными оригинальным 
действующим веществам по своей биологической активности, 
что подтверждает необходимость проведения токсиколого-гиги-
енических исследований, и, в частности, изучения генотоксич-
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Т а б л и ц а  3
95%-ные доверительные интервалы на основе профильного правдоподобия для относительного значения средней частоты ПХЭ  
с микроядрами (опыт/отрицательный контроль) при действии разных доз исследуемых технических продуктов

Доза,  
мг/кг массы тела

95% ДИ
Образец I (98,80%) Образец II (98,15%) Образец III (97,01%)

500 0,537 0,787 1,147 0,663 0,951 1,363 1,004 1,457 2,132

1000 0,450 0,672 0,995 0,713 1,016 1,449 1,363 1,935 2,783

2000 0,739 1,049 1,492 1,005 1,393 1,943 1,086 1,565 2,280

Оценка линейного 
тренда методом 
Мантеля–Хензеля

Образец I (98,80%) Образец II (342) Образец III (343)

Значение Асимптотическая значимость p 
(двухсторонняя) Значение Асимптотическая значимость p 

(двухсторонняя) Значение Асимптотическая значимость p 
(двухсторонняя)

0,004 0,951 4,350 0,037 7,312 0,007

Зависимость частоты индукции микроядер в ПХЭ от дозы техни-
ческих продуктов производного бензоилциклогексан-1,3-диона 
разной чистоты в образцах: I (98,80%), II (98,15%) и III (97,01%).
I, II и III – условные обозначения образцов разных технических продук-
тов производного бензоилциклогексан-1,3-диона.
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ности всех пестицидов-дженериков, поступающих на рынок, 
чтобы не допустить попадания в среду обитания веществ, опас-
ных для наследственных структур в клетках растений, живот-
ных и человека.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта 

интересов.
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