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Для исследования в качестве сырья использована трава аврана лекарственного. В каче-
стве показателей токсичности на организменном уровне использованы значения сред-
ней летальной концентрации (LC50) и характер кумуляции, определенные на личинках 

Chironomus riparius. Результаты по токсичности экстракта, полученные на личинках, сравни-
вали с результатами, полученными на лабораторных мышах по средней летальной дозе (LD50). 
Подтверждена возможность использования личинок хирономид Ch. riparius в качестве нового 
тест-объекта по доклинической оценке безопасности фармакологических веществ. Полуле-
тальная концентрация (LС50) биофлавоноидного экстракта, установленная на личинках дву-
крылых насекомых – хирономид Ch. riparius, составила 2280 мг/л. Полулетальная доза (LD50), 
определенная на лабораторных мышах при внутрибрюшинном введении составила 2375 мг/кг. 
Согласно классификации токсичности веществ экстракт соответствует классу практически не 
токсичных веществ. Экстракт аврана обладает слабой степенью кумуляции (TL50<12). 

Ключевые слова: Chironomus riparius Mg, Gratiola officinalis L., острая токсичность; класс 
токсичности. 

Введение. В связи с обязательной докли-
нической проверкой безопасности лекар-
ственных средств природного происхож-
дения необходимо использовать разные 
методы оценки ответных реакций организ-
ма на разных уровнях организации (напри-
мер, на организменном, клеточном; генном, 
хромосомном и геномном) [9]. В настоящее 
время наблюдается тенденция поиска но-
вых тест-объектов по доклинической оцен-
ке их безопасности. Нами в качестве нового 
тест-объекта для определения класса ток-
сичности в рамках доклинической оценки 
безопасности фармакологических веществ 
предложены личинки гетеротопных дву-
крылых насекомых (Diptera) – Chironomus 
riparius Meigen, 1804. Ранее политенные хро-
мосомы этих личинок были предложены как 
тест-объект для анализа функциональной ак-
тивности интерфазной хромосомы под влия-
нием холинотропных препаратов [10,11]. В 

связи с этим, личинки Ch. riparius можно ис-
пользовать не только для установления ток-
сичности, но, одновременно, и цитотоксично-
сти фармакологических веществ. В качестве 
растительного экстракта в данной работе 
использован экстракт аврана лекарственно-
го (Gratiola officinalis Linnaei, 1753). Авран 
ядовит, не входит в Государственную Фарма-
копею, но используется в народной медицине 
[3]. Было установлено, что экстракт аврана, 
приготовленный определенным способом 
(позволяющим удалить токсичные вещества, 
например, алкалоиды), обогащен флавонои-
дом - кверцетином и обладает выраженной 
противоопухолевой, антиоксидантной и др. 
активностью [1], но исследования по установ-
лению класса токсичности этого экстракта 
ранее не проводились.

Цель настоящего исследования – апро-
бировать новый тест-объект – личинок 
Chironomus riparius для определения класса 
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токсичности водорастворимых раститель-
ных экстрактов на примере Gratiola offici-
nalis, и сравнить полученные данные с ре-
зультатами оценки класса токсичности этого 
экстракта на лабораторных мышах. 

  Материалы и методы исследования. Для 
исследования в качестве сырья использова-
на трава аврана лекарственного, собранная в 
Саратовской области (пос. Чардым, июль-ав-
густ 2013 г.). Экстракт получен способом, 
предполагающим его очистку от ядовитых 
соединений [7]. Спектрофотометрическим 
методом с использованием стандартного об-
разца кверцетина (Sigma, 98%) нами вычис-
лено среднее значение кверцетина в данном 
экстракте, которое составило 0,66%. Уста-
новленное нами методом жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ) количество кверцетина в 
сухом остатке экстрактивных веществ (полу-
чаемого из 10 г сухой травы аврана) состави-
ло 350 мкг. Концентрация исходного водного 
раствора экстракта аврана – 114000 мг/л.

В качестве показателей токсичности на ор-
ганизменном уровне, по которым устанавли-
вали класс токсичности, нами использованы 
значения средней летальной концентрации 
(LC50) [5,9] и характер кумуляции [5], опреде-
ленные на личинках Ch. riparius. 

Личинки Ch. riparius, собранные из при-
родного водоема Саратовской обл., перед на-
чалом эксперимента в течение суток прохо-
дили акклимацию (при температуре 15–180С, 
в эмалированной открытой кювете объемом 
500 мл), в течение которых погибли особи, 
получившие микротравмы в процессе транс-
портировки. Эксперимент на установление 
острой токсичности проводили в течение 24 
часов при температуре 15–180С в непроточ-
ных условиях в пластиковых емкостях объе-
мом 100 мл (с возможностью доступа воздуха) 
без добавления грунта и пищи [8]. Обоснова-
нием отсутствия грунта и пищи для личинок в 
ходе эксперимента служило исключение воз-
можности взаимодействия питательного суб-
страта на исследуемые экстракты [10]. Вода 
соответствовала СанПиН 2.1.4.559-96 [8]. В 
опытные и контрольные емкости помещали 
по 30 особей личинок, объем воды составил 
30 мл в каждой емкости. Подсчитывалось 
количество погибших личинок. Для тести-
рования были использованы концентрации 
равные 1/10 и 1/50 разведения от исходного 
экстракта. Каждый эксперимент проводился 
в трех повторностях. 

Для установлении характера кумуляции в 
опытные и контрольные емкости помещали 
по 70 особей Ch. riparius в 70 мл. Через 24, 48, 

72 и 96 ч подсчитывалось количество погиб-
ших личинок. Время гибели (TL50) определя-
ли графически от LС50 [5]. Учитывали сум-
марное время гибели в течение 96 часов (∑t) 
от каждой из трех испытанных концентра-
ций: 1/10LС50 (228 мг/л), 1/100LС50 (22,8 мг/л), 
1/1000LС50 (2,28 мг/л). Эксперимент проводи-
ли в трех повторностях. Среднее время гибе-
ли одной особи (tn) вычисляли по формуле: 
tn= ∑t/n, где n – общее количество погибших 
при каждой из трех выбранных концентра-
ций. На график в логарифмическом масшта-
бе наносили точки, соответствующие значе-
ниям tn, через которые проводили прямую и 
определяли TL50; по оси абсцисс указывали 
время гибели особей, в часах, по оси ординат 
– концентрации экстракта, в мг/л.

Результаты по токсичности экстракта, по-
лученные на личинках, сравнивали с резуль-
татами, полученными на лабораторных мы-
шах по средней летальной дозе (LD50). При 
определении средней летальной дозы (LD50) 
использованы 18 самцов лабораторных мы-
шей двух групп: контрольной и эксперимен-
тальных групп по количеству исследуемых 
концентраций (по шесть мышей). Лабора-
торные мыши содержались в стандартных 
условиях. Животным однократно внутри-
брюшинно вводили водный раствор экстрак-
та в разных дозах: 1700 мг/кг; 4000 мг/кг; 4475 
мг/кг. Контрольной группе животных также 
внутрибрюшинно вводили физиологический 
раствор. Наблюдение за животными прово-
дили в течение суток. Значения LD10; LD16; 
LD50, LD84; LD100, не выявленные экспери-
ментально, определяли пробит-анализом [2].

 Результаты и обсуждение. 
Определение класса токсичности экс-

тракта аврана на хирономидах с учетом 
полулетальной концентрации. Смертность 
личинок Ch. riparius (экспозиция 24 ч) при 
разных концентрациях экстракта аврана 
составила: 50% при 2280 мг/л и 100% при 
11400  мг/л, LС50 = 2280 мг/л. Множественное 
сравнение количества личинок, погибших в 
течение 96 часов эксперимента, с экстрак-
том аврана с использованием рангового дис-
персионного анализа Фридмана, показало 
наличие статистически значимых отличий 
( 2=11,18; р<0,01) гибели личинок в каждой 
из трех экспериментальных групп с различ-
ными концентрациями по сравнению с кон-
тролем. На рисунке 1 представлена динамика 
гибели личинок под действием разных кон-
центраций экстракта. При концентрации во-
дного раствора экстракта аврана (2,28 мг/л) 
гибель личинок не отличалась от контро-
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ля. В течение всего эксперимента количе-
ство погибших личинок возрастало каждые 
сутки (рис. 1). Наибольшая гибель личинок 
наблюдалась в течение от трех до четырех 
суток при самой высокой из исследованных 
концентраций – 228 мг/л (рис. 1). Значение 
TL50 составило менее 12 ч, что соответствует 
слабой степени кумуляции экстракта аврана 
(рис. 2).

Согласно классификации по острой ток-
сичности и опасности [4] исследуемый нами 
экстракт относится к практически не токсич-
ным веществам, LC50>100 (мг/л). 

Проверка оценки токсичности экстрак-
та аврана на мышах. Для сравнения клас-
са токсичности экстракта аврана на разных 
тест-объектах нами проведено определе-

ние его полулетальной дозы на лаборатор-
ных мышах. При внутрибрюшинном введе-
нии установлены дозы, вызывающие гибель 
80% (4000 мг/кг) и 100% (4475 мг/кг) жи-
вотных. По полученным нами данным опре-
делили значения таких доз, как LD10 (1778 
мг/кг), LD16 (1905 мг/кг), LD84 (4100) мг/кг. 
Максимально переносимая доза (МПД) – 
1700 мг/кг. LD50 составила 2375 мг/кг. Со-
гласно классификации токсичности веществ 
при введении в брюшную полость животного 
[6] исследуемый экстракт относится к прак-
тически не токсичным веществам (LD50 от 
1001 – 3000 мг/кг). 

Заключение. В результате проведенной 
работы по оценке токсичности водного рас-
твора экстракта аврана лекарственного, со-

держащего биофлавоноиды, 
определены LС50, составив-
шая на личинках хирономид 
– 2280 мг/л, и LD50, составив-
шая на лабораторных мы-
шах при внутрибрюшинном 
введении – 2375 мг/кг, что 
соответствует практически 
не токсичным веществам. 
Установлена слабая степень 
кумуляции исследуемого 
экстракта (TL50<12). Полу-
ченные данные по определе-
нию класса токсичности рас-
тительного экстракта на Ch. 
riparius и лабораторных мы-
шах совпадают, что делает 
возможным использование 
личинок хирономид в каче-
стве нового тест-объекта для 
проведения анализа острой 
токсичности. Для этого ли-
чинки (после акклимации) 
помещаются в непроточных 
условиях в емкости без грун-
та и пищи с испытуемым рас-
твором, так, чтобы объем 
раствора составлял не менее 
1 мл для каждой. В группе 
контроля личинки находятся 
в чистой воде, соответству-
ющей СанПиН 2.1.4.559-96. 
Количество погибших под-
считывается через сутки и 
сравнивается с контрольной 
группой (подробный алго-
ритм проведения анализа из-
ложен в разделе Методика 
исследования). Личинки Ch. 
riparius являются удобными 
тест-объектами для анали-

рис. 1. Динамика суммарной смертности личинок хирономид  
под действием экстракта аврана лекарственного в течение 96 часов.
Обозначения: ряд 1 – контроль; ряд 2 – концентрация 1/10 LC50; ряд  
3 – концентрация 1/100 LC50; ряд 4 – концентрация 1/1000 LC50. По оси х 
указаны дни эксперимента, по оси у – количество погибших животных.

 

рис. 2. Зависимость времени гибели личинок хирономид  
от концентрации под действием экстракта аврана. 
По оси х указаны часы, а по у – значения логарифмов четырех 
концентраций. Соответствие «концентрация-время» следующее:  
1 – LС50, 2 – 1/10LС50, 3 – 1/100LС50, 4 – 1/1000LС50).
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DETERMINATION OF THE TOXICITY CLASS  OF A GRATIOLA OFFICINALIS L. PLANT 
EXTRACT, USING  LARVAE CHIRONOMUS RIPARIUS AS A NEW  TEST OBJECT 

State Budgetary Educational Institution V.I. Razumovsky «Saratov State Medical University». RF Ministry of Health of Russia, 
410012, Saratov, Russian Federation

The herb golden pert (Gratiola Officinalis ) was used  as starting material  in the study. Magnitudes of 
the median lethal concentration (LC50) and  accumulation  character  determined in larvae Chironomus 
riparius  were taken  as toxicity indicators  on the organismal level. Results of the extract toxicity obtained 
with  larvae  were compared  with those obtained with  laboratory mice in terms of median lethal dose 
( LD50). A possibility of using  Chironomid larvae Ch.riparius  as a new test object in pre-clinical safety 
assessment of pharmacological substances was proved.  A semi-lethal concentration (LC50) of the bio 
flavonoid extract in which  double-wing insects larvae Chironomid  Ch.riparius  were put  was  2280mg/l.  
A semi-lethal dose  ( LD50) determined in  laboratory mice at intra-abdominal administration was  equal 
to 2375 mg/l. According to the toxicity classification of substances, the extract refers to the class of 
practically  non- toxic substances. The herb golden pert extract has a weak ability of accumulation (TL50 
<12).

Key words:  Chironomus riparius Mg, Gratiola officinalis L., acute toxicity, toxicity class.
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за острой токсичности, так как их получение 
(отлов) и содержание не представляет тех-
нических трудностей, а предложенная мето-
дика является относительно простой, эконо-
мичной, и осуществляется в короткие сроки.
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