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Изучали нейротоксичность хлорофоса в хроническом эксперименте. При гистохимическом, иммуногистохимичес-
ком и морфологическом исследовании отмечено преимущественное поражение аксонов и синаптических окончаний
центральной нервной системы с деградацией нейрофиламентов аксонов и нарушениями медиаторных процессов.
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NEUROTOXIC EFFECTS IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM
IN CHRONIC ORGANOPHOSPHORUS INTOXICATION

(EXPERIMENTAL STUDY)
Yu. I. Velikorodnaya, N. I. Mamulaishvili, A. Ya. Pocheptsov

Neurotoxicity of metrifonate was studied in chronic experiment. Predominant involvement of axons and synaptic terminals
of the central nervous system with axon neurofilaments degradation and mediator processes damaging was detected in
histochemical, immunohistochemical and morphological study.
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По современным представлениям, интоксикация
фосфорорганическими соединениями (ФОС) приводит
к развитию 4 основных синдромов [7]: острого холи-
нергического синдрома, интермедиарного синдрома,
нейропатии замедленного типа и нейропсихического
синдрома. Наиболее известным из них является ней-
ропатия замедленного типа, хотя другие формы также
способны вызывать хронические поражения как цент-
ральной, так и периферической нервной системы.

Первые клинические случаи отдаленной прогрес-
сирующей нейропатии были описаны в литературе око-
ло 100 лет назад и относились к отравлениям триорток-
резилфосфатом (тритолилфосфатом). В экспериментах
наиболее чувствительными к действию триортокрезил-
фосфата оказались домашние куры, которые долгие
годы были эталонной моделью отдаленной нейроток-
сичности. Менее чувствительными были лабораторные
грызуны (крысы и мыши) и при интоксикации триорток-
резилфосфатом локомоторных изменений у них не на-
блюдали [3]. Более эффективным, с точки зрения мо-
делирования нейротоксичности у грызунов, оказался
хлорпирифос. Его введение вызывало различные на-
рушения поведенческих реакций у крыс и мышей, вклю-
чая двигательные и когнитивные расстройства [5].

Морфологическим субстратом нейротоксичности,
впервые описанным J. B. Cavanagh в 1954 году, явля-
ется отек аксонов, приводящий к разобщению мемб-
ран миелиновых оболочек с образованием вакуолей в
дистальных отделах длинных и крупных нервных мие-
линовых стволов с последующим Валлеровским пере-
рождением поврежденных нервных волокон.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ
Проявления нейротоксичности, в том числе и в

головном мозге, у экспериментальных животных при
хронической интоксикации широко применяемым инсек-
тицидом хлорофосом.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
В качестве модельного фосфорорганического со-

единения был использован 0,0-диметил (1-окси-2,2,2-
трихлорэтил) фосфонат, известный под торговой мар-
кой «Хлорофос» (ХФ). При выполнении данной работы
был использован ХФ в виде технического продукта (про-
изводства ООО «Волгоградпромпроект») с содержани-
ем основного действующего вещества 97,2 %.

10%-й водный раствор ХФ вводили внутри-
желудочно.
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Методом пробит-анализа по Финни была опреде-
лена ЛД50, которая составила 725 мг/кг (598 ± 844) (при
Ttabl = 1,96, S = 1,37).

В эксперименте участвовало 20 беспородных поло-
возрелых белых крыс-самцов, весом 150—180 г. Крыс
содержали в клетках, по 3—4 особи в каждой в помеще-
ниях с искусственным освещением (8.00—20.00 ч. — свет,
20.00—8.00 ч. — темнота) при 20—22 оС в условиях сво-
бодного доступа к воде и пище. При постановке экспери-
ментов руководствовались требованиями Европейской
конвенции по защите экспериментальных животных.

Животные были разделены на 2 группы по
10 особей:

Контрольная группа, в которой животные получа-
ли физиологический раствор.

Опытная группа, в которой животные получали ХФ
внутрижелудочно в дозе 72,5 мг/кг (1/10 ЛД50) 5 раз в
неделю в течение 10 недель с последующим увеличе-
нием дозы до 115 мг/кг (1/5 ЛД50) в течение 2 недель.
По окончании эксперимента крыс наркотизировали ди-
этиловым эфиром и декапитировали.

Материалом патоморфологического исследова-
ния были образцы головного мозга на уровне —
4,5 мм от Bregma, на уровне мозжечка и продолгова-
того мозга, а также седалищный нерв на уровне верх-
ней трети бедра.

Образцы тканей, предназначенные для патомор-
фологического и иммуногистохимического исследова-
ния, сразу после извлечения помещали в 4%-й ра-
створ параформальдегида (Sigma), приготовленного на
0,01М фосфатно-солевом буфере с рН = 7,4 (Sigma).
Затем образцы заключали в парафиновую среду
Histomix по общепринятой методике. Парафиновые
срезы толщиной 5 мкм, полученные на ротационном
микротоме (MICROM HM340E), монтировали на пред-
метные стекла.

Для выявления процессов демиелинизации ис-
пользовали краситель Luxol fast blue (Acros) для ок-
раски миелиновых волокон с последующей докрас-
кой Cresyl violet (Sigma). Миелиновые волокна окра-
шивались в сине-зеленый цвет, нейроны — от розо-
вого до фиолетового.

Парафиновые срезы для иммуногистохимическо-
го исследования толщиной 4 мкм монтировали на стек-
ла, обработанные поли-L-лизином (Menzel).

Для детального исследования состояния оболо-
чек аксонов в ЦНС были использованы антитела к ос-
новному белку миелина (MBP), (ABCAM, клон BDI221).

Изучение тонкого строения нейрофиламентов, как
одного из главных компонентов аксонов и тел нейро-
нов, проводили с помощью определения экспрессии
белка NF-200 (Novocastra, клон RT97).

Для иммуногистохимического исследования со-
стояния системы медиаторного обмена в головном моз-
ге использовали метод определения холинацетил-
трансферазы (ХАТ), применялись антитела к ХАТ
(Novocastra, клон 38В12).

В качестве одного из маркеров медиаторного дей-
ствия ФОС изучали экспрессию фермента из класса
эстераз — параоксаназу 2 (PON2). Применялись анти-
тела к PON2 производства АВСАМ.

Для блокирования эндогенной пероксидазы сре-
зы инкубировали 20 минут в 3%-й перекиси водорода.
Постановку иммуногистохимических реакций проводи-
ли с помощью системы детекции «Dako». Пероксида-
зу проявляли 3-3-диаминобензидином из набора про-
токола. На заключительном этапе реакции срезы док-
рашивали гематоксилином Майера. Негативным
контролем служили препараты без инкубации с пер-
вичными антителами при полном соблюдении осталь-
ных этапов протокола.

Полученные препараты изучали и фотографиро-
вали в микроскопе AxioScope A1 (Zeiss), оборудован-
ной цифровой камерой AxioCam MRc5 и обрабатывали
в программе ZENpro 2011 (Zeiss).

Материалом гистохимического исследования
были образцы головного мозга (ГМ) на уровне лобной
доли и на уровне — 4,5 мм от Bregma — перекрест
зрительного нерва (ПЗН).

Образцы тканей, предназначенные для гисто-
химического исследования, замораживали при тем-
пературе -18—20 °С и резали в криостате. Получен-
ные срезы монтировали на одно предметное стекло
и инкубировали. В данной работе были использова-
ны следующие методы: определение активности
АХЭ и бутирилхолинэстеразы (БХЭ) по методу Кар-
новского, а также неспецифических эстераз (НЭ) по
методу Пирса [1]

Активность гистохимических реакций на препа-
ратах оценивали полуколичественным методом по
Соколовскому [2]. Статистическую обработку получен-
ных данных проводили с помощью программы Excel-
2010 с использованием t-критерия Стьюдента для сред-
них величин.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
При гистохимическом исследовании изучении го-

ловного мозга было отмечено угнетение активности эс-
тераз в неокортексе, подкорковых образованиях и яд-
рах (табл. 1, рис. 1).

При патоморфологическом исследовании голов-
ного мозга через 3 месяца после начала эксперимента
значимых отличий от контроля обнаружено не было.

В периферической нервной системе у эксперимен-
тальных животных было выявлено поражение части
миелиновых волокон седалищного нерва (рис. 2А, B).
Миелиновые оболочки пораженных волокон были ис-
тончены или, напротив, увеличены в размерах, а аксо-
ны уменьшены в диаметре. Между аксоном и миели-
новой оболочкой образовывались пустоты. Более от-
четливо патология миелиновых волокон была заметна
при иммуногистохимическом исследовании основного
белка миелина (MBP) (рис. 2C, D).
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НЭ                                                          АХЭ                                                                     БХЭ
Рис. 1. Изменение активности эстераз в головном мозге при хронической интоксикации ХФ.

Контроль —    Опыт — .
1 — головной мозг на уровне перекреста зрительных нервов; 2 — лобные доли

    

 А (контроль)                                                                            В

    

 C (контроль)                                                                              D

Рис. 2. Поражение миелиновых аксонов седалищного нерва при хронической интоксикации хлорофосом.
А (контроль) и В (опыт) — окраска Luxol fast blue. С (контроль) и D (опыт) — антитела к MBP.

ПАП-метод, докраска гематоксилином Майера. Scale bar = 200 µm

Таблица 1
Изменение активности эстераз в органах-мишенях

при хронической интоксикации ХФ (M ± )
НЭ АХЭ БХЭ Органы-мишени контроль опыт контроль опыт контроль ОПЫТ 

ГМ на уровне ПЗН 4,00 ± 0,0 3,35 ± 
0,24* 4,00 ± 0,00 3,46 ± 

0,26* 4,03 ± 0,09 2,50 ± 
0,00* 

Лобные доли 4,1 ± 0,21 3,18 ± 
0,28* 4,00 ± 0,00 2,97 ± 

0,26* 4,00 ± 0,00 3,88 ± 0,13 

*р  0,05.
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Изучение содержания белка нейрофиламентов в сред-
нем мозге показало снижение экспрессии NF-200 в облас-
ти Аммонова рога за счет уменьшения количества воло-
кон цитоскелета и их частичной фрагментации (рис. 3А, В).
Расстояние, занимаемое истонченными нейрофиламента-

ми, увеличивалось в 2 раза: с 191,5 мкм до 392 мкм.
В продолговатом мозге были отмечены признаки дезор-
ганизации нейрофиламентов в проводящих миелиновых
волокнах (рис. 3С, D). Они становились более истончен-
ными, рыхлыми, теряя свою упорядоченную структуру.

    

 А (контроль)                                                                            В

   

 C (контроль)                                                                              D

Рис. 3. Изменение структуры нейрофиламентов в головном мозге
при хронической интоксикации хлорофосом: частичная фрагментация

в проводящих пучках Аммонова рога (В) и разрыхление
в проводящих пучках продолговатого мозга (D).

Антитела к NF-200. ПАП-метод,
докраска гематоксилином Майера

Scale bar = 200 µm

При иммуногистохимическом исследовании ХАТ
было выявлено снижение ее активности в проводни-
ковых структурах продолговатого мозга (рис. 4B) по
сравнению с контролем (рис. 4A). В то же время в
синапсах холинэргических нейронов среднего и про-
долговатого мозга уровень экспрессии ХАТ оставал-
ся неизменным.

При исследовании PON2 в продолговатом моз-
ге было отмечено повышение уровня активности ис-
следуемой параоксоназы в нейропиле (рис. 4D).
В структурах среднего мозга и в коре больших по-
лушарий изменений в активности PON2 обнаруже-
но не было.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно полученным данным, хроническая инток-

сикация ХФ сопровождалась умеренно выраженными
явлениями демиелинизации в крупных стволах перифе-
рических нервов. Проявлениями патологического процес-
са в нейронах и аксонах головного мозга была деграда-
ция одного из компонентов цитоскелета — белка NF-200.
Он оказался наиболее чувствительным маркером при ток-
сическом поражении ЦНС. При этом отмечалось повы-
шение активности PON2 в нейропиле продолговатого
мозга, что, скорее всего, является адаптационным ме-
ханизмом нейронов в ответ на стресс-индуцирование [4].
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Проводящие миелиновые волокна такими защитными
свойствами, по нашим данным, не обладают.

В результате проведенного гистохимического
исследования было обнаружено устойчивое угнете-
ние активности АХЭ и БХЭ в тканях головного мозга,

а наиболее стабильным и глубоким было изменение
активности суммы неспецифических эстераз. Парал-
лельно с этим снижалась и активность ХАТ — фер-
мента, катализирующего синтез и ресинтез ацетил-
холина в синапсах в проводниковых структурах про-

долговатого мозга. Оба наблюдения не противоречат
друг другу, так как, по-видимому, угнетение процес-
са синтеза нейромедиатора является следствием
дефицита субстратов из-за ингибирования АХЭ моле-
кулами ФОС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, согласно представленным дан-

ным, нейротоксичность, индуцированная малыми
дозами хлорофоса в течение длительного периода
времени, проявлялась комплексом изменений в го-
ловном мозге. На фоне угнетения активности АХЭ,
БХЭ и неспецифических эстераз происходила ин-
дукция PON2, нарушение процесса ресинтеза аце-
тилхолина и деградация опорного белка цитоскеле-

та нейронов и аксонов NF200. В периферических не-
рвных стволах процесс демиелинизации был выра-
жен значительно меньше и наиболее наглядно про-
являлся при иммуногистохимическом определении
основного белка миелина.
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Рис. 4. Снижение активности ХАТ в проводниковых структурах продолговатого мозга у животных опытной (В) группы
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у подопытного животного. Контроль (C). Антитела к PON2. ПАП-метод, докраска гематоксилином Майера.

Scale bar = 200 µm
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В работе представлены ультраструктурные изменения крупных нейронов гипоталамических ядер, их отростков,
глиальных клеток при моделировании алиментарного дефицита магния в течение 8 недель. Выявлено преобладание
обратимых повреждений митохондрий, белоксинтезирующего аппарата клеток, структурные проявления нарушений
обмена миелина при дефиците магния.
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ULTRASTRUCTURAL FEATURES OF MAGNOCELLULAR HYPOTHALAMIC NUCLEI
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This paper presents major ultrastructural changes of hypothalamic nuclei in modeling of nutritional deficiency of magnesium
for 8 weeks. We revealed a prevalence of reversible damage of mitochondria, protein-synthesizing unit of cells, structural
manifestations of myelin damage.
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В настоящее время накоплено большое количе-
ство данных о ключевой регуляторной роли ионов маг-
ния в функционировании нейронов. Магний является клю-
чевым модулятором синаптической пластичности [4, 5],
клеточного роста и пролиферации, а эффекты гипомаг-
незиемии связаны с развитием воспаления, продукци-
ей цитокинов, активацией фагоцитов с развитием окси-
дативного стресса [3, 8]. Индукция повреждения кле-
ток, опосредованная оксидативным стрессом, была от-
мечена в различных тканях в условиях гипомагнезие-
мии. Так, у магний-дефицитных крыс выявлено ускоре-
ние процессов инволюции тимуса как классического
примера апоптоза [7]. Пищевой дефицит магния также
индуцирует повреждение кардиомиоцитов, эндотелия
и гладкомышечных клеток сосудов [1]. Механизмы окси-
дативного стресса тесно связаны с дисфункцией мито-
хондрий, которые рассматривают как магниевые депо [6].
Одним из основных транспортных каналов для ионов
магния являются белки TRPM7, локализующиеся в плаз-
матических мембранах клеток и мембранах митохонд-
рий [10]. Дефицит магния сопровождается изменением

экспрессии TRPM7 в нейронах крупноклеточных ядер
гипоталамуса [2]. Поэтому изучение ультраструктурных
изменений митохондрий при магниевой недостаточно-
сти представляет особый интерес. Многие аспекты уль-
траструктурных преобразований в центральной нервной
системе, в частности, в гипоталамусе при алиментар-
ном дефиците магния изучены мало, хотя имеются еди-
ничные сообщения об изменениях в гипоталамо-гипо-
физарной нейросекреторной системе [9] при моделиро-
вании альдостерон-зависимого дефицита магния.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ
Оценить ультраструктурные преобразования

паравентрикулярных и супраоптических ядер гипо-
таламуса при моделировании алиментарного дефи-
цита магния.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
В работе использовали 20 половозрелых нелиней-

ных белых крыс-самцов массой 220—260 г. Весь экспе-
риментальный материал был разделен на 2 группы:


