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Ученый секретарь

диссертационного совета                                                       Невский С.А.

Общая характеристика работы

Актуальность исследования. В настоящее время одной из актуальных экологических проблем в области охраны здоровья человека и среды его обитания является обеспечение химической безопасности на территории Российской Федерации (Концепция Федеральной программы «Национальная система химической и биологической безопасности Российской Федерации (2009-2013)», 2008). Это обусловлено глобальным антропогенным загрязнением окружающей природной среды (ОПС) химическими веществами на фоне значительного ухудшения экологической обстановки. Поэтому изучение влияния химических факторов на живые организмы имеет важное эколого-гигиеническое и медико-биологическое значение. 

Среди химических загрязнителей ОПС по биологической активности на первое место выходят не встречающиеся в природе соединения, в частности, диоксиновые ксенобиотики – полигалогенированные дибензо-n-диоксины (ПГДД), дибензофураны, полихлорированные бифенилы (дифенилы), которые мало изучены и рассматриваются как одни из наиболее токсичных веществ-экотоксикантов (Майстренко, 1997; Трошкин и др., 2004; Lindi, 2005). Использование диоксиногенных технологий и химических веществ, содержащих диоксины в виде примесей, а также установленное повышенное содержание диоксиновых ксенобиотиков в объектах ОПС ряда регионов России допускают возможность постоянного воздействия этих экотоксикантов на человека (Грошева и др., 1998).

Исследования, выполненные в разных странах по результатам анализа более 200 крупномасштабных аварий на химических производствах с выбросом в ОПС диоксинов, показали, что из-за низкой реакционной способности они длительное время сохраняются в объектах ОПС, и особенно накапливаются в почве (Рембовский, Шаповалов, 1992; Hsia, Kreamer, 1985; Tucker et al., 1986). Биодеградация диоксинов протекает крайне медленно. Диоксиновые ксенобиотики являются политропными ядами и поражают любые клетки животного и растительного происхождения (Трошкин и др., 2005). Они практически не включаются в метаболические процессы и выводятся из организма крайне медленно в неизменном виде. Механизм токсического действия диоксинов и их метаболические пути в организме изучены недостаточно. Отсутствие метаболитов в биологических системах позволяют предполагать их способность в микроколичествах активировать многие химические процессы, являясь катализаторами реакций образования активных форм кислорода. Поэтому риск поражения диоксинами для живых организмов находится вне зависимости от дозы (Трошкин, 2002; Кучинский и др., 2002). 

Однако до настоящего времени не существует единого суждения о степени опасности этих веществ. Необходимо иметь сведения по острой и хронической токсичности, кумулятивным свойствам, механизмам реализации токсического действия, и по изучению отдельных последствий интоксикации, которые являются основными критериями вредности с точки зрения гигиенического регламентирования диоксинов в ОПС и разработки основ экологического мониторинга.

Таким образом, возрастающая экологическая опасность диоксиновых ксенобиотиков и отсутствие систематизированных экспериментальных данных об их биологическом действии определяют актуальность исследования эколого-токсикологических и гигиенических аспектов комплексной оценки опасности и токсичности полигалогенированных дибензо-n-диоксинов, направленного на решение важной научной задачи, имеющей большое теоретическое и практическое значение для экологии, гигиены и токсикологии.

Цель и задачи исследования. Целью исследования является установление биологической активности 2-,3-,7-,8-замещенных полигалогенированных дибензо-n-диоксинов и выявление закономерностей, определяющих токсичность и опасность этих веществ для живых организмов. В ходе реализации цели решались следующие задачи:

- изучить токсические свойства полигалогенированных дибензо-n-диоксинов при однократном и длительном многократном введении их в желудок животных; 

- определить экотоксикологическое действие полигалогенированных дибензо-n-диоксинов в составе пищевой цепи наземных биоценозов с их предварительным накоплением в почве;

- установить связь между биологической активностью полигалогенированных дибензо-п-диоксинов и их химической структурой;

- оценить влияние полигалогенированных дибензо-n-диоксинов на функциональное состояние отдельных биологических систем организма млекопитающих.
Научная новизна. Впервые проведена оценка биологической активности 2-,3-,7-,8-замещённых полигалогенированных дибензо-n-диоксинов и установлены количественные параметры, определяющие их токсичность и опасность. Выявлено, что при остром отравлении полигалогенированные дибензо-n-диоксины оказывают на организм замедленное общетоксическое действие со смертельным исходом в течение 45 сут интоксикации. Доказано, что при длительном многократном воздействии на организм диоксины проявляют резко выраженные кумулятивные свойства, поэтому могут быть отнесены к группе сверхкумулятивных веществ, которые обладают не только потенциальной, но и высокой реальной опасностью для живых организмов.

Впервые экспериментально установлено, что полигалогенированные дибензо-n-диоксины могут проявлять свойства регуляторов роста растений и перераспределяться в объектах ОПС по пищевым цепям – “почва – растение – животное”: накапливаясь в почве, распространяться по системе растений и делать их токсичными и опасными для млекопитающих. Установлены неизвестные ранее закономерности связи «структура-активность» и определена зависимость изменения токсичности полигалогенированных дибензо-n-диоксинов от количества атомов галоида, его природы и положения в химической структуре. Впервые определено, что острая интоксикация диоксином в прямой зависимости от дозы снижает интегральное состояние антиинфекционной неспецифической и иммунологической резистентности организма, вызывает редукцию преимущественно Т-независимой гуморальной иммунной реакции и формирования гиперчувствительности замедленного типа.

Экспериментально установлено, что острая интоксикация 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксином сопровождается нарушением белкового и жирового обмена, о чем свидетельствуют количественные изменения соответствующих показателей в разные периоды интоксикации. Выявлено, что при остром отравлении диоксином происходят изменения показателей своднорадикального перекисного окисления липидов, что проявляется в снижении ферментативной антиоксидантной защиты, повреждении клеточных компонентов и нарушении целостности мембран клеток.
Научно-практическая значимость. Установлены количественные характеристики токсических свойств полигалогенированных дибензо-n-диоксинов при остром и хроническом воздействии при адекватных реальным условиям путях поступления в организм, которые могут быть использованы при определении степени токсичности и реальной опасности диоксиновых ксенобиотиков с позиций критерия вредности. Показатели, характеризующие иммунологические и биохимические основы токсического действия диоксина, могут применяться для разработки средств профилактики и лечения отравлений.

Результаты исследования и практические рекомендации использованы при выполнении НИР «Исследование влияния диоксинов на жировой обмен, перекисное окисление липидов и систему гемостаза», разработке четырех учебных пособий «Методы оценки токсичности и опасности вредных веществ», «Токсикология опасных химических веществ», «Основы токсикологии», «Промышленная токсикология» в Саратовском военном институте биологической и химической безопасности. Материалы исследований внедрены в учебный процесс и широко используются на лекциях и практических занятиях у курсантов Саратовского военного института биологической и химической безопасности и Саратовского военно-медицинского института.

Апробация работы. Результаты исследований представлены на: межвузовских военно-научных конференциях Саратовского военного института биологической и химической безопасности (2002, 2005, 2007, 2008 гг.); межвузовской научной конференции ФГУ «33 ЦНИИИ МО РФ» (2008 г.); секции прикладных проблем безопасного хранения и уничтожения химического оружия Поволжского отделения Академии военных наук (2007, 2008 гг.); совместном заседании кафедр технологий уничтожения химического оружия и токсичных веществ Саратовского военного института биологической и химической безопасности, морфологии и экологии животных Саратовского государственного университета (2008 г.)

Публикации. По теме диссертации опубликовано 17 работ, одна из которых в издании, рекомендованном Перечнем ВАК РФ. 

Декларация личного участия автора. Автор лично участвовал в проведении лабораторных экспериментов. Обработка данных, их интерпретация и оформление осуществлены автором самостоятельно. В совместных публикациях вклад автора составил 50-80%.

Объем и структура диссертации. Работа изложена на 132 страницах, состоит из введения, 4 глав, выводов и практических рекомендаций, содержит 13 таблиц. Список литературы включает 222 источника отечественной и зарубежной литературы.

Основные положения, выносимые на защиту.
1. Диоксиновые ксенобиотики проявляют свойства регуляторов роста растений и обладают способностью к миграции по схеме моделей пищевых цепей – “почва – растение – животное”.
2. Полигалогенированные дибензо-n-диоксины, имеющие разные галоидные заместители в латеральных положениях базовой структуры, являются наиболее токсичными среди аналогов дибензо-n-диоксина.
3. Острая интоксикация 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксином приводит к дозозависимому снижению показателей антиинфекционной неспецифической и интегральной иммунологической резистентности организма, редукции Т-независимой гуморальной иммунной реакции и формирования гиперчувствительности замедленного типа.
4. При остром отравлении 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксином происходят количественные изменения показателей свободнорадикального перекисного окисления липидов, белкового и жирового обмена в разные периоды интоксикации.
Содержание работы

Во введении обосновывается актуальность исследования, его практическая и теоретическая значимость; сформулированы основная цель и задачи, а также пути их реализации. 

Глава 1. СОВРЕМЕННОЕ СОСТОЯНИЕ ВОПРОСА                               О БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ И ХАРАКТЕРЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ ДИОКСИНОВЫХ КСЕНОБИОТИКОВ                            НА ЖИВЫЕ ОРГАНИЗМЫ (обзор литературы)

На основании анализа отечественной и зарубежной литературы дается общая характеристика диоксиновых ксенобиотиков: реакционная способность, уровень их токсичности, основные представления о биохимических основах механизма токсического действия на системы и органы живых организмов, характер и симптомы поражения; рассматриваются вопросы гигиенического регламентирования новых химических веществ. 
Глава 2. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования проводились в 2001-2008 гг. в специализированных лабораториях ГОУ ВПО «Саратовский военный институт биологической и химической безопасности» по общепринятым методам. В экспериментах по оценке острой и хронической токсичности веществ использовалось 856 белых мышей, 917 белых крыс и 138 морских свинок с массой тела соответственно 0.02 ± 0.002, 0.24 ± 0.02 и 0.36 ± 0.03 кг. В работе применялись физиологически активные вещества, которые синтезировали в СВИБХБ и 33 ЦНИИИ. Они вводились внутрижелудочно в растворе рафинированного подсолнечного масла с помощью зонда в удельном объеме 5 мл/кг массы тела белым мышам и 0.5 мл/кг белым крысам и морским свинкам. Животным контрольных групп вводился растворитель. При определении средней смертельной дозы (ЛД50) в острых опытах гибель животных регистрировалась в течение 45 сут после однократного введения. Количественная оценка хронической токсичности ЛД50(хрон.) и кумуляции проводилась по показателю гибели животных при многократном введении диоксина в дозе, составляющей определенную часть от ЛД50 при однократном введении. Критерием кумулятивного действия являлся коэффициент кумуляции (Ккум), представляющий собой отношение суммарной дозы вещества, вызывающей гибель животных при n-кратном введении, к ЛД50, установленной в опытах с однократным его введением. Затравки животных в хронических опытах проводились 5 раз в неделю. За недействующую дозу диоксина принималась такая доза, которая при ежедневном введении в течение 45 сут не вызывала симптомов отравления и гибели животных.

Динамика роста растений при воздействии диоксинов и опасность зараженной фитомассы изучались с использованием 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксина (ТХДД) и его азотсодержащего аналога 2-амино-3,7,8-трибромдибензо-n-диоксина на двудольных растениях (огурец сорта Льговский). В качестве показателей регистрировали прирост фитомассы, площадь листьев и время наступления фазы цветения растений. Для оценки опасности воздействия зараженных растений использовались морские свинки, которые ежедневно получали по 5-6 г зеленой фитомассы. 

Изучение функционального состояния иммунной системы под влиянием ТХДД проводилось на крысах, которым его вводили внутрижелудочно в оливковом масле однократно в дозах 1.0, 4.0 и            8.0 мкг/кг (ЛД50 ТХДД для крыс при внутрижелудочном введении составляет 35 ± 3 мкг/кг). Антиинфекционную неспецифическую резистентность организма (НРО) в сочетании с интегральной иммунологической резистентностью организма оценивали через 5 сут по летальности животных, среднелетальной дозе Escherichia сoli в желудке и среднему времени жизни животных (Еt50) при экспериментальной инфекции, вызванной внутрибрюшинным введением суточной культуры       E. сoli (109 микробных тел) после предварительной иммунизации         E. сoli (106 микробных тел) в течение 36 ч (Беленький, 1963). Факторы (показатели) НРО – бактерицидную активность сыворотки крови (БАСК), сывороточное содержание лизоцима, тромбоцитарный катионный белок (ТКБ) – (-лизин, функциональную активность нейтрофилов в тесте с нитросиним тетразолием (НСТ-тест) – определяли общепринятыми методами (Ремезов, Башмаков, 1976; Гордиенко, 1984; Измайлова, 1985). Активность естественных клеток-киллеров (ЕКК) исследовали по показателю естественной цитотоксичности (ЕЦ) спектрофотометрически по числу оставшихся неразрушенными в ходе цитотоксического теста клеток мишеней по общепризнанному методу (Гордиенко, 1984). Гуморальный иммунный ответ к Т-зависимому (эритроцитам барана (ЭБ)) и Т-независимому (брюшнотифозному      Vi-Ag) антигенам оценивали через 5 сут по числу антителообразующих клеток (АОК) в селезенке общепринятыми методами (Белокрылов и др., 1980; Jerne et al., 1963; Kutti et al., 1976). Формирование реакции гиперчувствительности замедленного типа (ГЗТ), отражающей функцию клеточного иммунного ответа (в частности, активность Th1), определяли по приросту (в %) массы стопы задней лапы животных, которых иммунизировали внутрибрюшинным введением 108 ЭБ. Разрешающую дозу ЭБ (5*108) вводили животным под апоневроз стопы задней лапы через 5 сут. Реакцию ГЗТ определяли через 24 ч (Tomas, Imamura, 1986). 
Биохимические исследования по оценке динамики изменения показателей белкового и жирового обмена в сыворотке крови, а также перекисного окисления липидов (ПОЛ) проводили в опытах на крысах. Животным внутрибрюшинно вводили ТХДД в дозе 0.5 ЛД50. Применялись общепринятые методы биохимических и клинических исследований (Асатиани, 1956; Биохимические методы…, 1969). 

Полученные данные обрабатывались стандартными статистическими методами. Расчеты проводились на персональном компьютере с использованием пакета программ Statgraphics.

Глава 3. характеристикА Биологической активности 2,3,7,8-замещенных полигалогенированных       дибензо-n-диоксинов

Галогенированные изостерные аналоги дибензо-n-диоксина проявляют высокую токсичность и биологическую активность (табл. 1). Величины ЛД50 испытуемых ПГДД оказались равными 0.5 мг/кг и менее. В соответствии с классификацией химических веществ по степени токсичности, рекомендуемой Всемирной организацией здравоохранения, вещества, имеющие величины ЛД50 для млекопитающих при внутрижелудочном введении 15 мг/кг и менее, относятся к чрезвычайно токсичным.
Испытуемые соединения оказывают на живые организмы общетоксическое действие со смертельным исходом. Интоксикация развивается медленно, имеет скрытый период и продолжается длительное время. Основными критериями и видимыми проявлениями интоксикации является прогрессирующее общее угнетение, атаксия, алопеция, желтуха, анорексия и кахексия. Смерть животных в острых опытах наблюдается в период от 7 до 45 сут.
Учитывая, что 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксин является наиболее известным ПГДД и опасным загрязнителем ОПС, его токсичность и биологическая активность дополнительно изучена на крысах и морских свинках (табл. 2). 
Таблица 1

Токсичность полигалогенированных дибензо-n-диоксинов                 для белых мышей при однократном внутрижелудочном введении
	Химическое соединение
	Время гибели, сут
	ЛД50, мг/кг

	Дибензо-n-диоксин
	16-51
	534
(178-1552)*

	2,3,7,8-тетрабромдибензо-n-диоксин
	14-42
	0.504
(0.211-0.998)*

	2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксин
	9-42
	0.053

(0.022-0.105)*

	2,3,7-трибром-8-хлордибензо-n-диоксин
	15-45
	0.451
(0.196-0.857)*

	2,3-дибром-7,8-дихлордибензо-n-диоксин
	9-39
	0.015
(0.006-0.028)*

	2,7-дибром-3,8-дихлордибензо-n-диоксин
	8-39
	0.019 
(0.007-0.039)*

	2-трифторметил-3,7,8-трихлордибензо-n-диоксин
	7-34
	0.005

(0.002-0.012)*


Примечание: *) – p < 0.05
Таблица 2

Токсичность 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксина                               при однократном внутрижелудочном введении животным
	Лабораторные животные
	Масса тела,

кг
	ЛД50, мг/кг
	Время гибели, сут
	 Снижение массы тела, %

	Белая мышь
	0.02 ± 0.002
	0.053

(0.022-0.105)*
	9-42
	26 ± 2

	Морская 
свинка
	0.36 ± 0.03
	0.0009

(0.0003-0.0026)*
	10-34
	39 ± 4

	Белая крыса
	0.24 ± 0.02
	0.030

(0.016-0.058)*
	12-45
	42 ± 3


Примечание: *) – p < 0.05
По чувствительности к диоксину при однократном введении в желудок опытные виды млекопитающих расположились следующим образом: морские свинки > белые крысы > белые мыши. Коэффициент видовой чувствительности (КВЧ) – отношение ЛД50 для наименее чувствительного вида животных к ЛД50 для наиболее чувствительного вида, при однократном внутрижелудочном введении ТХДД равен 58.9, что свидетельствует о резко выраженной чувствительности животных к токсическому действию ТХДД.

Характерным и общим для белых мышей, белых крыс и морских свинок является развитие симптома истощения или общего голодания организма. При введении летальных доз ТХДД снижение массы тела животных может достигать 40%. Длительность жизни у опытных животных от момента введения ТХДД до наступления смерти составляет от 9 до 45 сут.

Экспериментальные данные по изучению динамики интоксикации диоксином (табл. 3) свидетельствуют о том, что внешние проявления отравления ТХДД у исследованных млекопитающих развиваются медленно. Анализ и обобщение клинической картины интоксикации позволяют выделить три периода течения отравления: латентный период интоксикации – от 2 до 9 сут, период ее нарастания – от 3 до 17 сут и разгара – от 4 до 29 сут, заканчивающийся на высоте своего развития, как правило, летальным исходом.
Таблица 3 

Динамика интоксикации 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксином            у животных при внутрижелудочном введении в дозе 1 ЛД50
	Лабораторные

животные
	Периоды клинического течения
	Время 

гибели,

сут

	
	латентный период отравления, сут
	период нарастания отравления, сут
	период разгара 

отравления, сут
	

	Белая мышь
	2-8
	3-14
	4-24
	9-42

	Морская свинка
	3-7
	3-10
	4-17
	10-34

	Белая крыса
	3-9
	5-17
	5-29
	12-45


Примечание: в таблице указаны минимальные и максимальные варианты совокупности; в каждом опыте 7-18 животных.

Представленные в табл. 4 данные свидетельствуют о высокой хронической токсичности и выраженной кумуляции диоксина у животных. Так, при ежедневном многократном введении в желудок ТХДД в дозе 1/100 ЛД50 в опытах на белых крысах и морских свинках величины ЛД50(хрон.) в сравнении с ЛД50 при остром действии уменьшились соответственно в 3.2 и 12.9 раза. Коэффициент видовой чувствительности при хроническом многократном введении в желудок млекопитающих в дозе 1/100 ЛД50 составил 135.7. Следовательно, видовая чувствительность к ТХДД при хроническом воздействии более выражена, чем при остром. Ккум, установленные при ежедневном введении опытным животным ТХДД в дозе 1/100 ЛД50 и меньше, оказались равными менее 1.0. Т.е. ТХДД обладает сверхкумуляцией как для белых крыс, так и для морских свинок. Причем, кумулятивный эффект возрастает при снижении величины ежедневно вводимой дозы. 
Таблица 4

Величины ЛД50(хрон.) и коэффициенты кумуляции                            2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксина для млекопитающих (n=10)

	Лабораторные животные
	Ежедневно вводимая доза, 

в долях          от ЛД50
	ЛД50(хрон.) при многократном введении, мг/кг
	Ккум,

отн. ед

	Белая крыса
	1/100

1/1000

1/2000**
	0.0095 (0.006…0.014)*
0.001 (0.0006…0.002)*
-
	0.3

0.05

-

	Морская свинка
	1/100

1/500

1/1000**
	0.00007 (0.00004…0.0001)*
0.00003 (0.00001…0.00006)*
-
	0.1

0.04

-


Примечание: *) – p < 0.05
                               **) – недействующая доза
В зависимости от норм и показателей в ГОСТ 12.1.007-76, проведено токсиколого-гигиеническое регламентирование ПГДД по основному критериальному уровню вредности. Определено, что испытуемые ПГДД по степени воздействия на организм могут быть отнесены к чрезвычайно опасным химическим веществам – суперэкотоксикантам. 
Установлено, что действие ТХДД (I) и 2-амино-3,7,8-трибромдибензо-n-диоксина (II) на растения огурца сорта Льговский, увеличивает прирост его фитомассы. Прирост фитомассы растений, выращенных на зараженном ТХДД эталоне почвы, составил 50% по сравнению с контролем. Фаза цветения растений огурца наступала на  8-10 дней раньше, чем у контрольной группы. Изменения показателей роста и развития растений огурца, выращенного на зараженном соединением II эталоне почвы, аналогичны вышеуказанным, но они менее выражены в количественном отношении. 

При ежедневном скармливании морским свинкам зеленой фитомассы растений, выращенных на зараженном ТХДД эталоне почвы, к 20-м сут наблюдалась гибель всех животных с признаками тяжелой интоксикации. В 5-6-ти г ежедневно скармливаемой фитомассы растений вещество содержалось в количестве не менее 1/500 ЛД50. При ежедневном скармливании морским свинкам фитомассы, выращенной на зараженном 2-амино-3,7,8-трибромдибензо-n-диоксином эталоне почвы, на 120-е сут наблюдений в опытной группе из шести животных погибло два. Признаков интоксикации, характерных для отравлений ТХДД, у этих животных не отмечалось. Для всех опытных животных в сравнении с контрольными, характерным явилось значительное увеличение массы тела. 
Таким образом, галогенированные дибензо-n-диоксины могут проявлять свойства регуляторов роста растений системного действия. Эти токсические соединения достаточно быстро перераспределяются в объектах ОПС по пищевым цепям: накапливаясь в почве, распространяются по системе растений, делая их на определенное время токсичными и опасными для животных, потребляющих в пищу зараженную фитомассу. 

Экспериментальные данные (см. табл. 1) и литературные сведения (Sandermann, 1984) позволили установить относительный порядок расположения сходных по структуре галогенсодержащих аналогов дибензо-n-диоксина, имеющих в различных положениях бензольных колец атомы брома, хлора и фтора в качестве заместителей, на условной непрерывной шкале степени их токсичности (по величине ЛД50). Полигалогенированные дибензо-n-диоксины, имеющие разные галоидные заместители в латеральных положениях базовой структуры, оказались наиболее токсичными среди исследованного ряда аналогов дибензо-n-диоксина. 
Глава 4. ТОКСИЧЕСКОЕ ВОЗДЕЙСТВИЕ ДИБЕНЗО-n-ДИОКСИНОВ НА ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ ОРГАНИЗМА МЛЕКОПИТАЮЩИХ
Острая интоксикация ТХДД приводит к дозозависимой редукции антиинфекционной неспецифической и иммунологической резистентности организма, о чем свидетельствуют увеличение летальности крыс от экспериментальной инфекции, а также уменьшение величин ЛД50   E. сoli и значений Еt50 (табл. 5).
Таблица 5 

Влияние 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксина                                             на летальность от экспериментального перитонита (E. сoli), ЛД50 E. сoli и Et50 у крыс после иммунизации (n=24)

	Показатель
	Контроль
	Доза, мкг/кг

	
	
	1.0
	4.0
	8.0

	ЛД50 E. сoli,
109 микр. тел
	5.52 ± 0.31
	4.65 ± 0.32
	3.95 ± 0.30
	3.02 ± 0.28

	Еt50 ,ч
	20.0 ± 1.8
	16.2 ± 1.4
	14.4 ± 1.3
	8.5 ± 1.2

	Летальность, %
	12.5 ± 5.1
	19.9 ± 3.1
	24.3 ± 6.8
	30.0 ± 10.2


Примечание: p < 0.05
Установлено, что под влиянием диоксина происходит дозозависимая супрессия основных показателей неспецифической защиты организма – БАСК, сывороточной активности лизоцима и ТКБ, фагоцитарной активности нейтрофилов (табл. 6). Статистически значимые сдвиги отмечались при действии ТХДД в дозах, соответствующих 4.0 и         8.0 мкг/кг.
Таблица 6 

Влияние 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксина на показатели            неспецифической резистентности организма у крыс (n=15-25)

	Показатель
	Контроль
	Доза, мкг/кг

	
	
	1.0
	4.0
	8.0

	БАСК, %
	76.3 ± 4.0
	67.2 ± 4.1
	53.3 ± 3.8 
	40.4 ± 3.1

	Лизоцим, мг/л
	10.6 ± 1.3
	8.2 ± 0.9
	5.0 ± 0.6
	3.3 ± 0.5

	ТКБ, %
	64.3 ± 2.7
	56.1 ± 3.0 
	45.2 ± 3.4
	37.0 ± 3.2

	Индекс активности нейтрофилов (НСТ-тест)
	0.24 ± 0.02
	0.18 ± 0.03 
	0.14 ± 0.02
	0.08 ± 0.02


Примечание: p < 0.05
Выявлены изменения гуморальных и клеточных иммунных реакций при воздействии ТХДД в дозах 1.0, 4.0 и 8.0 мкг/кг в условиях эксперимента на крысах (табл. 7). При остром действии он вызывает дозозависимую редукцию гуморального иммунного ответа к Т-зависимому (ЭБ) и Т-независимому антигенам, а также супрессию реакции ГЗТ. Статистически значимого изменения активности ЕКК под влиянием ТХДД в дозах 1.0, 4.0 и 8.0 мкг/кг не выявлено.

Таблица 7 

Влияние 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксина                                        на гуморальные и клеточные иммунные реакции (n=7-9)

	Показатель
	Контроль
	Доза, мкг/кг

	
	
	1.0
	4.0
	8.0

	АОК к ЭБ, 103
	43.5 ± 4.3
	34.5 ± 3.3
	25.2 ± 3.1
	15.1 ± 2.5

	АОК к Vi-Ag, 103
	35.1 ± 3.4
	25.1 ± 3.0
	13.5 ± 2.6
	9.3 ± 1.5

	ЕЦ,%
	25.4 ± 3.2
	20.2 ± 2.3
	22.0 ± 3.7
	28.9 ± 4.0

	ГЗТ, %
	27.4 ± 2.6
	21.9 ± 2.2
	17.4 ± 2.2
	13.5 ± 2.0


Примечание: p < 0.05
Установлено, что интоксикация ТХДД в дозе 0.5 ЛД50 у опытных животных сопровождается количественными изменениями показателей белкового и жирового обмена. Отравление диоксином приводит к достоверным сдвигам (р < 0.05) в сторону уменьшения содержания общего белка, альбуминов и (-глобулинов в сыворотке крови опытных животных в течение трех периодов интоксикации (табл. 8). Изменения содержания α-глобулинов и β-глобулинов характеризуются их уменьшением в первые 7 сут интоксикации.
Таблица 8 

Динамика изменения показателей белкового обмена у крыс                  после введения в желудок 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксина             в дозе 0.5 ЛД50 (n=6)

	Сроки

набл., сут
	Общий

белок, г-%
	Альбумины, г-%
	Глобулины, г-%

	
	
	
	(-
	(-
	(-

	Контроль
	9.9 ± 0.26
	3.8 ± 0.16
	2.0 ± 0.14
	2.2 ± 0.17
	1.9 ± 0.12

	1
	8.1 ± 0.23
	3.4 ± 0.14
	1.6 ± 0.11
	1.8 ± 0.12
	1.3 ± 0.10

	3
	7.8 ± 0.19
	3.3 ± 0.13
	1.5 ± 0.12
	1.6 ± 0.14
	1.2 ± 0.12

	7
	8.0 ± 0.18
	3.3 ± 0.15
	1.6 ± 0.11
	1.7 ± 0.20
	1.4 ± 0.14

	14
	8.8 ± 0.18
	3.2 ± 0.24
	2.1 ± 0.21
	2.0 ± 0.18
	1.5 ± 0.16

	21
	8.7 ± 0.21
	3.0 ± 0.16
	2.2 ± 0.20
	2.3 ± 0.19
	1.2 ± 0.10


Примечание: p < 0.05
Показано, что острое отравление ТХДД сопровождается увеличением количественного содержания общих липидов и липопротеидов и снижением их концентрации в сыворотке крови опытных животных в разные периоды отравления диоксином (р < 0.05) (табл. 9). 
Таблица 9 

Динамика изменения показателей жирового обмена у крыс                  после введения в желудок 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксина                        в дозе 0.5 ЛД50 (n=6)
	Сроки набл., сут
	Липиды

(общ. колич.), мг-%
	Липопротеиды, мг-%

	
	
	(-
	(-

	Контроль
	175.1 ± 16.2
	36.8 ± 5.6
	138.3 ± 12.1

	1
	243.5 ± 21.1
	86.4 ± 6.8
	157.1 ± 13.6

	3
	151.2 ± 11.3
	80.2 ± 5.4
	71.0 ± 8.6

	7
	147.1 ± 10.4
	74.1 ± 6.1
	73.0 ± 8.2

	14
	150.6 ± 12.4
	78.3 ± 7.1
	72.3 ± 6.4

	21
	241.0 ± 19.6
	80.2 ± 7.6
	160.8 ± 9.1


Примечание: p < 0.05
Определено, что в сыворотке крови опытных крыс при остром действии ТХДД в дозе 0.5 ЛД50 происходят достоверные изменения показателей свободнорадикального ПОЛ – снижение активности каталазы на 30.2% и пероксидазы на 28.9%, а также увеличение на 41.3% количественного содержания малонового диальдегида в разные периоды интоксикации (р < 0.05) (табл. 10). Данные изменения свидетельствуют о повышении уровня липопереокисления, снижении антиоксидантной защиты, повреждении клеточных компонентов и нарушении целостности мембран клеток.
Таблица 10 

Динамика изменения показателей свободнорадикального          перекисного окисления липидов у крыс при внутрижелудочном       введении 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксина в дозе 0.5ЛД50 (n=8)
	Сроки набл., 
сут
	Малоновый диальдегид, нмоль/мл
	Каталаза, 
усл. ед
	 Пероксидаза, усл. ед

	Контроль
	4.6 ± 0.21
	4.3 ± 0.12
	4.5 ± 0.15

	1
	6.3 ± 0.22
	3.0 ± 0.16
	3.2 ± 0.12

	3
	6.5 ± 0.18
	3.1 ± 0.14
	3.2 ± 0.16

	7
	6.2 ± 0.21
	3.0 ± 0.15
	3.3 ± 0.12

	14
	6.3 ± 0.24
	3.4 ± 0.14
	4.0 ± 0.14

	21
	5.9 ± 0.17
	3.2 ± 0.12
	3.9 ± 0.12


Примечание: p < 0.05
Таким образом, свободнорадикальное ПОЛ с образованием липидных цитотоксических агентов является одним из важнейших звеньев в сложном патогенетическом комплексе токсического действия ТХДД. 

ВЫВОДЫ

1. Полигалогенированные дибензо-n-диоксины по уровню острой и хронической токсичности при внутрижелудочном поступлении в организм обладают потенциальной и высокой реальной опасностью – они оказывают замедленное общетоксическое действие со смертельным исходом в течение 45 сут интоксикации, проявляют выраженные кумулятивные свойства (Ккум < 1), при этом кумулятивный эффект возрастает при снижении величины ежедневно вводимой дозы. 
2. Диоксиновые ксенобиотики проявляют свойства регуляторов роста растений системного действия и обладают способностью к миграции по схеме моделей пищевых цепей – “почва – растение – животное”: накапливаясь в почве, распространяются по системе растений, делая их токсичными и опасными для млекопитающих.
3. Смешанные галогенсодержащие изостерные аналоги дибензо-n-диоксина с полностью замещенными латеральными положениями бензольных колец являются наиболее биологически активными. 
4. При острой интоксикации 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксином у животных происходит нарушение механизмов регуляции иммунного гомеостаза, приводящее к дозозависимому снижению основных показателей антиинфекционной неспецифической и интегральной иммунологической резистентности организма, редукции преимущественно Т-независимой гуморальной иммунной реакции и формирования гиперчувствительности замедленного типа, характеризующей функцию Th1-лимфоцитов в клеточном иммунном ответе.

5. Острое отравление 2,3,7,8-тетрахлордибензо-n-диоксином сопровождается снижением активности каталазы и пероксидазы, а также повышением концентрации малонового диальдегида в сыворотке крови опытных животных, что свидетельствует о нарушении процесса свободнорадикального перекисного окисления липидов. При остром отравлении диоксином происходят количественные изменения показателей белкового и жирового обмена – уменьшение содержания общего белка, альбуминов и (-глобулинов и изменение концентрации общих липидов и липопротеидов в сыворотке крови в разные периоды интоксикации.
ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

1. При острых и хронических отравлениях полигалогенированными дибензо-n-диоксинами необходимо применение средств профилактики и лечения возможных инфекционных осложнений, использование иммуностимуляторов, так как при этом существенно снижается антиинфекционная неспецифическая и иммунологическая резистентность организма, гуморальное и клеточное звено системы иммунитета.

2. Экспериментальное исследование токсических свойств полигалогенированных дибензо-n-диоксинов с целью гигиенического регламентирования должно проводиться при внутрижелудочном поступлении вещества в организм с обязательным определением коэффициентов видовой чувствительности и кумуляции, которые играют важную роль в установлении величины гигиенического норматива и «коэффициента запаса» при обосновании ПДК.
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