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ВЕСТНИК ВИТЕБСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО МЕДИЦИНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА, 2017, ТОМ 16, №6ГИГИЕНА DOI: https://doi.org/10.22263/2312-4156.2017.6.79ОСОБЕННОСТИ  КУМУЛЯТИВНЫХ  СВОЙСТВ  ПЛАСТИФИКАТОРА  ДЛЯ  ПОЛИМЕРОВ  ДИИЗОНОНИЛФТАЛАТА  В  ЭКСПЕРИМЕНТЕ НА  БЕЛЫХ  КРЫСАХГРЫНЧАК В.А., СЫЧИК С.И., ВЛАСЕНКО Е.К., ИЛЬЮКОВА И.И.Научно-практический центр гигиены, г. Минск, Республика БеларусьВестник ВГМУ. – 2017. – Том 16, №6. – С. 79-84.THE CUMULATIVE PROPERTIES PECULIARITIES OF THE PLASTICIZER FOR POLYMERS OF DIISONONYL PHTHALATE IN AN EXPERIMENT ON WHITE RATSGRYNCHAK V.A. , SYCHIK S.I., VLASENKO E.K., IL’YUKOVA I.I.Scientifi c-Practical Centre of Hygiene, Minsk, Republic of BelarusVestnik VGMU. 2017;16(6):79-84.Резюме.В субхроническом эксперименте изучены токсические свойства нового пластификатора для полимеров диизоно-нилфталата при пероральном введении самцам белых крыс доз 100, 1000 и 10000 мг/кг. На протяжении 2-месяч-ного эксперимента гибель животных и внешние проявления интоксикации отсутствовали, прирост массы тела не отличался от контроля. Функционально кумулятивные свойства изучаемого фталата проявляются наруше-нием функционирования нервной системы, зарегистрированным по снижению двигательной активности крыс в установке «открытое поле». О нарушении структуры печени, почек и селезенки свидетельствует увеличение их относительных коэффициентов массы. Воздействие диизононилфталата характеризуется нарушением функ-ционирования печени, в частности обмена нуклеиновых кислот, на что указывает повышение уровней гамма-глутамилтранспептидазы и мочевой кислоты в сыворотке крови крыс. Повышение активности сывороточной α-амилазы указывает на вовлечение в патологический процесс поджелудочной железы. Изучение содержания микроэлементов сыворотки крови обнаружило наличие сдвигов минерального обмена фосфора, кальция и же-леза, существенное понижение последнего, вероятно, являлось причиной снижения ряда показателей красного кровяного ростка. Среди гематологических показателей также отмечается увеличение общего количества тром-боцитов и среднего объема тромбоцита при отсутствии изменений со стороны лейкоцитарной формулы. Состо-яние мочевыделительной системы подопытных крыс в целом характеризуется снижением уровней метаболитов на фоне увеличения суточного диуреза и клиренса мочевины. Со стороны показателей генеративной функции самцов крыс при воздействии фталата в изученном диапазоне доз изменений не выявлено.Ключевые слова: диизононилфталат, субхроническая токсичность, лабораторные животные, нервная систе-ма, биохимические показатели, гонады самцов. Abstract.In the subchronic experiment toxic properties of a new plasticizer for polymers of diisononyl phthalate were studied on oral administration of 100, 1000 and 10,000 mg/kg doses to male white rats. During the two-month experiment, the death of animals and external manifestations of intoxication were absent, the increase in their body weight did not differ from that of the control. Functionally, the cumulative properties of the phthalate under study were manifested by the disturbance in the functioning of the nervous system, registered by the decreased motor activity of rats in the «open field» installation. The disturbance of the structure of the liver, kidneys and the spleen manifested itself in an increase of their relative mass coefficients. The effect of diisononyl phthalate was characterized by the damage of the liver functioning, in particular the nucleic acids exchange, as indicated by the increased levels of gamma-glutamyltranspeptidase and uric acid in the blood serum of rats. The increased activity of serum α-amylase indicated the involvement of the pancreas in the pathological process. The study of the microelements content of the blood serum revealed the presence of shifts in the 
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2017, VOL. 16, N6mineral metabolism of phosphorus, calcium and iron, a significant decrease of the latter, was probably the reason for the reduction in a number of indicators of the red blood sprout. Among hematologic indices, an increase in the total number of platelets and the average platelet volume was also noted in the absence of changes in the leukocyte formula. The state of the urinary system of experimental rats was characterized on the whole by decreased levels of metabolites against the background of an increase in daily diuresis and urea clearance. On the part of the indicators of the generative function of male rats with exposure to phthalate in the studied doses range no changes were revealed.Key words: diisononyl phthalate, subchronic toxicity, laboratory animals, nervous system, biochemical parameters, male gonads.Для придания полимерной продукции не-обходимых мягких и гибких свойств производи-телями широко используются пластификаторы на основе сложных эфиров фталевой кислоты − фталаты. Наиболее перспективным пластифи-катором признано новое соединение – диизоно-нилфталат (ДИНФ), химические свойства кото-рого позволяют отказаться от применяемых ранее пластификаторов (например, дибутилфталата и диоктилфталата). Известно, что фталаты оказы-вают негативное воздействие на эндокринную и нервную системы, обладают способностью ин-дуцировать ряд отдаленных эффектов, включая репродуктивные и канцерогенные. Соединения с такими свойствами присутствуют в составе упа-ковки для пищевых продуктов, в бытовой техни-ке, изделиях медицинского назначения, игруш-ках для детей и т.д. К продукции, содержащей ДИНФ, отсутствуют требования гигиенической безопасности, что не дает оснований считать ее безопасной для потребителя [1, 2]. В связи с этим необходимо осуществление токсикологической оценки для целей гигиенического регламентиро-вания ДИНФ. Необходимым этапом таких иссле-дований является субхронический эксперимент на теплокровных животных, который, наряду с иными показателями токсикометрии, дает пред-ставление о кумулятивных свойствах и степени потенциальной опасности изучаемого вещества для организма. Целью данного исследования является из-учение токсических свойств ДИНФ в субхро-ническом эксперименте при внутрижелудочном введении белым крысам. Материал и методыТоксические свойства в субхроническом эксперименте изучали при внутрижелудочном введении фиксированных доз ДИНФ самцам бе-лых крыс (180-200 г) по методу Ю.С.Кагана и 
В.В.Станкевича [3] в течение 2 месяцев в режи-ме 5 дней в неделю. Животные разделены на 4 группы по 10 особей в каждой: I-контрольную и II, III, IV-опытные, подвергавшиеся воздействию 100, 1000 и 10000 мг/кг ДИНФ, соответственно. Препарат в нативном виде вводили в желудок подопытных животных с помощью иглы-зонда. Контрольной группе вводили дистиллирован-ную воду в объеме 0,2 мл/10 г веса животного. В ходе эксперимента регистрировали изменения массы тела животных, а также сроки их гибели. По окончании эксперимента у крыс изучали ряд показателей ориентировочно-исследовательской активности в установке «Открытое поле» (ООО «НПК Открытая Наука», Россия) и определяли величину суммационно-порогового показателя (СПП) по факту отдергивания задней лапы от подведенного электрода при равномерном увели-чении подаваемого электрического импульса по методу С. В. Сперанского [4]. После одномомент-ной декапитации крыс при аутопсии определены относительные коэффициенты массы (ОКМ) вну-тренних органов – печени, сердца, легких, почек, желудка, селезенки, надпочечников, семенников, придатков, щитовидной и поджелудочной желез. Для характеристики функционального состоя-ния организма подопытных животных изучали морфофункциональный состав периферической крови (гематологический анализатор Mythic18, Швейцария), также определяли биохимические показатели сыворотки крови и мочи (автомати-ческий биохимический анализатор Accent 200, Польша). Морфофункциональное состояние го-над самцов подопытных крыс изучали по пока-зателям подвижности сперматозоидов с учетом количества подвижных и неподвижных сперма-тозоидов (спермоанализатор БИОЛА АФС-500-2, Россия) и ряд морфометрических показателей, включая ОКМ семенников и придатков. Результаты исследований обрабатывали общепринятыми методами вариационной ста-
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ВЕСТНИК ВИТЕБСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО МЕДИЦИНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА, 2017, ТОМ 16, №6тистики. При оценке различий между группа-ми использовали параметрический t-критерий Стьюдента с учетом поправки Бонферрони или непараметрический U-критерий Манна-Уитни. Количественные параметры представлены в виде среднего значения (М) и 95% доверительного интервала (95%ДИ) либо в виде медианы (Ме) и интерквартильного размаха [25%;75%]. Крити-ческим уровнем значимости при проверке стати-стических гипотез был принят р<0,05.Обращение с животными при подготовке и проведении экспериментов осуществляли в соот-ветствии с основными этическими принципами надлежащей лабораторной практики [5].Результаты и обсуждениеНа протяжении субхронического опыта при внутрижелудочном введении ДИНФ у белых крыс не наблюдали внешних проявлений инток-сикации, также подопытные животные не отли-чались от контрольных по приросту массы тела, среднегрупповые значения которого колебались в пределах 54-69 г. Отсутствие гибели животных в опытных группах не позволило рассчитать ко-эффициент кумуляции (отсутствие материальной кумуляции). По окончании субхронической затрав-ки ДИНФ в дозах 100 и 1000 мг/кг со стороны нервной системы крыс отмечено достоверное увеличение показателя «проход по секторам» в 1,8 и 2,0 раза, соответственно, при этом макси-мальная испытанная доза 10000 мг/кг приводила к обратному эффекту – снижению двигательной активности в 2,9 раза. Величины остальных учи-тываемых показателей поведения – «норковый рефлекс», «вертикальная стойка», «груминг» и СПП не отличались от контрольных значений (табл. 1). 
Наиболее выраженные изменения внутрен-них органов белых крыс при воздействии ДИНФ зарегистрированы в дозе 10000 мг/кг, при кото-рой установлено увеличение ОКМ печени в 1,6 раза, почек – в 1,2 раза, селезенки – в 1,4 раза по отношению к контролю (р<0,05). При снижении вводимой дозы изучаемого соединения до 1000 мг/кг обнаружено увеличение ОКМ печени в 1,2 раза (р<0,05), а уровень воздействия 100 мг/кг не вызывал сдвигов указанного коэффициента. Изучение морфофункциональных показа-телей периферической крови белых крыс, под-вергнутых субхроническому воздействию ДИНФ в дозе 10000 мг/кг, показало достоверное сниже-ние общего количества эритроцитов, концентра-ции гемоглобина, гематокрита, среднего объема эритроцита, среднего содержания и концентра-ции гемоглобина в эритроците, увеличение об-щего количества тромбоцитов и среднего объема тромбоцита. При снижении дозы соединения до 1000 мг/кг наблюдали снижение среднего объ-ема эритроцитов, средних содержания и концен-трации гемоглобина в эритроците, увеличение среднего объема тромбоцита. Воздействие 100 мг/кг ДИНФ характеризуется лишь снижением средних содержания и концентрации гемоглоби-на в эритроците. Лейкоцитарные показатели у по-допытных крыс при воздействии ДИНФ соответ-ствовали таковым в контрольной группе (табл. 2). Следует также отметить, что указанные сдвиги показателей красного кровяного ростка и тромбоцитов не следует расценивать как кри-тические, поскольку их изменения даже при воз-действии соединения в массивных дозах не вы-ражены и вероятно являются вторичными. При изучении биохимических показателей сыворотки крови белых крыс вне зависимости от уровня воздействия ДИНФ установлено до-стоверное повышение активности гамма-глута-Таблица 1 – Показатели состояния нервной системы белых крыс, подвергнутых воздействию ДИНФ в субхроническом эксперименте, Ме [25%;75%] либо М (95%ДИ)Показатели, единицы измерения Группы сравнения, уровни воздействия ДИНФI-контрольная II-опытная,100 мг/кг III-опытная,1000 мг/кг IV-опытная,10000 мг/кгПроход по секторам, усл. ед. 13,0 [9,0;16,0] 23,5 [20,0;37,0]* 26,5 [21,0;37,0]* 4,5 [2,0;6,0]*Норковый рефлекс, усл. ед. 1,5 [1,0;3,0] 2,0 [1,0;3,0] 2,5 [2,0;4,0] 2,0 [0;3,0]Вертикальная стойка, усл. ед. 3,0 [3,0;7,0] 5,5 [3,0;7,0] 10,0 [2,0;14,0] 2,5 [1,0;3,0]Груминг, усл. ед. 0 [0;2,0] 2,0 [1,0;3,0] 2,5 [0;3,0] 0 [0;0]СПП, В 15,6 (12,5-18,6) 16,5 (13,1-19,9) 13,4 (10,8-15,9) 13,2 (9,8-16,5)Примечание: * – различия статистически достоверны, р<0,05.
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милтранспептидазы (ГГТ), уровней фосфора и мочевой кислоты. В дозах 1000 и 10000 мг/кг об-наружено уменьшение содержания кальция и же-леза, кроме того, уровень 10000 мг/кг приводил к увеличению активности α-амилазы и снижению аспартатаминотранферазы (табл. 3). Другие учи-тываемые показатели ‒ содержание липопротеи-дов высокой и низкой плотности, лактатдегидро-геназы, аланинаминотрансферазы, холестерина, альбумина, креатинина, триглицеридов, магния, мочевины, глюкозы, общего белка, билирубина, компонентов компонента С3 и С4, иммуноглобу-линов A, G и М оставались без изменений. Со стороны функциональных показателей состояния мочевыводящей системы на 60-е сутки эксперимента у животных всех опытных групп при введении ДИНФ отмечалось увеличение су-точного диуреза, снижение содержания фосфо-ра, креатинина, α-амилазы, мочевины и мочевой кислоты. Доза 10000 мг/кг изучаемого фталата вызывает снижение содержания общего белка и магния, увеличение клиренса мочевины. Так-

Таблица 2 – Морфофункциональные показатели крови белых крыс, подвергнутых воздействию ДИНФ в субхроническом эксперименте, М(95%ДИ)Показатели, единицы измерения Группы сравнения, уровни воздействия ДИНФI-контрольная II-опытная,100 мг/кг III-опытная,1000 мг/кг IV-опытная,10000 мг/кгЛейкоциты, ×109 кл/л 17,0 (15,1-18,9) 19,3 (15,1-23,6) 19,2 (16,0-22,4) 17,2 (14,8-19,5)Лимфоциты, ×109 кл/л 12,0 (10,4-13,6) 14,4 (9,9-18,9) 11,7 (10,0-13,4) 11,9 (9,6-14,1)Моноциты, ×109 кл/л 0,7 (0,6-0,8) 0,9 (0,7-1,2) 0,9 (0,7-1,1) 0,8 (0,6-0,9)Гранулоциты, ×109 кл/л 4,7 (3,8-5,6) 5,2 (3,0-7,4) 5,8 (4,3-7,3) 5,3 (4,3-6,2)Эритроциты, ×1012 кл/л 7,56 (7,31-7,81) 7,58 (7,1-8,06) 7,9 (7,51-8,29) 6,7 (6,37-7,03)*Концентрация гемоглобина, г/л 150 (146-155) 142 (131-152) 147 (142-152) 136 (132-140)*Гематокрит, л/л 0,35 (0,33-0,36) 0,34 (0,32-0,37) 0,35 (0,33-0,36) 0,31 (0,3-0,32)*Средний объем эритроцита, фл 46,5 (44,9-48,1) 45,6 (44,9-46,3) 43,0 (42,2-43,7)* 41,9 (40,7-43,1)*Среднее содержание гемоглобина в эритроците, пг 19,9 (19,4-20,5) 18,6 (18,4-18,8)* 18,8 (18,4-19,2)* 18,6 (18,3-18,9)*Средняя концентрация гемоглобина в эритроците, г/л 431 (428-434) 419 (412-425)* 421 (419-422)* 416 (410-423)*Тромбоциты, ×109 кл/л 756 (688-824) 742 (626-859) 690 (641-738) 1010 (894-1126)*Средний объем тромбоцита, фл 5,96 (5,85-6,07) 5,96 (5,75-6,17) 6,32 (6,19-6,45)* 6,31 (6,15-6,47)*Примечание: * – различия статистически достоверны, р˂0,05.Таблица 3 – Биохимические показатели сыворотки крови белых крыс при внутрижелудочном введении ДИНФ в субхроническом эксперименте, М (95%ДИ)Показатели, единицы измерения Группы сравнения, уровни воздействия ДИНФI-контрольная II-опытная, 100 мг/кг III-опытная,1000 мг/кг IV-опытная,10000 мг/кгГГТ, мккат/л 0,14 (0,13-0,15) 0,17 (0,15-0,18)* 0,16 (0,15-0,18)* 0,17 (0,15-0,19)*Фосфор, мМоль/л 1,44 (1,19-1,68) 1,88 (1,72-2,04)* 1,86 (1,63-2,1)* 1,92 (1,69-2,15)*Мочевая кислота, мкМоль/л 71,5 (54,3-88,8) 103,9 (86,7-121,1)* 100,4 (88,4-112,4)* 105,8 (94,9-116,7)*Кальций, мМоль/л 2,45 (2,32-2,57) 2,23 (1,8-2,66) 1,79 (1,39-2,2)* 1,99 (1,88-2,11)*Железо, мкМоль/л 16,23 (9,7-22,76) 16,65 (13,38-19,92) 6,74 (5,23-8,25)* 5,46 (3,41-7,51)*α-амилаза, мккат/л 10,9 (10,2-11,7) 11,0 (8,5-13,5) 12,0 (10,0-13,9) 14,7 (12,7-16,6)*АСТ, мккат/л 5,05 (3,89-6,2) 4,98 (4,55-5,41) 4,64 (4,05-5,23) 3,38 (3,25-3,51)*Примечание: * – различия статистически достоверны, р˂0,05.
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ВЕСТНИК ВИТЕБСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО МЕДИЦИНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА, 2017, ТОМ 16, №6же следует отметить разнонаправленные сдвиги уровней содержания кальция ‒ при массивном воздействии 1000 мг/кг наблюдали уменьшение экскреции данного элемента, при воздействии в дозах 100 и 1000 мг/кг ДИНФ регистрировали повышенное его выведение из организма с мочой (табл. 4). При этом показатели pH, клиренс кре-атитина, содержание железа и альбумина в моче достоверно не изменялись. Изучение генеративной функции сам-цов при воздействии ДИНФ в дозах 100, 1000 и 10000 мг/кг не выявило нарушений по показате-лям ОКМ семенников и придатков, общей кон-центрации сперматозоидов (включая определе-ние подвижных и неподвижных сперматозоидов), средней скорости подвижных сперматозоидов. 
ЗаключениеКак показали результаты изучения субхро-нической токсичности, при интрагастральном поступлении в организм белых крыс в дозах 100, 1000 и 10000 мг/кг пластификатор для полимеров ДИНФ не оказывает кумулятивного действия на уровне летальных исходов в течение 2-месячного опыта. Функционально кумулятивные свойства изучаемого фталата проявляются нарушением функционирования нервной системы, зареги-стрированным по изменению двигательной ак-тивности подопытных животных. О нарушении структуры печени, почек и селезенки свидетель-ствует увеличение их относительных коэффи-циентов массы. Воздействие ДИНФ характери-

зуется нарушением функционирования печени, в частности обмена нуклеиновых кислот, на что указывает повышение уровней гамма-глутамил-транспептидазы и мочевой кислоты в сыворотке крови крыс. При этом повышение активности сывороточной α-амилазы и снижение аспартата-минотранферазы может указывать на вовлечение в патологический процесс поджелудочной желе-зы. Изучение содержания микроэлементов сы-воротки крови обнаружило наличие сдвигов ми-нерального обмена фосфора, кальция и железа, существенное понижение последнего, вероятно, оказало негативное влияние на показатели крас-ного кровяного ростка. Среди гематологических показателей также следует отметить повышение общего количества тромбоцитов и среднего объ-ема тромбоцита при отсутствии изменений со стороны лейкоцитарной формулы. Состояние мочевыделительной системы подопытных крыс, подвергшихся субхронической затравке ДИНФ, в целом характеризуется снижением уровней мета-болитов на фоне увеличения суточного диуреза и клиренса мочевины. Со стороны показателей генеративной функции самцов крыс при воздей-ствии фталата в изученном диапазоне доз изме-нений не выявлено.
Литература1. Грынчак, В. А. Актуальные проблемы безопасного об-ращения диизононил фталата / В. А. Грынчак, С. И. Сычик // Тр. Белорус. гос. ун-та. Физиол., биохим. и мо-лекуляр. основы функционирования биосистем. – 2016. – Т. 11, ч. 2. – С. 36–46.

Примечание: * – различия статистически достоверны, р˂0,05.Таблица 4 – Показатели функционального состояния мочевыделительной системы белых крыс при внутрижелудочном введении ДИНФ в субхроническом эксперименте, М (95%ДИ)Показатели, единицы измерения Группы сравнения, уровни воздействия ДИНФI-контрольная II-опытная,100 мг/кг III-опытная,1000 мг/кг IV-опытная, 10000 мг/кгДиурез, л-3/сутки 2,29 (1,81-2,79) 4,4 (3,73-5,07)* 6,16 (4,41-7,91)* 8,82 (7,04-10,6)*Кальций, мМоль/л 0,29 (0,19-0,4) 2,5 (1,23-3,78)* 1,52 (0,98-2,05)* 0,1 (0,08-0,13)*Фосфор, мМоль/л 43,92 (27,48-60,36) 4,81 (1,74-7,87)* 14,69 (6,46-22,91)* 18,91 (12,58-25,3)*Креатинин, мМоль/л 13,86 (11,6-16,11) 7,04 (5,44-8,65)* 7,3 (4,91-9,69)* 4,44 (3,85-5,02)*Мочевина, мМоль/л 566 (501-632) 381 (305-456)* 291 (193-389)* 274 (232-317)*α-амилаза, мккат/л 83,2 (64,5-101,9) 32,1 (25,1-39,1)* 31,1 (19,0-43,2)* 21,8 (16,5-27,1)*Клиренс мочевины, мл/мин 0,13 (0,1-0,16) 0,16 (0,11-0,2) 0,15 (0,1-0,19) 0,25 (0,16-0,34)*Мочевая кислота, мкМоль/л 3362(2867-3857) 1341(1110-1572)* 1430(976-1884)* 799 (564-1035)*Общий белок, г/л 15,5 (10,9-22,0) 11,6 (9,4-13,7) 14,7 (12,0-17,4) 8,8 (6,0-11,6)*Магний, мМоль/л 3,71 (2,96-4,45) 4,08 (1,79-6,37) 3,05 (1,83-4,26) 2,22 (1,93-2,51)*
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