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In this paper, the genotoxicity of (1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluoro-benzoyl)
urea) is investigated by a micronuclear test on Danio rerio, as a  standard 
test object, at concentrations of 0.5, 1 and 2 mg/l. As a result of the work, 
a  significant increase in the frequency of occurrence of micronuclei (0.73%) 
was found, while other nuclear anomalies in the maximum concentrations 
of erythrocytes were also significant. It was found that the frequency 
of micronuclei in concentrations of 0.5 and 1 mg/l on the fifth day of the 
experiment was the maximum, while at the maximum concentration (2 mg/l) 
the level of micronuclei was lower, which is probably due to toxic effects. 
An  increase in the level of micronuclei may be associated with the genotoxic 
effect of DFB decay products. The genotoxicity results obtained using the 
micronucleus test method were contradictory. For this reason, it is necessary 
to conduct additional studies using the comet method or experiments on cell 
cultures.
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ВВЕДЕНИЕ 
Дифлубензурон (1-(4-chlo-

rophenyl)-3-(2,6-difluoro-benzoyl)
urea) является широко распро-
страненным пестицидом, ис-
пользуемым для борьбы с вре-
дителями сельскохозяйственных 
культур [2], в частности, для 
контроля популяции A. aegypti 
[3]. Низкая селективность его 
действия позволяет добиться ги-

бели широкого спектра насеко-
мых-вредителей. В аквакульту-
ре дифлубензурон (DFB) (CAS 
№  35367-38-5) широко исполь-
зуется как средство для борьбы 
с эктопаразитами [3].

Механизм действия на насе-
комых связан с ингибировани-
ем синтеза хитина и считается 
нетоксичным для позвоночных 
животных [4]. Данные свойства 
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В данной работе исследуется генотоксичность 
(1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluoro-benzoyl)urea) 
методом микроядерного теста на Danio rerio, как 
стандартном тест-объекте, при концентрациях 0,5; 
1 и 2 мг/л. В результате работы было установлено 
достоверное увеличение частоты встречаемости 
микроядер (0,73%), при этом другие ядерные ано-
малии, в максимальных концентрациях эритро-
цитов, также носили достоверный характер. Было 
выявлено, что частота микроядер в концентрациях 
вещества 0,5 и 1 мг/л на пятые сутки опыта была 
максимальной, при этом в максимальной концен-
трации (2 мг/л) уровень микроядер был ниже, что, 
вероятно, связанно с токсическим действием. По-
вышение уровня микроядер, возможно, связано 
с генотоксическим действием продуктов распада 
DFB. Полученные результаты генотоксичности, по-
лученные с использованием метода микроядерно-
го теста, имели противоречивый характер. По этой 
причине необходимо проведение дополнительных 
исследований с использованием метода комет или 
опытов на клеточных культурах. 

препарата способствуют его широкому примене-
нию и, со стоком поверхностных вод, дифлубен-
зурон может попадать в воды естественных водо-
емов [5]. Период деструкции в почве составляет 
около 3 дней. В то же время, в водной среде при 
рН 2-8 и температуре выше 30ºС DFB сохраняется 
на более длительный срок [6]. Данное вещество 
является высокотоксичным для ракообразных 
и  личинок насекомых [5]. 

Рыбы, находящиеся на вершине трофической 
цепи, скорее всего, слабо чувствительны к дей-
ствию низких концентраций данного препарата, 
что отмечено в ряде работ [7; 15]. При этом боль-
шинство исследователей указывает на отсутствие 
мутагенных и тератогенных свойств для позво-
ночных животных [8; 28]. Можно предположить, 
что, при условии накопления в водной среде есте-
ственных водоемов, DFB и продукты его распада 
могут обладать генотоксическим действием [9].

Danio rerio является стандартным объектом 
для проведения токсикологических исследова-
ний, фармакологических препаратов и других за-
грязнителей природной среды [13]. D. rerio также 
широко применяется при оценке генотоксично-

сти различных химических соединений в лабора-
торных условиях.

Образование микроядер в эритроцитах крови 
позвоночных животных связано с нарушениями 
митоза эритроцитов в процессе эритропоэза [10]. 
В отличие от млекопитающих, эритроциты рыб со-
держат дифференцированное ядро, и нарушение 
его морфологии и появление микроядер хорошо 
различимо при изучении препаратов крови мето-
дами микроскопии. Даже при отсутствии токсиче-
ского воздействия наблюдается определенный про-
цент спонтанного образования микроядер и других 
ядерных аномалий в эритроцитах [11]. При токси-

ческом воздействии процент нарушений генетиче-
ского аппарата эритроцитов многократно возрас-
тает в период от нескольких суток до двух недель, 
в  зависимости от вида рыб и  их физиологического 
состояния [12]. Однако мутагенное воздействие 
токсикантов может привести к снижению количе-
ства митозов при эритропоэзе, и частота встречае-
мости микроядер в  эритроцитах снизится.

Таким образом, в данной работе рассмотрено 
действие дифлубензурона на частоту встречае-
мости микроядер в эритроцитах периферической 
крови Danio rerio. Статистически достоверное уве-
личение нарушений ядерного аппарата эритро-
цитов, проведенное по стандартным методикам 
[11], показывает наличие достоверной разницы 
между контролем и опытом, что позволяет пред-
положить наличие генотоксического эффекта. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объект исследования

В эксперименте использовались Danio rerio воз-
растом 3 месяца, которые содержались в аквариу-
мах объёмом 50 л при температуре 20-24ºС и рН 
7,2-7,4 с соблюдением естественных условий осве-
щенности, по 20 особей одного пола в каждом. 

Эксперимент проводился в трехкратной по-
вторности (n = 3) в течение 5 дней (120 ч), так 
как за это время большинство эритроцитов, со-
зревающих в органах кроветворения (селезёнка, 
головная почка), выбрасыватся в кровяное русло. 

Для кормления рыб использовали коммер-
ческий гранулированный корм (Coppens vital 
0,5-0,8 мм), кормление осуществлялось два раза 
в   сутки, согласно стандартным протоколам со-
держания [14].

Исследуемое вещество
DFB был получен из коммерческого инсекти-

цидного препарата с содержанием действующего 

Рисунок 1. Частота встречаемости 
микроядер на протяжении 5 дней опыта. 
Значения достоверности от контроля 
получены с помощью двунаправленного 
теста ANOVA с пост-хок тестом Тьюки:  
* - P <0,05; ** - P < 0,001
Figure 1. Frequency of occurrence of micronuclei during 
5 days of the experiment. The confidence values from the 
control were obtained using a bidirectional ANOVA test 
with a post-hoc Tukey test: * - P <0.05; ** - P < 0.001
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  вещества 240 г/л. Маточные растворы вещества 
получали путем растворения в дистиллированной 
воде и последовательных разбавлений в отстой-
ной водопроводной воде для получения необходи-
мых концентраций вещества. 

Дизайн эксперимента
Для опыта отбирались особи без видимых по-

вреждений размером 3±0,32 см и возрастом 
3 месяца. Исследуемое вещество добавляли в сле-
дующих концентрациях: 0,5; 1, и 2 мг/л. Концен-
трации были определены исходя из других работ, 
которые проводились на других видах рыб и ока-
зывали воздействие [15; 29]. Контроль количе-
ства микроядер проводился каждые 24 часа. Кон-
трольные рыбы содержались при тех же условиях 
в чистой отстойной воде. 

Микроядерный тест 
У особей из каждой исследуемой группы от-

биралась кровь, путем отрезания хвостового 
плавника после анестезии в растворе MS-222 
(10  мг/л). Каплю крови наносили на предметное 
стекло и просушивали на воздухе в течение 5 ми-
нут. Фиксация препарата проводилась в эфирно-
спиртовой смеси, в соотношении 1:1. Далее пре-
парат окрашивали по Романовскому-Гимзе, со-
гласно стандартной методике [11]. 

После изготовления, препараты просматрива-
лись под световым микроскопом Olympus BX53 
(«Olympus Corporation», Япония) с окулярной 
приставкой Carl Zeiss ERc 5s («Zeiss», Германия) 
и с помощью программного обеспечения ZEN lite 
(«Zeiss», Германия).

Частота встречаемости микроядер и ядерных 
аномалий в эритроцитах данио определялась со-
гласно методике [16]. Учитывались следующие 
аномалии ядер: notched nuclei (деформированное 
ядро [NN]), lobbed nuclei (разрезанное ядро [LN]) 
и blebed nuclei (прикрепленное ядро [BN]). Под-
счет осуществлялся при помощи программного 
обеспечения ImageJ (National Institutes of Health, 
USA). На препаратах крови из каждой исследу-
емой группы просматривалось по 2000 клеток 
и  подсчитывался процент клеток с микроядрами. 
Микроядерный тест производился согласно мето-
дике [14].

Статистическая обработка
Определение нормальности распределения 

численных данных осуществлялось при помощи 
критерия Шапиро-Уилка. Сравнение численных 
данных между разными группами производилось 
с использованием двунаправленного теста ANOVA 
с пост-хок тестом Тьюки. Уровень достоверности 
был выбран P≤ 0,05, и результаты представлены в 
виде среднее ± SD (standard deviation).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В результате проведения микроядерного теста 

было установлено, что в низких концентрациях 
и в контроле в первые сутки опыта количество 
микроядер статистически не отличалось и нахо-
дилось на уровне от 0,16 до 0,25%, что является 

нормальным уровнем частоты встречаемости ми-
кроядер в эритроцитах D. rerio [17]. 

При экспозиции 48 часов количество микро-
ядер статистически не изменялось во всех иссле-
дуемых концентрациях. Это указывает на отсут-
ствие острого генотоксического эффекта. Через 
72 ч отмечается некоторое снижение частоты 
встречаемости микроядер в периферической кро-
ви в концентрациях 0,5 и 1 мг/л до 0,17 и 0,19%, 
соответственно. 

На 4 день отмечалось достоверное (p ≤ 0,05) 
проявление генотоксического эффекта в концен-
трациях 0,5 и 1 мг/л. Число микроядер повыша-
лось до 0,72% от общего числа эритроцитов, что 
может считаться генотоксическим действием ис-
следуемого вещества. Микроядра, при действии 
различных концентраций DFB, представлены на 
рисунке 2.

Оценка других аномалий ядра эритроцитов 
Danio rerio показала достоверное увеличение 
нарушений морфологии ядер. Так, достовер-
ное увеличение (p <0,05) notched nuclei (NN) 
и  lobbed nuclei (LN) отмечалось в концентрациях 
1 и  2  мг/л (рис. 3). Значительный рост данных 
аномалий происходит уже через 24 ч после начала 
эксперимента. Blebed nuclei не показывает четкой 
зависимости от концентраций исследуемого ве-
щества, только на 4 сут опыта, при концентраци-
ях 1 и 2 мг/л, частота встречаемости достоверно 
отличалась от контроля (p <0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ
Ряд авторов указывает на отсутствие геноток-

сичности у DFB, особенно на высших позвоноч-
ных животных [8; 29]. Работы, проведенные на 
рыбах, показывают незначительную возможность 
возникновения генетических аномалий, которые 
связывают не столько с исходным веществом, 
сколько с продуктами его разложения [18; 3]. 

Рисунок 2. Микрофотографии 
эритроцитов подопытных рыб в различных 
опытных концентрациях: (a) – 0,5 мг/л;  
(b) – 1 мг/л; (c) – 1 мг/л; (d) –  контроль;  
(e) – 2 мг/л; (f) – 2 мг/л;  
Шкала масштаба 10 мкм
Figure 2. Micrographs of erythrocytes of experimental fish 
in various experimental concentrations: (a) - 0.5 mg/l;  
(b) - 1 mg/l; (c) - 1 mg/l; (d) – control; (e) - 2 mg/l;  
(f) – 2 mg/l; Scale scale 10 microns
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В  части работ по исследованию генотоксических 
свойств пестицидов исследователи ограничива-
ют срок воздействия тремя сутками [19; 29; 15], 
объективно считая, что за это время произойдут 
изменения в ядерном аппарате эритроцитов, по-
ступивших в кровоток. 

В данной работе был увеличен срок экспози-
ции по двум причинам: пятидневная экспозиция 
позволяет выявить динамику возникновения 
ядерных аномалий, с учетом скорости эритропо-
эза D. rerio [17]; появляется возможность оценить 
генотоксичность продуктов разложения DFB [20].

Частота встречаемости MN в течение экспери-
мента носила не линейный характер, связанный, 
по мнению авторов, с активностью эритропоэза. 
Полученные данные позволяют предположить, 
что оценку генотоксичности таких веществ, как 
DFB, обладающих неявным действием на гене-
тический аппарат, необходимо проводить при 
более длительной экспозиции с поддержанием 
постоянной концентрации вещества в водной 
среде. При этом стоит уделять особое внимание 
факторам, влияющим на интенсивность эритро-
поэза, условиям содержания рыб [21]. В стан-
дартных лабораторных условиях образование 
клеток с MN в периферической крови занимает 
около суток [22], после чего их количество воз-
растает, если концентрация токсиканта в воде не 
изменяется. Максимальный уровень MN в дан-
ной работе в периферической крови составлял 
0,73% (на 5 сут), при этом границы нормальных 
значений, по данным разных авторов, находятся 
в пределах до 0,5% [17; 23]. Следует отметить, 
что при применении других пестицидов уровень 
MN в эритроцитах периферической крови рыб 
может достигать 0,8-0,9% [24]. 

Другие ядерные аномалии проявлялись уже 
на первые сутки опыта, но их количество было 
значительно ниже количества MN. Возможно, 
изменение морфологии ядра происходит на бо-
лее поздних стадиях дифференцировки эритро-
цитов и требует меньшего количества времени 
для проявления видимых нарушений. Несмотря 
на достоверное отличие полученных значений 
ядерных аномалий от контроля, невозможно 
утверждать о наличии выраженного геноцито-
токсического эффекта от DFB. Некоторые токси-
канты могут вызывать увеличение количества 
ядерных аномалий, не сопровождающееся об-
разованием MN [25; 26]. 

В работах других авторов частота встре-
чаемости ядерных аномалий варьировалась 
в  широких пределах, в зависимости от исполь-
зуемого вещества, времени экспозиции и вида 
рыб [10; 11; 12; 16; 21]. Это позволяет предпо-
ложить, что, несмотря на универсальность дан-
ного метода, диапазон его применения огра-
ничен низкими концентрациями полплатана. 
Высокие концентрации, которые проявляют 
видимый токсический эффект, снижающие ми-
тотическую активность, не могут оцениваться 
с   помощью данного метода. При необходимо-
сти всестороннего изучения генотоксичности 
необходимо, помимо микроядерного теста, ис-
пользовать другие стандартные способы оцен-
ки, в  частности, метод комет. 

ВЫВОДЫ
В результате проведенных исследований, при 

использовании микроядерного теста на перифе-
рической крови Danio rerio, впервые было уста-
новлено достоверно наличие геноксического эф-
фекта DFB.

На 1-4 сут опыта не отмечалось достоверного 
увеличения количества микроядер и других ядер-
ных аномалий во всех исследуемых концентраци-

Рисунок 3. Частота встречаемости 
аномалий ядра эритроцитов: (a) - 
Notched nuclei, достоверно отличаются 
концентрации 1 и 2 мг/л; (b) – NN в группе 
1 мг/л; (c) - lobbed nuclei, достоверно 
отличаются все опытные группы; 
(d) – LN в группе 0.1 мг/л; (e) - blebed 
nuclei; (f) – BN в группе 2 мг/л; NN - 
notched nuclei; LN - lobbed nuclei; BN – 
blebed nuclei; Значения достоверности 
от контроля получены с помощью 
двунаправленного теста ANOVA с пост-
хок тестом Тьюки: * - P <0,05; ** - P < 0,001
Figure 3. Frequency of occurrence of erythrocyte nucleus 
anomalies: (a) - Notched nuclei, concentrations of 1 and 
2 mg/l significantly differ; (b) – NN in the 1 mg/L group; 
(c) - lobbed nuclei, all experimental groups significantly 
differ;(d) – LN in the 0.1 mg/l group; (e) - blebed nuclei;  
(f) – BN in the 2 mg/L group; NN - notched nuclei; LN - 
lobbed nuclei; BN – blebed nuclei; Confidence values from 
the control were obtained using a bidirectional ANOVA test 
with a post-hoc Tukey test: * - P <0.05; ** - P < 0.001
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ях. Достоверный генотоксический эффект наблю-
дался при концентрациях 0,5 и 1 мг/л на 5 сут экс-
позиции, частота встречаемости микроядер при 
этом составляла 0,73%. Среди ядерных аномалий 
наиболее часто встречались клетки с деформиро-
ванным ядром.

Отсутствие увеличения встречаемости ядер-
ных аномалий на 1-4 сут опыта вероятнее вызва-
но токсическим воздействием, не затрагивающим 
генетический аппарат.

Полученные результаты не дают однозначного 
ответа о безопасности дифлубензурона в исследу-
емых концентрациях и требуют дополнительных 
исследований на других тест-объектах, а также 
использования других методов оценки геноток-
сичности.
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