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У роботі досліджено окремі фізіолого-біохімічні показники риб Danio rerio за умов їх токсичного 
ураження хлорпірифосом — однією з широковідомих фосфорорганічних сполук, яка є діючою речовиною 
багатьох пестицидів. 

Дослідження проведені на дорослих рибах Danio rerio з середньою масою 0,6 г по 10 особин у групі. 
Для визначення показників токсичності хлорпірифосу (ХПФ) експериментальні групи риб поміщали в аква-
ріуми об’ємом 5 л на 96 год з водою, до якої вносили ХПФ у діапазоні концентрацій 0,375–2 мг/л. Біохімічні 
дослідження проводили у плазмі крові, яку відбирали у риб за різних доз і тривалості дії ксенобіотика.

Визначено параметри гострої токсичності хлорпірифосу для риб Danio rerio при внесенні його 
в акваріумну воду. За тривалості експерименту 96 год максимальна концентрація хлорпірифосу, при 
якій не було загибелі риб Danio rerio, становила 0,375 мг/л, абсолютна смертельна концентрація — 
2 мг/л, напівлетальна концентрація (LС50) — 1,23 мг/л. 

Інтоксикація риб Danio rerio за обраних доз та тривалості дії хлорпірифосу супроводжується 
зниженням холінестеразної активності плазми крові. За дії хлорпірифосу в дозі 1 мг/л на 16,5 % (P<0,05) 
зростає кількість гемолізованих еритроцитів; це може свідчити про виникнення структурних пошко-
джень білково-ліпідного матриксу їх мембран. Водночас тривалість гемолізу еритроцитів риб дослідних 
груп, порівняно з контрольними, не зазнає вірогідних змін.

Отримані результати доводять ефективність застосування риб Danio rerio як біологічної моделі 
для токсикологічних досліджень фосфорорганічних сполук, зокрема хлорпірифосу.
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Physiological and biochemical parameters of Danio rerio fish with toxic injury by chlorpyrifos, one 
of the most well-known organophosphorus compounds, an active substance of many pesticides were studied.

The studies were conducted on adult Danio rerio fishes with an average weight of 0.6 g per 10 in-
dividuals per group. To determine the toxicity of chlorpyrifos, the experimental groups of fishes were placed 
in 5 l aquariums for 96 hours with water in which chlorpyrifos was added in the range of concentrations of 
0.375–2 mg/l. Biochemical studies were carried out in blood plasma, which was taken from fish at different 
concentrations and duration of exposure to the xenobiotic.

The parameters of the acute toxicity of chlorpyrifos for Danio rerio were determined. With experiment 
duration of 96 hours, the maximum concentration of chlorpyrifos, in which the death of D. rerio fish was not fixed, 
was 0.375 mg/l, the absolute lethal concentration was 2 mg/l, half-lethal concentration (LC50) was 1.23 mg/l.

Danio rerio intoxication by selected concentrations and duration of chlorpyrifos was accompanied 
by a decrease of cholinesterase activity in blood plasma; at the influence of chlorpyrifos at the concentration 
of 1 mg/l, an increase in the number of hemolysed erythrocytes was observed at 16.5 % (P<0.05), which may 
indicate a structural damage to the protein-lipid matrix of erythrocytes membranes, while the duration of he-
molysis of erythrocytes of experimental fish compared to control did not undergo significant changes.

* Публікація містить результати досліджень, проведених за грантом Президента України за конкурсним проектом № Ф78/197-2018.
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The obtained results prove the efficiency of the use of Danio rerio fish as a biological model for toxi-
cological studies of organophosphorus compounds, in particular chlorpyrifos.
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ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ РЫБ DANIO RERIO

В. В. Довганюк, В. П. Росаловский, Ю. Т. Салыга
DovhanyukV@inenbiol.com.ua

Институт биологии животных НААН,  
ул. В. Стуса, 38, г. Львов, 79034, Украина

В работе исследованы отдельные физиолого-биохимические показатели рыб Danio rerio в усло-
виях их токсического поражения хлорпирифосом — одним из широко известных фосфорорганических 
соединений, которое является действующим веществом многих пестицидов.

Исследования выполнены на взрослых рыбах Danio rerio со средней массой 0,6 г по 10 особей в груп-
пе. Для определения показателей токсичности хлорпирифоса рыб опытных групп помещали в аквариумы 
объемом 5 л на 96 ч с водой, в которую его вносили в диапазоне концентраций 0,375–2 мг/л. Биохимические 
исследования проводили в плазме крови, которую отбирали у рыб при различных концентрациях и дли-
тельности воздействия на них ксенобиотика.

Определены параметры острой токсичности хлорпирифоса для рыб Danio rerio при внесении 
его в аквариумную воду. При продолжительности эксперимента 96 ч максимальная концентрация хлор
пирифоса, при которой не отмечали гибели рыб D. rerio, составила 0,375 мг/л, абсолютная смертельная 
концентрация — 2 мг/л, полулетальная концентрация (LС50) — 1,23 мг/л. Интоксикация рыб Danio rerio 
за избранных доз и длительности действия хлорпирифоса сопровождается снижением холинэстеразной 
активности в плазме крови; при действии хлорпирифоса в дозе 1 мг/л на 16,5 % (P<0,05) возрастает 
количество гемолизированных эритроцитов, что может свидетельствовать о возникновении струк-
турных повреждений белково-липидного матрикса их мембран. Одновременно продолжительность 
гемолиза эритроцитов рыб опытных групп достоверно не изменяется в сравнении с контролем.

Полученные результаты доказывают эффективность применения рыб Danio rerio в качестве 
биологической модели для токсикологических исследований фосфорорганических соединений, в частности 
хлорпирифоса.

Ключевые слова: ХЛОРПИРИФОС, DANIO RERIO, ОТРАВЛЕНИЕ, ХОЛИНЭСТЕРАЗА, 
КРОВЬ

Хлорпірифос (ХПФ) — один із найпо-
пулярніших фосфорорганічних пестицидів, 
який широко використовують в агропромис-
ловому секторі багатьох країн, зокрема Укра-
їни [12, 14]. У зв’язку з цим існують значні 
ризики отруєнь та шкідливих впливів ХПФ 
на здоров’я населення, особливо дітей [3, 6]. 
Основним механізмом токсичної дії ХПФ, як 
і інших фосфорорганічних сполук (ФОС), є 
незворотне інгібування ацетилхолінестерази 
(АХЕ), що призводить до порушень у передачі 
нервових імпульсів. Проте, крім описано-
го, в організмі існує низка інших біологічних 
мішеней, які можуть зазнавати впливу ФОС. 
Тому виникає велика потреба глибшого дослі-

дження біохімічних особливостей токсичної 
та нейрофізіологічної дії ФОС; встановлення 
найнебезпечніших з них у контексті еколо-
гічних та медико-біологічних, навіть воєнних 
загроз (ФОС можуть бути використані як 
хімічна зброя); розроблення нових фізіолого- 
біохімічних та молекулярно-біологічних ме-
тодів вивчення впливу окремих ФОС на орга-
нізм людини і тварин. 

Дедалі частіше в багатьох галузях екс-
периментальної біології як біологічну модель 
успішно використовують риб виду Danio rerio. 
Відносно невисока, порівняно з експеримен-
тами на ссавцях, вартість робіт, можливість 
формування великої вибірки тварин дозволяє 
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використовувати їх як недорогу альтернативу 
тест-системам на гризунах [4, 9, 13, 15]. 

Метою роботи було апробувати цей 
вид риб як можливу біомодель, придатну для 
вивчення токсичних ефектів хлорпірифосу на 
окремі фізіолого-біохімічні параметри.

Матеріали і методи

Дослідження виконані в лабораторії 
обміну речовин імені С. Ґжицького Інституту 
біології тварин НААН на акваріумних рибах 
D. rerio. Усі маніпуляції проводили відповідно 
до Європейської конвенції «Про захист хребет-
них тварин, які використовуються для експери-
ментальних і наукових цілей» від 18.03.1986 р., 
Директиви ЄС № 609 від 24.11.1986 р. і «За-
гальних етичних принципів експериментів на 
тваринах», ухвалених Першим Національним 
конгресом з біоетики у Києві 2001 р. Дослід-
них риб D. rerio утримували у скляних аква-
ріумах об’ємом 20 л, обладнаних автоматизо-
ваними системами освітлення (люмінесцентні 
лампи, які працювали у автоматичному режимі 
перемикання 14 год. світло / 10 год. темрява), 
аерації, нагріву та фільтрування води. 

Для експериментальних акваріумів за-
стосовували водопровідну воду, яку з метою 
дехлорування попередньо витримували що-
найменше протягом двох діб. З метою зни-
ження рівня твердості води, яка обумовлю-
ється переважно кількістю розчиненого у ній 
карбонату кальцію (СаСО3), а також солей 
Магнію та низки інших металів, її змішували 
навпіл з дистильованою водою. Фізико-хіміч-
ні параметри акваріумної води підтримували 
у такому діапазоні значень: температура (t) 
+26…+28 °С, кислотність (pH) — 7. Значен-
ня pH води перевіряли щодня і підтримували 
на стабільному рівні, за необхідності додаючи 
у воду бікарбонат натрію. Варто наголосити, 
що важливість кислотності води в експери-
ментах з вивчення токсичності внесеного у неї 
ХПФ є критично важливою з огляду на те, що 
період напіврозпаду фосфорорганічних пес-
тицидів у водних розчинах суттєво залежить 
від рівня pH. За проведення усіх експериментів 
обов’язково здійснювали контроль акваріумної 
води на вміст у ній нітратів, концентрація яких 

не перевищувала 20 мг/л. Крім того, в межах 
одного експерименту домагалися, щоб між-
групові різниці у концентрації нітратів не від-
різнялися між собою більше, ніж на 3 мг/л. 
Аналіз вмісту нітратів проводили за допо-
могою «Нітратоміра лабораторного Н-401» 
(Україна) не рідше, ніж один раз на дві доби. 
Кожні 7–14 діб здійснювали заміну від 15 до 
20–25 % об’єму води в акваріумах.

Годівлю риб здійснювали двічі на добу 
в один і той самий час уніфікованим кормом, 
щоб уникнути можливих артефактів у дослі-
джуваних фізіолого-біохімічних показниках. 

Для дослідження параметрів гострої 
токсичності хлорпірифосу застосовували ме-
тод Кербера [8]. Для цього з риб D. rerio масою 
0,6 г ± 15 % формували дослідні і контроль-
ну групи, по 10 особин у кожній і поміщали 
їх в акваріуми об’ємом 5 л на 96 год з водою, 
в яку вносили ХПФ у діапазоні концентрацій 
0,375–2 мг/л. Обчислення LС50 здійснювали 
з використанням безпосередніх результатів 
експерименту за формулою:

LС50 = LС100 – (S(z×d)/m),

де LС100 — концентрація досліджуваної ре-
човини, яка викликала очікува-
ний ефект у всієї групи особин, 

d — інтервал між кожними двома су-
міжними концентраціями, 

z — середнє арифметичне з числа осо-
бин, у яких спостерігали очікувану 
реакцію під впливом кожних двох 
суміжних концентрацій, 

m — число особин у кожній групі, 
S — сума. 

В експерименті з вивчення гострої 
токсичності ХПФ за його короткотривалої дії 
(3 хв) ксенобіотик вносили в акваріумну воду 
у концентрації 5 мг/л.

Забір крові у риб D. rerio проводили, як 
описано у F. Babaei et al. [2]. Риб попередньо 
знерухомлювали, поміщаючи їх на 10–20 сек 
у холодну воду температурою +2…+5 °С. Після 
цього у риб гострим лезом відсікали хвостовий 
плавник, на рану наносили краплю гепарину, 
а рибу негайно переносили у перфоровану 
мікропробірку об’ємом 0,5 мл, яку поміщали 
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Рис. 1. Схематичне зображення основних етапів відбору крові у риб Danio rerio за  F. Babaei et al. [2]
Fig. 1. Schematic representation of the main stages of blood sampling in Danio rerio fish by F. Babaei et al. [2]

у мікропробірку об’ємом 1,5 мл, куди поперед-
ньо вносили 10 мкл гепарину. Мікропробірки 
центрифугували впродовж 5 хв при 40 g за 
температури +11 °С, що забезпечувало мак-
симальний відбір крові риби. Відібрану кров 
одразу центрифугували впродовж 15 хв при 
13700 g за температури +4 °С для відділення 
форменних елементів від плазми. Отриману 
плазму використовували для подальших біохі-
мічних досліджень. Схематично описані етапи 
відбору крові показані на рис. 1. 

Активність холінестерази (КФ 3.1.1.8) 
визначали за методом [7], який ґрунтується на 
тому, що під дією холінестерази (ХЕ) відбува-
ється гідроліз ацетилхолінхлориду з утворенням 
оцтової кислоти і холіну, що супроводжується 
утворенням забарвленого комплексу. Оптичну 
густину вимiрювали на спектрофотометрi при 
довжинi хвилi 540 нм проти дистильованої води.

Резистентність еритроцитів крові риб 
Danio rerio за дії ХПФ до кислотного гемолізу 
визначали методом побудови кривих гемолізу 
еритроцитів [10]. Метод базується на викорис-
танні прямої залежності між часом гемолізу 
еритроцитів та дією гемолітика, що викорис-
товується для їх гемолізу. Аналіз гемолітичних 
еритрограм проводили за такими параметра-
ми: час максимального гемолізу (хв); відсоток 
гемолізованих еритроцитів у момент макси-
мального гемолізу (% max); тривалість тоталь-
ного гемолізу (хв). Відмиті eритроцити розво-
дили 0,150 Мм NaCl у cпіввідношeнні 1:1000. 
Отриману суспензію розводили для досягнен-
ня суспензією eкcтинції в межах 0,700–750 при 
довжині xвилі 630 нм. У кювeту вноcили 2 мл 
cуcпeнзії eритроцитів і додавали аналогічний 

видалення хвостового плавника
excise tail

перфорована мікропробірка 
об’ємом 0,5 мл

perforated 0.5 ml tube
гепарин
heparin

мікропробірка 
об’ємом 1,5 мл

1.5 ml tube
кров

fish blood

плазма
plasma

формені елементи
blood cells

40g 13700g

об’єм гeмолізуючого розчину 0,004 Н HCl. 
З момeнту додавання гeмолітика чeрeз кожні 
30 cек фіксували зміни eкcтинції при довжині 
xвилі 630 нм. Моніторинг проводили до момен-
ту повного припинення змін значень eкcтинції. 
У контрольну кювeту поміщали 2 мл Н2О і до-
давали 2 мл 0,004 Н розчину HCl, приготова-
ного на 0,150 мМ NaCl. Розподіл eритроцитів 
за резистентністю у % зображували у вигляді 
eритрограми — кривої залeжноcті між процен-
том гемолізованих еритроцитів і чаcом гeмолізу.

Отримані результати статистично опра-
цьовували за допомогою комп’ютерного пакета 
програм OriginPro 8.5 (Microcal, США) з ви-
користанням t-критерію Стьюдента. Вірогідно 
різними вважали результати при P<0,05.

Результати й обговорення

Отримано такі результати визначення 
параметрів гострої токсичності ХПФ при вве-
денні його у воду (рис. 2): у перші 24 год про-
ведення досліду загибель риб фіксували при 

Рис. 2. Виживання риб Danio rerio за внесення 
у воду різних концентрацій хлорпірифосу (n=10)

Fig.  2. Survival of Danio rerio fish under the various 
concentrations of chlorpyrifos in water (n=10)
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Рис. 4. Усереднені еритрограми риб Danio rerio 
контрольної (К) та дослідної (Д) групи через 2 год 

після дії хлорпірифосу у концентрації 1 мг/л (M±m, n=10)
Fig.  4. Averaged erythrograms of Danio rerio fish in control 

(C) and experimental (D) groups 2 hours after effect of 
chlorpyrifos at the concentration of 1 mg/l (M±m, n=10)

Рис. 3. Холінестеразна активність плазми крові D. rerio 
за дії хлорпірифосу у різних концентраціях 5 мг/л 

упродовж 3 хв (К1 Д1); у концентрації 1 мг/л 
впродовж 1 год (К2 Д2); у концентрації 1 мг/л 

впродовж 24 год (К3 Д3) (M±m, n=10)
Fig.  3. Сholinesterase activity of blood plasma of D. rerio 
under the effect of chlorpyrifos at the concentration 5 mg/l 

during 3 min (K1 Д1); at the concentration 1 mg/l 
during 1 h (К2 Д2); at the concentration 1 mg/l  

during 24 h (К3 Д3) (M±m, n=10)

Примітка: у цьому та наступних графіках * — 
P<0,05; ** — P<0,01; *** — P<0,001 різниця вірогід-
на порівняно з контрольною групою.

Note: in this and next figures * — P<0.05; ** — 
P<0.01; *** — P<0.001 difference significant compared 
to control group.

вищих концентраціях токсиканта — 1,5–2 мг/л, 
тоді як нижчі концентрації (0,375–0,5 мг/л) до-
сліджуваного діапазону не спричиняли загибе-
лі риб. У наступні 72 год спостерігали загибель 
частини дослідних риб у концентраціях ХПФ 
від 0,75 до 1,25 мг/л. Максимальна концентра-
ція ХПФ, за якої не було загибелі риб D. rerio, 
становила 0,375 мг/л. За введення досліджува-

ного пестициду у концентрації 0,5 мг/л було 
відмічено один випадок загибелі дослідних 
риб із 10. Абсолютна смертельна концентрація 
хлорпірифосу для риб Danio rerio становила 
2 мг/л, а напівлетальна доза — 1,23 мг/л. 

Оскільки загальноприйнятим інди-
каторним показником ступеня інтоксикації 
ФОС і, зокрема ХПФ, є холінестеразна ензи-
матична активність, було проведено визна-
чення її активності у плазмі крові риб за різ-
них доз і тривалості дії ХПФ. Встановлено, 
що найсуттєвіше (на 51,6 %) холінестеразна 
активність знижувалась через 3 хв після за-
стосування ХПФ у дозі 5мг/л, натомість при 
застосуванні ХПФ у дозі 1 мг/кг ензиматич-
на активність ХЕ знижувалась на 36,2 % та 
35,3 % на 1- та 24-ту год експерименту від-
повідно порівняно з контролем (рис. 3).

Варто зазначити, що взаємодія між 
ХПФ і активним центром ХЕ відбувається за 
типом конкурентного інгібування та призво-
дить до незворотної втрати активності ензиму. 
Відновлення активності ХЕ можливе лише за 
синтезу ензиму de novo. У токсикологічному 
аспекті для прояву дії ХПФ на організм важ-
ливе значення мають екзогенні групи атома 
Хлору цієї сполуки, які забезпечують високу 
розчинність ХПФ у ліпідах та збільшують 
час його напіврозпаду в організмі. Завдяки 
особливостям хімічної будови ХПФ впливає 
на поступове та тривале зниження активності 
ХЕ порівняно з іншими інсектицидами фосфор
органічної природи [3]. 

Зважаючи на функціональне значення 
еритроцитів у системі крові, сталість фізико-
хімічних характеристик їх мембран, реакції ор-
ганів і тканин за дії ендогенних та екзогенних 
чинників можуть викликати зміни динаміки 
метаболічних процесів у цих клітинних струк-
турах. У механізмах pH-індукованого гемолізу 
першими зазнають пошкоджень саме мемб-
рани еритроцитів. Тому час, впродовж якого 
мембрана забезпечує опірність до стресу, може 
бути використаний як критерій оцінки її фізико- 
хімічного стану. Зниження осмотичної резис-
тентності еритроцитів відбувається внаслідок 
структурних змін еритроцитів, що призводять 
до виникнення захворювання, ускладнень 
і структурних порушень. На резистентність 
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еритроцитів впливають процеси фізіологічного 
старіння, стрес, склад кормів, pH середовища, 
температура, токсиканти та інші чинники [1, 5]. 

Одним із факторів, який забезпечує 
підтримку гомеостазу в організмі та визначає 
стійкість еритроцитів до гемолізу, є функціо-
нальний стан їхніх мембран. На їхню стійкість 
до гемолітика впливає зокрема час, необхідний 
гемолітику на подолання мембранного бар’єру, 
та час, впродовж якого зберігається мембранна 
цілісність в умовах зростання внутрішньоклі-
тинного тиску [5]. У кислому середовищі лізис 
еритроцитів охоплює такі основні етапи: про-
никнення йонів гідрогену, протонування гемо-
глобіну та руйнування еритроцитів з поступо-
вою агрегацією їх мембранних протеїнів [5, 11].

Аналіз показників кислотного гемолі-
зу риб Danio rerio (рис. 4) показав, що у риб, 
які зазнавали дії ХПФ у концентрації 1 мг/л, 
не було вірогідних змін показника тотального 
гемолізу порівняно з контролем. Тривалість ге-
молізу еритроцитів риб дослідних груп, порів-
няно з контролем, також не змінювалася. Вста-
новлено, що за обраної дози ХПФ та тривалості 
досліджень кількість гемолізованих еритроци-
тів зростає на 16,5 % (P<0,05). Виявлені зміни 
можуть свідчити про виникнення прихованих 
структурних пошкоджень білково-ліпідного ма-
триксу мембран еритроцитів.

За дії ХПФ у дозі 1 мг/л було виявлено 
посилення процесів руйнування еритроцитів, 
що проявлялося зростанням відсотка зруйно-
ваних клітин. 

Отже, можна констатувати, що описані 
вище фізіолого-біохімічні параметри можуть 
бути інформативними при токсикологічних до-
слідженнях з використанням риб Danio rerio як 
біологічної моделі.

Висновки

1. Визначено параметри гострої токсич-
ності хлорпірифосу для риб Danio rerio за вне-
сення його в акваріумну воду. Встановлено, що 
максимальна концентрація хлорпірифосу (три-
валість експерименту 96 год), при якій не було 
загибелі риб Danio rerio, становить 0,375 мг/л, 
абсолютна смертельна концентрація — 2 мг/л, 
напівлетальна концентрація (LС50) — 1,23 мг/л. 

2. За дії ХПФ у концентрації 1 мг/л 
кількість гемолізованих еритроцитів зростає 
на 16,5 % (P<0,05), що може свідчити про ви-
никнення структурних пошкоджень білково-
ліпідного матриксу мембран еритроцитів.

3. Акваріумні риби Danio rerio можуть 
застосовуватись як біологічна модель для до-
слідження фізіолого-біохімічних параметрів 
токсичного впливу на організм фосфорорга-
нічних сполук, зокрема хлорпірифосу.

Перспективи подальших досліджень. 
У подальших дослідженнях Danio rerio як біо-
логічної моделі для вивчення токсичності фос-
форорганічних сполук чи інших ксенобіотиків 
доцільно розширити діапазон біохімічних 
і фізіологічних показників, які можна викорис-
товувати як індикаторні. Також варто провести 
дослідження, використовуючи риб Danio rerio 
у різні онтогенетичні періоди, починаючи від 
ікри і завершуючи періодом зрілості організму.
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