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Представлені результати досліджень впливу гострої інтоксикації хлорпірифосом 
(ХПФ) риб Danio rerio у концентраціях 0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 1 мг/л акваріумної води впродовж 
24 год. на вміст ТБК-активних продуктів активність каталази (КАТ), супероксиддисмутази (СОД), 
глутатіонпероксидази (ГПО), глутатіонредуктази (ГР) у їхніх тканинах. Через 24 год. перебу-
вання риб у воді із внесеним ХПФ у концентраціях 0,75 мг/л та 1 мг/л у досліджуваних ткани-
нах виявили зростання вмісту ТБК-активних продуктів порівняно до контрольних значень. 
Встановлено лінійний характер зростання ензиматичної активності КАТ у тканинах голови 
і тулуба риб унаслідок впливу ХПФ у дозах 0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 1 мг/л. На тлі зростання 
каталазної активності у Danio rerio через 24 год. після дії токсиканта виявлено обернено 
пропорційну залежність між дозою ХПФ та активністю ГПО обидвох досліджуваних відділів 
тіла риб. У тканинах голови і тулуба встановлено інгібування активності СОД за дії ХПФ. 
Активність цього ензиму була найнижчою за дії ХПФ у концентрації 0,75 мг/л. Отримані 
результати доповнюють дані стосовно токсичної дії ХПФ на іхтіофауну і зокрема на перебіг 
ХПФ-індукованого оксидативного стресу у риб Danio rerio. Отримані дані можуть бути вико-
ристані в обґрунтуванні розроблення додаткових біохімічних маркерів інтоксикацій тварин 
ХПФ та іншими фосфорорганічними сполуками (ФОС) під час проведення токсикологічних 
та екологічних експериментів, враховуючи, що інтенсивність застосування інсектицидних 
препаратів у сільськогосподарському виробництві та побуті зростає. 
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Застосування пестицидів — важливий фактор 
у забезпеченні високої врожайності сільськогоспо-
дарських і технічних культур впродовж десятиліть. 
Проте постійне зростання потреби в аграрній про-
дукції нерідко призводить до надмірного викорис-
тання різноманітних агрохімічних препаратів, які, 
крім своїх основних функцій, часто становлять еко-
логічні загрози та шкідливо впливають на здоров’я 
тварин і людей. Пестициди, у яких діючою речови-
ною є фосфоорганічні сполуки (ФОС), — особливо 
небезпечні через високий рівень токсичності. Незва-
жаючи на це, масштаби їх використання у багатьох 
країнах світу залишаються значними, а в країнах, що 
розвиваються, зокрема Індії і Китаї, — збільшуються 
з одночасним нарощуванням виробництва фосфор-
органічних пестицидів [17, 20]. Україна належить до 
країн із високим рівнем застосування пестицидів на 
основі ФОС. Зокрема, з 248 інсектицидних препа-

ратів, дозволених для використання у нашій країні, 
37 містять хлорпірифос (ХПФ) — фосфорганічну 
сполуку широкого спектру дії, яку застосовують для 
обробки зернових, плодоовочевих, садових культур, 
складських приміщень, тваринницьких ферм тощо 
[13, 20, 23, 25, 26]. За інтенсивного застосування 
у сільському господарстві ХПФ-вмісних агрохімічних 
засобів внаслідок дії природніх процесів (опадів, 
вітрів, ерозії ґрунтів тощо) ХПФ може потрапляти 
до відкритих водойм і впливати там на нецільові 
організми, зокрема іхтіофауну [10, 16]. У літературі 
описано вплив ХПФ на двостулкових молюсків, 
прісноводних равликів [10] та коропа звичайного [32], 
карася золотистого, тиляпію нільську [6], інші види 
безхребетних і риб. З іншого боку, здатність ХПФ 
до біоакумуляції в різних частинах тіла промисло-
вих риб [14] може спричиняти потенційні ризики 
для здоров’я людей.
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Основний механізм біологічної дії ХПФ, як і інших 
представників ФОС, полягає у фосфорилюванні аце-
тилхолінестерази, що спричиняє втрату активності 
цього ензиму [30]. Саме тому діагностика гострого 
отруєння ХПФ ґрунтується на оцінці вираженості хо-
лінергічного синдрому — сукупності симптомів, обу-
мовлених стимуляцією мускаринових і нікотинових 
рецепторів надлишком ацетилхоліну чи екзогенних 
сполук, здатних стимулювати парасимпатичну нерво-
ву систему. Водночас важливо зазначити, що поряд 
із антихолінестеразною дією ХПФ відомо про низку 
інших біохімічних і фізіологічних процесів, які також 
безпосередньо залучені у механізми токсичності цієї 
сполуки [30]. У наших попередніх роботах, а також до-
слідженнях багатьох вчених інших країн доведено, що 
за потрапляння до організму ссавців та інших класів 
ХПФ спричиняє порушення про-антиоксидантної рів-
новаги, провокуючи оксидативний стрес [22, 24, 30]. 

У низці досліджень показано, що дія ХПФ на 
водні організми супроводжується мутагенним та 
генотоксичними, гістопатологічними, ендокринними 
ефектами, порушенням локомоторної активності та 
виникненням оксидативного стресу [3, 8, 29]. Як відо-
мо, оксидативний стрес є наслідком дисбалансу між 
антиокидантами та прооксидантами. Гіперпродукція 
активних форм оксисену (АФО), надмірне утворен-
ня синглетного кисню, супероксид-аніон-радикалу, 
гідроген пероксиду спричиняє посилене окисне 
пошкодження клітинних структур [23, 25]. Внаслідок 
посиленого утворення прооксидантів може змінюва-
тись активність ензимів системи антиоксидантного 
захисту і змінюватись вміст маркерів оксидативного 
стресу в клітинах. Водночас варто зазначити, що 
характер оксидативного стресу, зміни його ключових 
ензиматичних показників, описані у згаданих вище 
та інших роботах, не завжди однозначні, а в певних 
випадках мають суперечливий характер. 

Danio rerio надійно утвердилася як успішна модель 
для досліджень у багатьох галузях біології, зокрема 
токсикології. Саме цей вид риб є модельним організ-
мом для оцінки якості води за стандартами OECD та 
ISO [28]. Невисока порівняно з іншими видами лабо-
раторних тварин вартість робіт і можливість форму-
вання великої вибірки риб дозволяє використовувати 
Danio rerio як ефективну біологічну модель [7, 11].

З огляду на вищесказане, метою цього досліджен-
ня було з’ясувати вплив 24-годинної інтоксикації риб 
Danio rerio ХПФ на стан окремих компонентів системи 
їх антиоксидантного захисту за умов внесення до-
сліджуваної сполуки до акваріумної води. 

Матеріали і методи

Для досліджень використовували ХПФ (CAS 
№2921-88-2) (О,О-діетил-О3,5,6-трихлор-2-піридил-
фосфор отіоат, CH11Cl3NO3PS) корпорації Sigma 
Chemical (США). Дослідження виконані в Інституті 

біології тварин НААН на акваріумних рибах Dаnio 
rerio дикого типу. Усі маніпуляції з рибами здійснюва-
ли відповідно до Європейської конвенції «Про захист 
хребетних тварин, які використовуються для експе-
риментальних і наукових цілей» від 18.03.1986 р., 
Директиви ЄС №609 від 24.11.1986 р. і «Загальних 
етичних принципів експериментів на тваринах», 
ухвалених Першим Національним конгресом з біо-
етики у Києві 2001 р. 

Дослідних риб D. rerio утримували у скляних 
акваріумах об’ємом 20 л, обладнаних автоматизова-
ними системами освітлення у режимі перемикання 
14 год. світло/10 год. темрява, аерації, нагріву та 
фільтрування води. Фізико-хімічні параметри акварі-
умної води підтримували у такому діапазоні значень: 
температура (t) — +26…+28°С, кислотність (pH) — 7. 
Значення pH акваріумної води перевіряли щодня 
і підтримували на стабільному рівні, за необхідності 
додаючи у воду бікарбонат натрію. Варто наголоси-
ти, що важливість кислотності води в експериментах 
з вивчення токсичності внесеного у неї ХПФ критич-
но важлива з огляду на те, що період напіврозпаду 
фосфорорганічних пестицидів у водних розчинах 
суттєво залежить від рівня pH. За проведення усіх 
експериментів обов’язково здійснювали контроль 
акваріумної води щодо вмісту в ній нітратів.

Годували риб двічі на добу в один і той самий 
час стандартним збалансованим сухим кормом, 
щоб уникнути можливих артефактів у досліджува-
них показниках. 

Відбір крові у риб D. rerio проводили, як описано 
у [1]. Відібрану кров з метою відділення форменних 
елементів від плазми центрифугували впродовж 
15 хв. при 13700 g за температури +4°С. Отриману 
плазму використовували для дослідження актив-
ності холінестерази. Вміст ТБК-активних продуктів 
визначали за [15]. У гомогенатах тканин тулуба та 
голови риб визначали каталазну (КАТ) [12], супер-
оксид дисмутазну (СОД) [5], глутатіонредуктазну (ГР) 
[2] і глутатіонпероксидазну (ГПО) [18] активності. 

Отримані результати статистично опрацьову-
вали за допомогою комп’ютерного пакета програм 
OriginPro 8.5 (Microcal, США) з використанням 
t-критерію Стьюдента. Вірогідно відмінними вважали 
результати за P<0,05.

Результати й обговорення

Для ХПФ, як і для всіх інших ФОС, характерним 
є інгібування холінестеразної (ХЕ) активності, що від-
бувається через фосфорилювання активного центру 
ензиму ХЕ з утворенням так званої фосфорилізованої 
ХЕ (ХЕ + залишок ФОС, що містить фосфор у вигляді 
залишку фосфорної кислоти), яка втрачає здатність 
гідролізувати ацетилхолін і відновлює свою активність 
дуже повільно. Варто зазначити, що окремі метабо-
літи ХПФ також здатні спричиняти інактивацію ХЕ. 
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Унаслідок інгібування активності холінестерази в ор-
ганізмі відбувається накопичення медіатора нервової 
системи — ацетилхоліну, що призводить до порушен-
ня передачі нервового збудження через гангліонарні 
синапси. Активність ХЕ є загальноприйнятим осно-
вним індикаторним показником ступеня інтоксикації 
організму ФОС, зокрема ХПФ. Тому визначали актив-
ність цього ензиму у плазмі крові риб Danio reriо за 
кожної застосовуваної у роботі дози токсиканта. 

За дії ХПФ у пламі крові Danio rerio виявлено ліній-
ний характер зниження холінестеразної активності 
порівняно з показниками контрольної групи (рис. 1). 
За дії ХПФ у концентраціях 0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 
1 мг/л виявлено зниження активності вказаного ензи-
му порівняно з контрольними значеннями на 74,8%, 
89% та 91% відповідно (P<0,05).

Останні дослідження неодноразово довели, що 
в процесі метаболізму ФОС утворюються речовини, 
які спричиняють посилене утворення АФО — високо-
реакційноздатних сполук, що мають у своєму складі 
один або більше неспарених електронів. АФО викли-
кають про-антиоксидантний дисбаланс у клітинах, 
спричиняють перекисне окислення ліпідів клітинних 
мембран, чим порушують їхню цілісність та сприяють 
посиленій деструкції [9, 15, 16]. 

Рис. 1. Активність АХЕ в крові риб Danio rerio через 24 год. 
після інтоксикації ХПФ у концентраціях 0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 1 мг/л
Fig. 1. AChE activity in the blood of Danio rerio fish 24 h  
after CPF intoxication at concentrations 0.5 mg/L; 0.75 mg/L and 1 mg/L

Рис. 2. Вміст ТБК-активних продуктів гомогенатах тканин головного (А) та тулубового відділу тіла (B) риб Danio rerio  
через 24 год. після інтоксикації ХПФ у концентраціях 0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 1 мг/л
Fig. 2. TBARS content in the tissue homogenates of the head (A) and torso section (B) of Danio rerio fish  
24 h after CPF intoxication at concentrations of 0.5 mg/L; 0.75 mg/L and 1 mg/L

Через 24 год. після інтоксикації ХПФ у концен-
траціях 0,75 та 1 мг/л у досліджуваних тканинах риб 
Danio rerio виявлено вірогідне зростання вмісту ТБК-
активних продуктів (рис. 2).
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Встановлено, що в гомогенатах тканин голови риб 
вміст ТБК-активних продуктів зростав на 43,6 та 
86,4%, натомість у тканинах тулуба риб досліджува-
ний показник збільшувався на 75 та 84,3% за дії ХПФ 
у концентраціях 0,75 мг/л та 1 мг/л відповідно (P<0,05) 
Зростання вмісту кінцевих продуктів перекисного 
окиснення ліпідів — ТБК-активних продуктів свідчить 
про посилення прооксидантних процесів в організмі 
риб через 24 год. за дії зазначених доз ХПФ. Поси-
лене утворення ТБК-активних продуктів є наслідком 

активізації процесів ПОЛ і розглядається як один із 
біологічних маркерів оксидаційного стресу [19, 31].

Активність окремих ензимів системи антиокси-
дантного захисту може застосовуватись як індикатор 
виникнення оксидативного стресу. Насамперед це 
стосується КАТ та СОД, які забезпечують протидію 
клітин оксидаційному стресу [4, 15, 32]. За дії ХПФ 
у концентраціях 0,5 мг/л, 0,75 мг/л та 1 мг/л у риб 
виявлено вірогідне зростання каталазної активності 
в гомогенатах тканин голови і тулуба (рис. 3).
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У тканинах голови риб встановлено збільшення 
активності цього ензиму на 35,5%, 43,9% та 60,2%, 
натомість у тканинах тулуба виявлено зростання 
каталазної активності, відповідно, на 19%, 21,7% 
і 34,6% прямо пропорційно до застосованої дози 
хлорпірифосу (P<0,05). Зростання каталазної актив-
ності у риб можна розглядати як адаптаційну відпо-
відь організму на посилення прооксидантних процесів, 
оскільки КАТ здійснює гетероциклічне розщеплення 
O-O зв’язку молекули Н2O2 — токсичного для клітин 
продукту утилізації молекулярного Оксигену.

Супероксид-аніон-радикал є попередником кількох 
інших сполук з вільнорадикальними властивостями, 
тому ензиматичний контроль його концентрації в клі-
тині супероксидисмутазою є важливим регулятором 
інтенсивності оксидативного стресу в організмі [4, 20]. 

СОД як один з ключових ензимів антиоксидантної 
системи організму здійснює реакцію дисмутації супер-
оксидних аніон-радикалів і перетворює їх на молекули 
гідрогену пероксиду, які є менш реакційно здатними.

У нашому дослідженні встановлено, що інтокси-
кація риб ХПФ викликала нелінійний характер зни-
ження супероксиддисмутазної активності у тканинах 
Danio rerio (рис. 4). У гомогенатах тканин голови ви-
явлено зниження активності СОД на 60.2%, 68.6% та 
26,1% відповідно порівняно з контрольними значен-
нями (P<0,05). У гомогенатах тканин тулуба риб 
найістотніше інгібування активності СОД виявлено 
за дії ХПФ у дозі 0,75 мг/л — на 71,7% і 68,2% за 
дози токсиканта 1 мг/л порівняно з контролем. 

Аналізуючи отримані результати, зазначимо, що вони 
корелюють із даними роботи [15], автори якої описують 

Рис. 4. Активність СОД у гомогенатах тканин головного (А) та тулубового відділів (В) риб Danio rerio  
через 24 год. після інтоксикації ХПФ у концентраціях 0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 1 мг/л
Fig. 4. SOD activity in homogenates of tissues of the head (A) and torso section (B) of Danio rerio fish  
24 h after CPF intoxication at concentrations of 0.5 mg/L; 0.75 mg/L and 1 mg/L
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Рис. 3. Активність КАТ у гомогенатах тканин головного (А) і тулубового відділів (В) риб Danio rerio  
через 24 год. після інтоксикації ХПФ у концентраціях 0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 1 мг/л
Fig. 3. CAT activity in homogenates of tissues of the head (A) and torso section (B) of Danio rerio fish  
24 h after CPF intoxication at concentrations of 0.5 mg/L; 0.75 mg/L and 1 mg/L
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Рис. 5. Активність ГПО у гомогенатах тканин головного (А) і тулубового відділів (В) риб Danio rerio  
через 24 год. після інтоксикації ХПФ у концентраціях 0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 1 мг/л
Fig. 5. The activity of GPO in the homogenates of the tissues of the head (A) and torso section (B) of Danio rerio fish  
24 h after CPF intoxication at concentrations of 0.5 mg/L; 0.75 mg/L and 1 mg/L

Рис. 6. Активність ГР у гомогенатах тканин головного (А) і тулубового відділів (В) риб Danio rerio  
через 24 год. після інтоксикації ХПФ у концентраціях 0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 1 мг/л
Fig. 6. GH activity in homogenates of tissues of the head (A) and torso section (B) of Danio rerio fish  
24 h after CPF intoxication at concentrations of 0.5 mg/L; 0.75 mg/L and 1 mg/L
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зростання активності КАТ на тлі зниження активності СОД 
у гігантської гоодеї (Goodea atripinnis) за умов забруд-
нення водойм промисловими стоками. Порушенням 
структури СОД у риб згадані автори пов’язують з інгі-
буванням синтезу СОД надмірною кількістю утворених 
АФО. З іншого боку [4], надмірне утворення супероксид-
аніон радикалу спричиняє окислення цистеїну в моле-
кулі СОД, що спричиняє інактивацію цього ензиму.

Показано, що застосування ХПФ у концентраціях 
0,5 мг/л, 0,75 мг/л та 1 мг/л призводило до зниження 
активності ГПО на 56,9%, 52,6% та 78,4% у гомогенатах 
тканин голови та зниження глутатіонпероксидазної 
активності цього ензиму на 14,5%, 25,1% та 40,7% 
відповідно порівняно з контролем (P<0,05) (рис. 5).

Ймовірно, що зниження активності ГПО за дії 
ХПФ спричинене зниженням пулу внутрішньоклітин-

ного GSH. З іншого боку, накопичення токсичних для 
риб метаболітів, зокрема кетонів та альдегідів, може 
спричиняти порушення структури цього ензиму [21]. 

ГР здійснює відновлення дисульфідного зв’язку 
в молекулі окисленого глутатіону (GSSG) до його 
сульфгідрильної форми GSH. Аналіз активності ГР 
у тканинах риб (рис. 6) показав відсутність лінійного 
характеру зниження цього ензиму, проте у гомоге-
натах голови риб активність ГР зростала після ін-
токсикації ХПФ у концентраціях 0,5 мг/л; 0,75 мг/л 
та 1 мг/л на 107%, 67,1% та в 1.3 раза відповідно 
порівняно з контрольними значеннями відповідних 
груп. У тканинах тулуба зафіксували зростання актив-
ності ГР на 86,2% за дії ХПФ у концентрації 0,5 мг/л, 
в 1,6 раза — у концентрації 0,75 мг/л та 1,3 раза — 
у концентрації 1 мг/л (P<0,05).
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Висновки

Через 24 год. після отруєння риб Danio rerio до-
даванням до акваріумної води ХПФ у концентраціях 
0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 1 мг/л у гомогенатах тканин 
головного та тулубового відділів спостерігали пору-
шення прооксидантно-антиоксидантної рівноваги, 
про що свідчить зростання вмісту продуктів ПОЛ 
та змін активностей ензимів системи антиокси-
дантного захисту. 

Встановлено лінійний характер зростання ензи-
матичної активності КАТ як у тканинах голови, так 
і тулуба риб унаслідок впливу ХПФ у діапазоні доз 
0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 1 мг/л. На тлі зростання ката-
лазної активності у D. rerio через 24 год. після отру-
єння виявлено обернено пропорційну залежність 
між дозою та активністю ГПО у обох досліджуваних 
тканинах. У тканинах голови та тулуба встановлено 
інгібування активності СОД за дії ХПФ, мінімальних 
значень активність цього ензиму досягала за дії 
ХПФ у концентрації 0,75 мг/л. 

Результати дослідження підтверджують виник-
нення у риб Danio rerio ХПФ-індукованого оксида-
тивного стресу після 24 год. інтоксикації ХПФ у кон-
центраціях 0,5 мг/л; 0,75 мг/л та 1 мг/л. 

Проведене дослідження розширює знання про 
механізми перебігу ХПФ-індукованого оксидативно-
го стресу у риб Danio rerio. Водночас отримані дані 
свідчать про участь антиоксидантної системи риб 
унормалізації прооксидантно-антиоксидантного дис-
балансу за гострого отруєння ФОС.

Перспективи подальших досліджень

Результати досліджень можуть бути використані як 
підґрунтя для з’ясування механізмів прооксидантно-
антиоксидантної регуляції при гострому отруєнні 
риб сполуками, які застосовують як діючі речовини 
у складі фосфорорганічних пестицидів.
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The article presents the results of studies of acute intoxication in Danio Rerio fish by chlorpyrifos at concentrations 0.5 mg/L; 0.75 mg/L and 
1 mg/L of aquarium water for 24 h and its influence on the content of TBK-active products, catalase activity (CAT), superoxide dismutase 
(SOD), glutathione peroxidase (GPO), glutathione reductase (GR) in their tissues. After 24 h in the fish staying in water with chloropyrifos 
added in concentrations 0.75 mg/L and 1 mg/L we have revealed an increase of the content of TBK-active products in the studied tissues 
compared to the control values. The linear nature of the growth of the CAT enzymatic activity in the tissues of head and torso due to 
the effects of chloropyrifos in doses of 0.5 mg/L; 0.75 mg/L and 1 mg/L. was shown. On the background of the catalase activity growth 
in Danio rerio, in 24 h after the action of the toxicant, there was an inversely proportional dependence between the dose of chlorpyrifos 
and the activity of GPOs in both investigated parts of the fish body. In the tissues of the head and torso, inhibition of SOD activity for 
the action of chlorpyrifos has been established. The activity of this enzyme was the lowest at the chlorpyrifos concentration 0.75 mg/L. 
The obtained results complement the data on the toxic effect of chlorpyrifos on ichthyofauna and on the course of chlorpyrifos-induced 
oxidative stress in Danio rerio fish. The obtained data can be used in the development of additional biochemical markers of chlorpyrifos 
and other phosphor organic compounds intoxication and in toxicological and environmental experiments, taking into account the growing 
intensity of the use of insecticidal preparations in agricultural production and everyday life.
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